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RESUMO

TUTIJA J. F. DIAGNOSTICO DAS DIARREIAS EM BEZERROS NOS BIOMAS CERRADO E
PANTANAL SUL-MATO-GROSSENSE. 2024. Tese de Doutorado - Programa de Po6s-
Graduacao em Ciéncias Veterinarias. Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2024.

A diarreia em bezerros é uma das principais causas de perdas econdbmicas com alta
morbimortalidade na indUstria pecuaria em todo o mundo. Enteropatégenos de origem bacteriana,
parasitaria e viral podem estar envolvidos, isolados ou em associagdo. Escherichia coli, Salmonella
spp., Rotavirus, Coronavirus, protozoéarios dos géneros Eimeria spp. e Cryptosporidium spp., estdo
entre os principais agentes. Outros possiveis agentes causadores de diarreia sdo Nobovirus,
Norovirus e Enterovirus. O Pantanal e o Cerrado de Mato Grosso do Sul estédo entre as principais
areas de exploragdo agropecudria do Brasil. Dessa forma, este trabalho teve por objetivo avaliar o
potencial de agentes bacterianos, virais e parasitarios como causadores de diarreias em bezerros
nestas regides. Entre 2019 e 2023, foram coletadas 456 amostras fecais de bezerros nos biomas
Pantanal e Cerrado do estado de Mato Grosso do Sul, Brasil. Todas as amostras foram submetidas
a andlise microbiol6gica e teste de sensibilidade a antimicrobianos (TSA). Crescimento bacteriano
foi observado em 451 das 456 amostras, e dessas E. coli foi identificada bioquimicamente. Todos
0s 451 isolados (100%) exibiram alguma resisténcia fenotipica a antimicrobianos, e 67,62%
exibiram resisténcia a multiplas drogas. A frequéncia de isolados multirresistentes no bioma Cerrado
foi significativamente maior do que no bioma Pantanal (p = 0,0001). No Cerrado, o pat6tipo mais
comum foi E. coli produtora de toxina Shiga (STEC) (28%), seguido por E. coli toxigénica (ETEC)
(11%), E. coli enterohemorragica (EHEC) (8%) e E. coli enteropatogénica (EPEC) (2%). Na maioria
dos casos, foi mais comum a ocorréncia concomitante de patétipos, sendo os mais frequentes ETEC
+ STEC (33%), ETEC + EHEC (15%) e ETEC + EPEC (3%). O patdtipo STEC (30%) também foi
encontrado com maior frequéncia no Pantanal, seguido por EHEC (12%), ETEC (9%) e EPEC (6%).
O patétipo STEC apresentou frequéncia significativamente maior de multirresisténcia (p = 0,0486)
em comparac¢do aos demais patétipos identificados. Para Cryptosporidium sp. foram avaliadas por
meio da técnica de PCR 310 amostras, sendo que apenas duas (0,64%) apresentaram resultados
positivos. J& na andlise por RT-PCR de 269 amostras avaliadas, todas foram negativas para
Rotavirus, Coronavirus, Enterovirus, Nebovirus, Norovirus, Kobuvirus e Pestivirus. Na classificagdo
e identificacdo de Eimeria sp., a espécie mais frequente foi E. zuernii, estando presente em todas
as amostras (pools) com ou sem diarreia, seguida por E. elipsoidalis presente em trés dos seis pools
(50%) com uma carga parasitaria dessa espécie que variou de 4 a 84% e E. bovis presente em trés
dos seis pools (50%) com a carga parasitaria de 8 a 27%. Com os resultados obtidos no presente
estudo identificou-se que os agentes infecciosos envolvidos na diarreia foram principalmente E. coli

com pat6tipos patogénicos e multirresistentes e Eimeria spp. patogénicas.

Palavras-chave: bovinos, diagndstico, diarreia, enteropatdgenos, resisténcia.
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Abstract

TUTIJA J. F. DIAGNOSIS OF DIARRHEA IN CALVES IN THE CERRADO AND PANTANAL
SUL-MATO-GROSSENSE BIOMES. 2024. Tese de Doutorado- Programa de Pés-Graduacéo
em Ciéncias Veterinarias. Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2024.

Diarrhea in calves is one of the main causes of economic losses with high morbidity and mortality in
the livestock industry worldwide. Enteropathogens of bacterial, parasitic and viral origin may be
involved, isolated or in association. Escherichia coli, Salmonella spp., Rotavirus, Coronavirus,
protozoa of the genera Eimeria spp. and Cryptosporidium spp., are among the main agents. Other
possible agents causing diarrhea are Nobovirus, Norovirus and Enterovirus. The Pantanal and the
Cerrado of Mato Grosso do Sul are among the main areas of agricultural exploration in Brazil.
Therefore, this work aimed to evaluate the potential of bacterial, viral and parasitic agents to cause
diarrhea in calves in these regions. Between 2019 and 2023, 456 fecal samples were collected from
calves in the Pantanal and Cerrado biomes in the state of Mato Grosso do Sul, Brazil. All samples
were subjected to microbiological analysis and antimicrobial susceptibility testing (AST). Bacterial
growth was observed in 451 of 456 samples, and these E. coli were identified biochemically. All 451
isolates (100%) exhibited some phenotypic resistance to antimicrobials, and 67.62% exhibited
multidrug resistance. The frequency of multidrug-resistant isolates in the Cerrado biome was
significantly higher than in the Pantanal biome (p = 0.0001). In the Cerrado, the most common
pathotype was Shiga toxin-producing E. coli (STEC) (28%), followed by toxigenic E. coli (ETEC)
(11%), enterohemorrhagic E. coli (EHEC) (8%) and enteropathogenic E. coli (EPEC) (2%). In most
cases, the concomitant occurrence of pathotypes was more common, the most common being ETEC
+ STEC (33%), ETEC + EHEC (15%) and ETEC + EPEC (3%). The STEC pattern (30%) was also
found most frequently in the Pantanal, followed by EHEC (12%), ETEC (9%) and EPEC (6%). The
STEC pathotype showed a significantly higher frequency of multidrug resistance (p = 0.0486)
compared to other identified pathotypes. For Cryptosporidium sp. 310 samples were evaluated using
the PCR technique, with only two (0.64%) obtaining positive results. In the RT-PCR analysis of 269
samples evaluated, all were negative for Rotavirus, Coronavirus, Enterovirus, Nebovirus, Norovirus,
Kobuvirus and Pestivirus. In the classification and identification of Eimeria sp., the most frequent
species was E. zuernii, being present in all samples (pools) with or without diarrhea, followed by E.
ellipsoidalis present in three of the six pools (50%) with a load parasitic load of this species which
ranged from 4 to 84% and E. bovis present in three of the six pools (50%) with a parasitic load of 8
to 27%. With the results obtained in the present study, it was identified that the infectious agents
involved in diarrhea were mainly E. coli with pathogenic and multiresistant pathotypes and Eimeria
spp. pathogenic.

Keywords: cattle, diagnosis, diarrhea, enteropathogens, resistance.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO GERAL

A bovinocultura é um dos principais destaques do agronegdécio brasileiro no
cenario mundial. Com cerca de 202,78 milhdes de cabecas em 2022, o rebanho
bovino brasileiro mais do que dobrou em relacdo aos anos 1970. No pais o
consumo médio anual de carne bovina foi de 36,7 kg por habitante por ano em
2022. Um dos mais elevados do mundo segundo a Associacdo Brasileira das
Indastrias Exportadoras de Carnes (ABIEC) (ABIEC, 2023).

Em 2022, houve um aumento de bovinos abatidos de 5,29% em comparacéo
ao ano anterior, sendo abatidos 42,31 milh6es de bovinos. Tendo como lider nesse
setor o estado de Mato Grosso com abate acima de 4,6 milhdes de cabecas,
seguido por Séo Paulo, Mato Grosso do Sul e Goias. A predominancia de estados
da regido Centro-Oeste, a coloca como principal regido produtora do pais, seguida
pela regido Sudeste e Norte (IBGE, 2022). Em relacdo aos municipios da regiao
Centro-Oeste, Corumba (MS) e Ribas do Rio Pardo (MS) tiveram as maiores
participacdes (ABIEC, 2023).

Apesar do progresso na industria pecuaria, a diarreia neonatal ainda € um
problema de saude, causando elevada mortalidade e morbidade em bezerros
jovens, levando a elevadas perdas econdmicas (CONSTABLE et al., 2017). O
impacto econdmico decorre principalmente da mortalidade de bezerros, a qual pode
ser atribuida a perda de agua e eletrdlitos nesses animais, resultando em
desidratacdo, desequilibrios eletroliticos e acidose metabdlica. Varios fatores de
risco influenciam a ocorréncia da doenca, como idade do animal, condi¢éo
imunoldgica, higiene, manejo e clima (TURINI et al., 2022).

A diarreia em bezerros é multifatorial, resultando de uma interacdo complexa
entre 0o ambiente, fatores animais e agentes infecciosos, como Rotavirus,
Coronavirus, Cryptosporidium spp., Eimeria sp., Salmonella sp. e Escherichia coli,
entre outros agentes, 0s quais representam uma das causas mais comuns de
mortalidade em bezerros. Véarios dos agentes citados apresentam potencial

zoonotico e podem estar associados a ocorréncia de disturbios entéricos em
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humanos (COURA et al.,, 2015; MEGANCK et al., 2015). Os bezerros sao
geralmente afetados por episodios diarreicos entre 0 e 4 semanas de idade, com
pico em 2 semanas (HOUSE et al., 2020).

Portanto, a gravidade e a ocorréncia da doenca sao influenciadas por varios
fatores que interagem dinamicamente ao longo do tempo, sendo necessario a
diferenciacdo desses patdgenos para estipular um tratamento e manejo do
rebanho. Além disso, é necesséario definir com melhor precisdo a contribuicao
desses patdgenos em diarreias em bovinos, tendo em vista que muitos deles sdo
isolados em animais assintomaticos.

Estudar as causas da diarreia nas regibes de Cerrado e Pantanal é
importante, pois mesmo dentro do mesmo estado que € o Mato Grosso do Sul, o
clima, solo, vegetacdo sao distintos, sendo o manejo diferente nos dois biomas.
Além dos biomas serem proximos fisicamente, e hoje albergarem a maior parte do
efetivo bovino do Brasil (mais de 50%). Dessa forma, estudos que nos possibilitem
melhor entender a epidemiologia das diarreias nesses biomas podem trazer
aumento de produtividade no Brasil.

Entender sobre a epidemiologia das diarreias em bovinos, pode contribuir
para o estabelecimento de melhores estratégias de manejo dos rebanhos, e
reducdo dos prejuizos associados, por reducdo da contaminacdo ambiental e os
possiveis impactos sanitarios as faunas silvestres das regides, além das
populacdes humanas, tendo em vista que varios dos agentes etioldgicos envolvidos

possuem potencial zoonatico.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Cerrado e Pantanal sul mato-grossense

O Mato Grosso do Sul possui uma area de 357 mil quildbmetros quadrados,
que representa 4,2% do territorio brasileiro. Praticamente um quarto do seu
territorio, € constituido pelo Pantanal, com uma rica biodiversidade. E a maior parte
€ composta pelo Cerrado (MATO GROSSO DO SUL, 2002) (Figura 1).



139
140
141

142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153

14
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Figura 1. Mapa com as divisdes dos biomas sul-mato grossense. Fonte: IBGE (2019). Elaboracao:
DETEC/Sistema Famasul 2020.

O bioma Cerrado possui uma area de 205,9 milhdes de hectares (IBGE,
2004) e ocupa a porcéo central do Brasil, englobando parte dos seguintes estados
brasileiros: Bahia, Goias, Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas
Gerais, Paran4, Piaui, S&o Paulo e Tocantins, além do Distrito Federal.

Segundo Macedo (1997), o Cerrado € responsavel por 50% da carne
produzida no Brasil. Nesse bioma, encontra-se ainda o maior nimero de frigorificos
com inspecédo federal e o maior nUmero de industrias frigorificas aptas a exportacao
de carnes. Mato Grosso do Sul tem 61% de seu territorio compreendido pelo Bioma
Cerrado, o qual se estende do Norte-Nordeste ao Sudoeste do estado.

O Pantanal é uma planicie alagada (150.355 km2), localizada no centro da
América do Sul (NUNES, 2011). Sua area é de 138.183 km?, com 64,5% de seu
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territério no estado de Mato Grosso do Sul com 9.738.401 hectares (FAMASUL,
2021).

Teve o0 rebanho bovino expandido, entre 1985-2015, passando de 40
milhdes de cabecas de gado para 75 milhdes em 2015, sendo que municipios do
Pantanal, como Corumbéa e Caceres, retiveram grandes rebanhos (IBGE, 2018).
Metade do efetivo rebanho do Pantanal é explorado nas trés fases (cria, recria e
engorda), 26% € explorado com a finalidade apenas de cria e recria (SOUZA,
2010).

2.2 Patdgenos causadores de diarreia

2.2.1 Bactérias

2.2.1.1. Escherichia coli

E. coli sdo bactérias Gram negativas, fermentativas, anaerdbias facultativas.
Medem entre 1,1 a 1,5 ym por 2 a 6 um, a maioria € mével, devido a existéncia de
flagelos peritriquios. A temperatura 6tima de crescimento é por volta dos 37 °C,
sendo cultivadas facilmente em meios de cultura de rotina (QUINN et al., 2005). E
a bactéria geneticamente mais verséatil e fornece genes mediados por plasmideos
e fagos. E. coli produz septicemia e diarreia em uma ampla variedade de
hospedeiros, incluindo humanos e animais (HEMASHENPAGAM et al., 2009).

A via de transmissdo da bactéria é fecal-oral por meio de agua e alimentos
contaminados. Sdo comumente isoladas nas fezes, e na maioria das vezes séo
comensais, ndo causando doenca em seus hospedeiros. Entretanto, alguns
patétipos ndo patogénicos presentes no intestino, em animais debilitados,
imunocomprometidos ou com a barreira gastrointestinal alterada, podem causar
doenca (NATARO; KAPER, 1998).

A maioria dos pato6tipos patogénicos de E. colisdo encontrados nas
primeiras semanas de vida e, portanto, os bezerros neonatos apresentam maior
risco de infecgéo por E. coli (HOSSAIN et al., 2014). Isso pode ser atribuido pelo
fato que os recém-nascidos sdo mais suscetiveis, eles possuem um sistema
imunoldgico imaturo e muitas vezes ingerem colostro insuficiente ou absorveram

imunoglobulinas colostrais insuficientes (CONSTABLE et al., 2017).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8959283/#vms3686-bib-0043
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E. coli patogénicas sdo agrupadas de acordo com seus mecanismos de
patogenicidade em patétipos, que estdo frequentemente associados a doenca e
lesbes em animais (BERCHIERI JUNIOR et al., 2009). Desta forma, para
confirmacéo de diarreia por E. coli é necesséaria a identificagcdo dos patétipos
diarreiogénicos (GYLES; FAIRBROTHER, 2010).

A identificacdo de E. coli diarreiogénica requer sua diferenciacdo das
espécies ndo patogénicas da microbiota intestinal (ROBINS- BROWNE et al.,
2004). A importancia dessa identificacdo, se d4 em virtude de tratar ou ndo os
animais com E. coli e também esta relacionada com a identificacdo de animais
portadores, pois esses bezerros podem atuar como reservatério importante de E.
coli patogénica humana (COBBOLD et al., 2007).

Tutija et al. (2022) avaliaram 176 isolados de E. coli de animais portadores
de diarreia, do Mato Grosso do Sul. Foi verificado que havia predominio do patétipo
E. coli enterotoxigénica (ETEC), posteriormente Tutija et al. (2024) avaliaram 456
isolados e E. coli produtora de toxina Shiga (STEC) foi o pat6tipo mais frequente
identificado nos biomas analisados. Esses trabalhos demonstram a ocorréncia de
patotipos causadores de diarreia em bezerros e em humanos, sendo importante
seu diagndéstico.

Ja foram identificados cinco patétipos de E. coli associados a diarreia em
bezerros: E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
produtora de toxina Shiga (STEC), E. coli enterohemorragica (EHEC) e E. coli
necrotoxigénica (NTEC). Outros patotipos diarreiogénicos para seres humanos,
como E. coli enteroinvasiva, E. coli de aderéncia difusa e E. coli enteroagregativa
ainda ndo foram confirmados como causadores de diarreia em bezerros
(ANDRADE et al. al. 2012). Todos esses patotipos podem ser identificados
molecularmente por meio da técnica de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
(AWAD et al., 2020; TUTIJA et al., 2022).

E. coli enterotoxigénica (ETEC) sao caracterizadas por colonizarem a
superficie da mucosa do intestino delgado (Figura 2), principalmente o ileo, e por
produzirem enterotoxinas termoestaveis (ST) e termolabeis (LT) que alteram as

funcBes dos enterdcitos. A consequéncia € o aumento da secre¢do e a reducdo da
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absorcdo de liquidos, sem induzirem alteracdes morfologicas significativas no
intestino (COURA et al., 2017).

v

Enterotoxina LT e ST

ETEC
\ J

Figura 2. Esquema de adesdo ETEC, ap6s fixacdo da bactéria na mucosa intestinal, liberagdo das
enterotoxinas LT e ST (Bueno, 2010 adaptado).

A enterotoxina termolabil (LT) € semelhante a toxina da célera, sendo
dividida em dois tipos: LT-I e LT-Il. As amostras de ETEC de origem bovina ndo
produzem LT-I (BLANCO et al., 1998), existindo apenas a descricdo de amostras
produtoras de LT-Il (SERIWATANA et al., 1988).

A enterotoxina termoestavel (ST) € uma familia de pequenas toxinas, as
quais podem ser divididas em dois grupos: as solaveis (STa) e as insoluveis em
metanol (STb), ambas codificadas por plasmidios (BERCHIERI JUNIOR et al.,
2009). A enterotoxina STa € produzida por ETEC de animais (bovinos, ovinos,
suinos e caninos) e seres humanos, ja a STb foi encontrada apenas em ETEC
isoladas de suinos (MAINIL, 2013).

A cepa E. coli ETEC é o patétipo mais comumente associado a enterite em
bezerros na primeira semana de vida, principalmente entre trés e quatro dias de
vida (BLANCHARD, 2012; TUTIJA et al., 2022). Eles podem apresentar diarreia
profusa pastosa a liquida, com odor fétido e coloracdo amarelada a branca. Nos
casos agudos, a perda de agua e eletrélitos € rapida, e os animais apresentam

desidratacéo grave e acidose metabdlica, podendo leva-los a 6bito.
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A cepa EPEC tem como principal caracteristica causar uma leséo
denominada de attaching and effacing (anexando e apagando) - A/E. A lesdo A/E
€ caracterizada por uma adesédo intima da bactéria ao epitélio intestinal, com
destruicdo das microvilosidades, alteracées no citoesqueleto, com formacao de
estruturas semelhantes a pedestais e acumulo de actina polimerizada logo abaixo
da ligacdo da bactéria a célula (Figura 3) (SYDOW, 2005). Os principais genes
responsaveis pela lesdo A/E estdo inseridos numa ilha de patogenicidade
denominada LEE (Locus of Enterocyte Effacement), também presente no patotipo
EHEC (HERNANDES et al., 2009).

Aderéncia

inicial via

BFP

’Aderéncia

}_.ﬁ_ inicial

Condensagdo de
actina e
destruiggo das
microvilosidades

EPEC
\ v

Figura 3. Esquema de adesdo EPEC, demonstrando ades@o da bactéria e posteriormente

condensacgédo de actina e destruigdo das vilosidades (lesdo A/E) (Bueno, 2010 adaptado).

As cepas de E. coli capazes de causar esse tipo de lesdo sdo também
denominadas AEEC (attaching and effacing Escherichia coli). A adesina intimina,
uma proteina de 94 kDa da membrana externa da bactéria, é codificada pelo gene
eae localizado na LEE e € a molécula de adesao responsavel pela ligacéo intima
da bactéria ao enterocito.

Além da ilha de patogenicidade LEE, a bactéria EPEC pode apresentar um
plasmideo chamado “EPEC aderence factor” (EAF), com genes envolvidos na
expressao e montagem da fimbria denominada “bundle-forming pillus” (BFP),
responsavel pela aderéncia localizada da bactéria ao epitélio intestinal. Amostras
de EPEC portadoras do plasmideo EAF e da fimbria BFP sdo denominadas EPEC
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tipicas, e quando negativas EPEC atipicas (MAINIL; FAIRBROTHER, 2014). Elas
nao produzem nenhuma enterotoxina ou citotoxina (CROXEN; FINLAY, 2010).

N&o h& uma faixa etaria com maior susceptibilidade, como ocorre com
ETEC, sendo detectada a infec¢cdo por EPEC em bezerros com uma a 12 semanas
de idade (FOSTER; SMITH, 2009). As fezes podem estar aguosas ou normais,
amareladas ou sanguinolentas. A infeccdo por EPEC resulta em quadro mais
cronico de diarreia, diferentemente da ocorréncia aguda da colibacilose por ETEC.
Descobriu-se que o gene da intimina (eae) observado na EPEC é mais patogénico
em humanos do que em bezerros e esta envolvido na transmissdo zoondética
(THIRY etal. 2017).

A confirmacgéo da presenca de EPEC é feita a partir da cultura de fezes
seguida por PCR para identificacdo dos genes de viruléncia caracteristicos desse
patotipo, principalmente o eae (BLANCHARD 2012).

E. coli enterohemorragica (EHEC) é responsavel por sintomas clinicos
graves em humanos, como colite  hemorragica e sindrome  hemolitico-
urémica (KAPER et al., 2004). A toxina Shiga (Stx 1 e 2) é o principal fator de
viruléncia que contribui para a patogenicidade da EHEC. Incluido no grande grupo
de E. coli produtoras de Stx (STEC), o EHEC geralmente também possui o
gene eae que codifica a intimina, envolvido na formagao de lesdes de fixagao e
apagamento nas células intestinais, assim como EPEC (HASHISH et
al., 2016). Portanto, os termos STEC séo usados para isolados de bactérias que
produzem somente Stx e EHEC para os que produzem Stx e eae (Figura 4)
(MELTON-CELSA, 2014).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8601779/#CR55
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/human
https://www.sciencedirect.com/topics/veterinary-science-and-veterinary-medicine/colitis
https://www.sciencedirect.com/topics/veterinary-science-and-veterinary-medicine/hemolytic-uremic-syndrome
https://www.sciencedirect.com/topics/veterinary-science-and-veterinary-medicine/hemolytic-uremic-syndrome
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378113523001062?via%3Dihub#bib26
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/shiga-toxin
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/virulence-factor
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/virulence-factor
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Anexo intimo
da bactéria

Condensagéo de

actina e

destruigdo das
microvilosidades Entrada da

Shiga toxina

EHEC
\, J

v

Figura 4. Esquema adesdo EHEC e STEC, apresentando destruicdo das vilosidades por EHEC,
devido a lesé@o A/E, posteriormente entrada das Shiga toxinas devido aos dois patotipos (Bueno,
2010 adaptado).

Grande parte dos bezerros infectados com estes patétipos ndo apresenta
sinais clinicos, entretanto estes animais constituem importantes reservatérios de
STEC/EHEC tanto para bovinos, quanto para os seres humanos (GYLES;
FAIRBROTHER, 2010). Isso ocorre porque ruminantes ndo possuem receptores
para Stx no endotélio vascular, mas os mesmos estdo presentes nos enterécitos
das criptas, linfécitos intraepiteliais e macréfagos da mucosa intestinal
(SAPOUNTZIS et al., 2020).

InfecgBes por STEC em humanos foram atribuidas ao consumo de carne
bovina ou de produtos lacteos contaminados com fezes de bovinos (HUSSEIN;
SAKUMA, 2005), sendo que, entre os mais de 200 sorotipos de E. coli que
produzem Shiga toxina, o sorotipo O157:H7 destaca-se pelo alto potencial virulento,
sendo o mais frequentemente associado a surtos de toxinfeccdo de origem
alimentar no mundo (SCHEUTZ, 2013.).

Cepas de E. coli NTEC séo caracterizadas pela producdo de toxinas CNF
(fator necrotizante citotoxico) (DE RYCKE; MILON; OSWALD, 1998) que impedem
a divisao celular, sem afetar a replicacdo de acidos nucléicos. Existem dois tipos
de CNF (CNF1l e CNF2), esses ja foram isoladas em casos de enterite em

ruminantes, porcos, coelhos, caes e cavalos, e em infec¢des extra intestinais em
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cées, gatos, humanos e porcos. Esse é o patétipo que apresenta a menor
prevaléncia nos rebanhos (SHAHRANI, et al., 2014; TUTIJA et al., 2022).

CNF2 é isolado com mais frequéncia que o CNF1 (BIHANNIC et al., 2015).
Em casos de septicemia, a bactéria pode adentrar a circulacdo sanguinea e
acometer 6rgaos internos, principalmente os pulmdes. A necropsia, Van Bost et al.
(2003) observaram congestdao da mucosa intestinal, espessamento da mucosa do

intestino delgado e congestédo pulmonar.

2.2.1.2 Salmonella spp.

O género Salmonella spp. pertence a familia Enterobacteriaceae e €
constituido por bactérias gram-negativas, com formato de bastonete e anaerdbicas
facultativas. Duas espécies representam esse micro-organismo, S. bongori e S.
enterica, sendo esta Ultima dividida em seis subespécies (enterica, salamae,
arizonae, diarizonae, houtenae e indica) (ENG et al., 2015). Além da espécie S.
enterica ser dividida em subespécies, também pode ser dividida em sorotipos,
sendo conhecidos mais de 2.500 sorotipos diferentes, todos potencialmente
patogénicos para as diferentes espécies (GUIBOURDENCHE et al., 2010). As
salmonelas sdo agentes causadores de doencas em humanos e animais (SMITH
et al., 2002).

A Salmonella entérica sorotipo Typhimurium (Salmonella Typhimurium) e
sorotipo Dublin (Salmonella Dublin) sdo os mais comuns isoladas de fezes de
animais adultos e jovens (COURA et al., 2015). A via oral-fecal é o principal meio
de transmissdo (BLANCHARD, 2012). Os sinais clinicos de salmonelose mais
comuns sdo, febre, diarreia, sinais respiratérios, artrite, morte subita e, as vezes,
necrose das pontas das orelhas e cauda, a depender se a doenca € entérica ou
septicémica (HOLSCHBACH; PEEK, 2018). Bezerros entre 14 dias e trés meses
sdo mais suscetiveis a Salmonella Dublin (NIELSEN 2003).

No gado adulto, pode ocorrer diarreia, febre e aborto (ANDERSON;
BLANCHARD, 1989). A bactéria pode atravessar a barreira placentaria, sendo mais
provavel o aborto do que nascimento de bezerros infectados. A gravidade da
apresentacdo clinica ira variar com a carga infecciosa (NIELSEN, 2013). Na

necropsia sao observados, edema e hemorragia de linfonodos mesentéricos,
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esplenomegalia, hepatomegalia, presenca de petéquias hemorragicas no peritbnio
e inflamacéo da porcéo distal do ileo e do colon (CUNHA, 2010).

Surtos de salmonelose ocorrem com alta morbidade e mortalidade em
animais jovens dependendo do manejo e idade destes animais. Surtos em trés
propriedades avaliadas por Guizelini et al., (2020) em Mato Grosso do Sul
encontraram taxas de morbidade, mortalidade e letalidade de 10,55%, 2,79% e
26,4%, respectivamente. Além de terem observado nesse estudo animais
portadores de Salmonella Dublin. Os portadores sdo uma das principais fontes de
infeccdo, e seu reconhecimento e identificacdo, embora dificeis de executar, sdo

essenciais para controlar a salmonelose em um rebanho.

2.2.2 Protozoérios

2.2.2.1 Cryptosporidium spp.

Cryptosporidium spp. pertence a ordem Eucoccidiorida familia
Cryptosporidiidae e ao género Cryptosporidium. A criptosporidiose é uma das
importantes doencas zoonéticas que causa diarreia potencialmente fatal em
hospedeiros jovens, imunodeficientes e desnutridos. Foi relatado em animais e
humanos em todo o mundo, em mais de 106 paises e principalmente em paises
em desenvolvimento (ODENIRAN; ADEMOLA, 2019 ; HAGHI et al., 2020).

As principais espécies que afetam bovinos sdo: C. andersoni, C. bovis,
C. ryanae e C. parvum, sendo este Ultimo o mais comum (FAYER, 2007; SLAPETA,
2013).

C. parvum causa diarreia em bezerros neonatos, ocorrendo geralmente
entre 0s 5 e 0s 15 dias de vida e podendo acontecer apés um més de idade, sendo
sua transmissao oral-fecal (TIRANTI et al. 2011). Os oocistos mantém-se viaveis
durante varios meses, principalmente em ambientes frios e tmidos (FAYER, 1989).

A maioria dos relatos de doencgas estdo associados ao C. parvum e Sao
caracterizados por um inicio agudo de diarreia aquosa profusa, frequentemente
associada a perda de apetite, depressao e fraqueza (LI et al. 2019). A mortalidade
por desidratacdo foi relatada em bezerros neonatos, mas € rara em rebanhos

endémicos com altas taxas de morbidade. Os oocistos sdo encontrados
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principalmente no epitélio da parte inferior do intestino delgado, causando enterite ,

diminuicdo do comprimento, atrofia e fusédo das vilosidades (TZIPORI et al., 1983).

2.2.2.2 Eimeria spp.

A eimeriose bovina € uma doenca causada por protozoarios do
género Eimeria spp. que afeta principalmente bezerros com menos de um ano de
idade, causando disturbios gastrointestinais e, em alguns casos, a morte
(SANCHEZ et al., 2013; BANGOURA; BARDSLEY, 2020). Pode envolver grandes
perdas financeiras devido a diminuicdo do apetite, perda de peso, reducdo nas
taxas de conversdo alimentar, diarreia, anemia e aumento de suscetibilidade a
outras doencas (DAUGSCHIES; NAJDROWSKI, 2005).

Existem 14 espécies neste género, descritas com a capacidade de infectar
bovinos em todo o mundo: Eimeria alabamensis, E. auburnensis, E. bovis, E.
brasiliensis, E. bukidnonensis, E. canadensis, E. cylindrica, E. ellipsoidalis, E.
illinoisensis, E. pellita, E. subspherica, E. wyomingensis, E. zuernii (LEVINE;
IVENS, 1967) e E. ildefonsoi (FLORIAO et al., 2016). Geralmente, as espécies mais
difundidas séo E. bovis, E. zuernii, E. elipsoidalis e E. auburnensis (DONG et
al., 2012). Os animais podem apresentar coinfeccées por duas ou mais espécies,

mas nem sempre apresentam sinais clinicos (CARDIM et al., 2018).

2.2.3. Virus

2.2.3.1 Rotavirus bovino

Rotavirus bovino (BRV) pertence ao género Rotavirus, familia Reoviridae,
sdo virus RNA segmentados, ndo envelopados que tém trés especificidades
antigénicas importantes: grupo, subgrupo e sorotipo (SWIATEK et al., 2010). Os
rotavirus do grupo A sdo os principais patégenos em bezerros, ja o grupo B tem
menor importancia. Os rotavirus do grupo A consistem em 11 segmentos de RNA
de fita dupla, codificando 6 proteinas virais estruturais (VP1 a VP4, VP6 e VP7) e 6
proteinas nao estruturais (NSP 1 a NSP 6) (CRAWFORD et al., 2017). Os rotavirus
do grupo A séo geralmente incriminados em casos humanos e animais de
gastroenterite e classificados nos tipos P (para sensiveis a protease) e G (para

glicoproteina), respectivamente.
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A infeccdo por BRV ocorre principalmente em bezerros entre 15 e 45 dias de
idade. Os sintomas clinicos incluem depressao, perda de apetite, diarreia e
desidratagdo. Normalmente as fezes sdo abundantes em amarelo pélido, sem
sangue e muitas vezes contendo grandes quantidades de muco persistindo por 4 a
8 dias. Os virus infectam os enterécitos absorventes maduros do intestino delgado,
embora o mecanismo exato de entrada ainda seja desconhecido (SANCHEZ et
al.,2004).

N&o existem sinais patognomoénicos de rotavirose em bezerros que
permitam diferenciar de outros patdgenos. O diagndstico requer identificacdo de
particulas de rotavirus em bezerros com infeccdo aguda. As fezes devem ser

coletadas nas primeiras 24 horas da doenga e comeco da diarreia.

2.2.3.2 Coronavirus bovino

O coronavirus bovino (BCoV) pertence a familia Coronaviridae, género
Coronavirus grupo 2. O virus tem um envelope de 120 a 160 nm de didmetro e um
nucleocapsideo helicoidal (BROWNLIE, 2017).

O genoma é uma molécula de RNA de sentido positivo de cadeia simples
de 27 a 32 kb. BCoV é o segundo principal agente viral responséavel por infeccées
entéricas em bovinos jovens em todo o mundo, podendo ainda comprometer
animais adultos (LORENZETTI et al., 2013).

BCoV infecta os érgédos respiratdrios e digestivos do gado e causa diarreia
neonatal em bezerros, diarreia com sangue em bovinos adultos (disenteria de
inverno) e sintomas respiratérios, incluindo febre do transporte em bovinos
confinados (LATHROP et al., 2000). A implicagdo do BCoV na diarreia neonatal €
conhecida por ser mais frequente em bezerros até 30 dias de idade (TAKIUCHI et
al., 2006; STIPP et al., 2009).

Além de ser comumente encontrado em bezerros saudaveis e diarreicos, o
que dificulta a avaliacdo de seu papel como patdgeno primario. Os sinais clinicos
comecam aproximadamente 2 dias ap0s a exposi¢ao e continuam por 3 a 6 dias.
Normalmente, a infeccdo causa diarreia aquosa abundante e as fezes podem
conter coagulos de sangue. Os bezerros ficam moderadamente deprimidos,

apresentam desidratacdo, acidose metabdlica e hipoglicemia.
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2.2.3.3 Enterovirus

Enterovirus bovino (BEnV) pertence ao género Enterovirus da familia
Picornaviridae, um grupo de virus de RNA nao envelopado que inclui numerosos
patbgenos humanos e animais. O género enterovirus consiste em 12 espécies; 9
enterovirus (A a J) e 3 rinovirus. Os BEnVs sdo agora classificados em dois
subgrupos, E(1a4)eF (1 a6) (NG Q, etal., 2015).

Os sinais clinicos de infecgéo por enterovirus em bovinos variam de doencgas
respiratérias a intestinais, doencas reprodutivas e infertilidade (ZHU et al., 2014). A
patogenicidade e  viruléncia do BEV  permanecem = amplamente
desconhecidas. Alguns estudos sugerem que € apenas de patogenicidade limitada,
pois nenhum sinal clinicamente significativo de infeccéo por BEV foi replicado com
sucesso em bezerros (ZHU, et al., 2014; LI, et al., 2012). Porém Chengyuan et al.,
(2021) demonstraram gue a taxa de positividade do BEV em amostras diarreicas
foi muito maior do que em amostras assintomaticas, sugerindo que o BEV € mais
provavel de causar doenca intestinal bovina e, portanto, ndo pode ser ignorado no

controle da diarreia bovina.

2.2.3.4 Norovirus

Norovirus sao virus de RNA nao envelopados que sdo membros da familia
Caliciviridae. Com base nas relacbes filogenéticas inferidas das sequéncias de
VP1, os norovirus foram divididos em 6 genogrupos (Gl a GVI), porém os norovirus
bovinos (BNoV) pertencem apenas o Glll (GREENING; WOL; 2010).

A prevaléncia de BNoV em bovinos néo foi bem estabelecida. Os resultados
de estudos limitados relataram intervalos de 1,6% e 72% em bezerros leiteiros
canadenses e bezerros de vitela dos EUA, respectivamente (MATTISON, 2007), e
até 10% em bezerros saudaveis na Europa (DI MARTINO, 2011).

A diarreia é a apresentacao clinica mais importante em bovinos infectados
com BoNoVs; com base em estudos experimentais, a anorexia transitéria e uma
sindrome de ma absorcdo também foram associadas a infecgdo por BoNoV
(WOODE; BRIDGER, 1978; JUNG et al, 2014). A diarreia pode durar de 3 a 4 dias,
sendo mais grave em animais com 3 semanas de idade do que em bezerros
neonatos (GUNTHER; OTTO, 1987).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7110452/#bib0490
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7110452/#bib0180
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2.2.3.5 Nebovirus

Nebovirus € um membro néo envelopado da familia Caliciviridae. Com base
na analise da sequéncia do genoma, quatro cepas foram descritas dentro do
género Nebovirus, incluindo Bo/Newbury1/76/UK, Bo/Nebraska/80/US,
Bo/DijonA216/06/FR e a cepa recentemente relatada do virus Kirklareli (ALKAN et
al., 2015).

A infeccdo experimental de bezerros gnotobibticos com nebovirus bovino
(BNebV) causa lesdes no jejuno semelhantes as descritas para BNoV, e essas
lesBes tém sido associadas a ma absorcdo (HALL, 1984).

Na Franca, no Reino Unido e na Coreia, a prevaléncia do BNebV em
bezerros com diarreia varia de 7% a 9% (DI MARTINO et al., 2011; JOR et al., 2010;
KAPLON et al., 2011). Ja no Brasil em um estudo realizado por Candido et al.,
(2016) nas areas rurais dos estados de Sao Paulo, Minas Gerais, Goias e Rio
Grande do Sul, encontraram pela primeira vez o virus, estando presente em 4,8%
das amostras oriundas de animais com até 20 dias de idade, apresentando diarreia.

O mecanismo da diarreia devido ao BNebV permanece pouco
compreendido, mas pode-se esperar diarreia de ma absorcdo e hipersecretoria
(HALL, 1984). Os sinais clinicos descritos em bezerros gnotobioticos infectados
com BNebV incluiram depresséo, anorexia e diarreia. No entanto, mesmo com
esses sinais clinicos em bezerros gnotobiéticos, o papel do BNebV na diarreia no
campo permanece incerto (GOMEZ; WEESE 2017).

2.2.3.6 Pestivirus

O virus da diarreia viral bovina (BVDV) pertence a familia Flaviviridae,
género Pestivirus, contém trés espécies virais de importancia para a industria
pecuaria bovina: BVDV-1, BVDV-2 e HoBiPeV, nomeados oficialmente como
Pestivirus A, B e H, respectivamente (SMITH et al, 2017). O BVDV estéa presente
em todos os paises onde existe algum nivel de atividade pecuaria e causa prejuizos
econdmicos diretos e indiretos para a criagéo de bovinos (RILEY et al, 2019).

No Brasil ha registros de analises moleculares quanto ao perfil genotipico e
antigénico em bovinos do Rio Grande do Sul, sendo encontrados BVDV-1 e BVDV-
2 (BIANCHI et al., 2011). No Maranhao, niveis elevados de frequéncia do BVDV
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foram detectados no rebanho bovino de aptidao leiteira, onde ao se avaliar animais
em 23 municipios, 94,57% das propriedades apresentaram animais
sorologicamente positivos ao virus (CHAVES et al., 2012).

A patologia é de carater enzodtico, e apresenta diversos sinais clinicos como
lesGes orais, descarga nasal, pneumonias, gastroenterite, lesdes no sistema trato
gastrointestinal, imunossupresséo e teratogenicidade (RIDPATH et al., 1998). A
presenca de diarreia profusa e eros6es da mucosa intestinal, com indice de
mortalidade elevado contribuem para o grande impacto econémico, onde ha gastos

com medicamentos e mal desenvolvimento dos bezerros (BRUM et al., 2004).

2.2.3.7 Kobuvirus

O género Kobuvirus foi reclassificado e dividido em trés espécies, Aichivirus
A que tem como espécie hospedeira os seres humanos; o Aichivirus B responsavel
por infeccdo em bovinos; e a terceira espécie do género o Aichivirus C, infectando
suinos (ICTV, 2013).

Em 2014, um estudo realizado no Brasil examinou 222 bovinos de corte e
leite com diarreia de diferentes idades (182 <2 meses de idade, e 40 21 ano de
idade; 105 bovinos de corte e 117 bovinos leiteiros), utilizando a técnica de RT-
PCR. Quarenta bovinos foram positivos para BKV e entre bezerros jovens foram 38
positivos (38/182, 20,9%), sendo 13 bezerros de corte (13/68) e 25 bezerros
leiteiros (25/114) (RIBEIRO et al.,, 2014). Em outro estudo realizado no Brasil
relatou-se 31 de 216 bovinos positivos para BKV (24 positivos entre 89 bovinos com
diarreia, e 7 entre 127 bovinos clinicamente saudaveis). Todos os 31 bovinos
positivos eram bezerros (31/149) com menos de 6 meses de idade (CANDIDO et.
al., 2016).

O papel do Kobuvirus (BKV) na patogénese da diarreia em bezerros néo €
totalmente compreendido, ainda néo esta claro se o virus desempenha um papel

principal ou secundario nas diarreias associadas a outros virus (RIGHI et al., 2023).

2.3 Diagnéstico
Devido a natureza multifatorial da diarreia, a cor, a consisténcia e a

composicao das fezes tém uma grande variacao.


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/tbed.13909#tbed13909-bib-0015
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/tbed.13909#tbed13909-bib-0002
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Sinais como depressao, desidratacdo e choque sdo mais comuns em
bezerros jovens, com menos de cinco dias de idade e também naqueles com mais
de duas semanas (RADOSTITS et al.,, 2007). Portanto existe uma grande
dificuldade na realizacdo do diagnéstico etiologico da diarreia, pois através dos
sinais clinicos nao é possivel determinar o agente causador.

Diferentes métodos laboratoriais séo utilizados para identificacdo de agentes
possivelmente associados a diarreias. Esses métodos variam em fun¢éo do tipo do
agente, e possuem, cada um, suas vantagens e desvantagens.

Isolamento em cultivo celular pode ser utilizado para diagnostico viral, no
entanto requer instalacbes adequadas e mao de obra especializada, tornando o
método oneroso e pouco difundido para uso rotineiro (FRESHNEY, 2005).

Também, técnicas de microscopia eletrbnica podem ser utilizadas para
diagnéstico viral, entretanto, tem a desvantagem de apresentar baixa sensibilidade
guando comparada com outros métodos, como o ELISA e a RT-PCR (DOANE,
1994; BUESA et al., 1996). Além disso, poucos laboratérios sdo equipados para a
realizacdo dessa técnica, o que a torna pouco utilizada na rotina.

O diagnéstico de infeccdo por Eimeria spp. é realizado rotineiramente
utilizando-se métodos parasitologicos simples e de baixo custo, como por exemplo
as técnicas de flutuacdo (DAUGSCHIES; NAJDROWSKI, 2005). Entretanto, a
identificac8o das espécies € realizada observando-se caracteristicas morfométricas
especificas dos oocistos esporulados, como largura e comprimento, presenca ou
auséncia de micrépila (BERTO et al., 2014).

Para Cryptosporidium sp. a técnica mais utilizada é a técnica de Ziehl-
Neelsen modificado (HENRIKSEN; POHLENZ, 1981), porém, tais técnicas
geralmente apresentam menores indices de sensibilidade e especificidade que as
técnicas imunoldgicas (TEIXEIRA et al., 2011) e moleculares (HOMEM et al., 2012;
THOMPSON; ASH, 2016).

Para diagndstico bacteriano, o cultivo microbioldgico de amostras fecais em
meios de cultura especificos ainda € o método mais utilizado. No entanto, o
isolamento de bactérias em amostras fecais hdo comprova, por si so, a etiologia de
diarreias. Pois, isolamentos em amostras oriundas de animais sadios também séo

frequentes.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7110452/#bib0090
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As técnicas moleculares, baseadas na pesquisa e amplificacdo de
fragmentos génicos, tém sido bastante utilizadas para diagndstico de diversos
agentes infecciosos associados a diarreia (virus, protozodrios, bactérias).

Atualmente, os métodos baseados em transcriptase reversa (RT)-PCR e, a
analise metagendmica sao utilizados nas identificacbes de amostras clinicas
(WORKMAN et al., 2017; HAO et al., 2020).

Para diagnéstico de Escherichia coli a técnica de PCR tem sido empregada
na investigacdo de patétipos, sendo uma técnica rapida, especifica e sensivel
(NATARO; KAPER 1998; GYLES; FAIRBROTHER 2010).

2.4 Resisténcia antimicrobiana

O uso de antibidticos é um fator importante na manutencdo da saude
humana e animal em todo o mundo (OMS, 2014). Recentemente, o0
desenvolvimento de resisténcia a antimicrobianos na maioria das espécies
bacterianas tornou-se uma séria ameaga a saude publica global (ACAR,;
MOULIN, 2013; MERLE et al., 2012). Estima-se que as mortes atribuiveis a
resisténcia antimicrobiana podem aumentar de 700.000 para 10 milhdées de vidas
anualmente até 2050 (UDAONDO; HUERTAS, 2020).

Os principais patégenos associados aos 6bitos em humanos por resisténcia
bacteriana (RAM) sao Escherichia coli, seguido por Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae e Streptococcus pneumoniae, responsaveis por 3,57
milhdes de mortes associadas & RAM no mundo em 2022 (MINISTERIO DA
SAUDE, 2024).

Os antimicrobianos de primeira escolha para o tratamento de diarreia em
bezerros doentes incluem ampicilina (10mg/Kg, IM, 12/12h), sulfonamida
(25mg/Kg, IV ou IM, 1X/dia), e amoxicilina oral (10mg/Kg, 12/12h), podendo esta
ser administrada sozinha ou combinada com clavulanato de potassio (12,5mg/Kg,
12/12h) (CONSTABLE, 2004). Antimicrobianos de segunda escolha sdo as
cefalosporinas de terceira e quarta geracédo, como o ceftiofur e cefquinoma; e o de
terceira escolha é a fluorquinolona (CONSTABLE, 2009).

O uso inadequado de antimicrobianos em animais e humanos, ambientes

contaminados e politicas ineficazes de controle de infecgdes estéo entre as causas
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da disseminacédo local e global da resisténcia bacteriana (MARTI et al., 2014 ).
Reservatorios de resisténcia surgiram devido ao uso irracional de antimicrobianos
em humanos, animais, comunidades e ambientes associados, resultando na
persisténcia de residuos de medicamentos ou genes de resisténcia no ambiente.
Varios reservatorios ambientais fazem parte da disseminacéo, incluindo solo, agua,
residuos hospitalares, industriais, agricolas e varios nichos ecoldgicos poluidos
(MARTI et al., 2014 ; HUIJBERS et al., 2015).

Existem dois mecanismos de resisténcia bacteriana, mecanismo intrinseco
e mecanismo adquirido de resisténcia. O mecanismo de resisténcia no qual as
bactérias resistem a acdo dos antimicrobianos por meio de caracteristicas
funcionais ou componente estrutural embutido é denominado resisténcia intrinseca.
Jé a resisténcia adquirida € quando uma cepa suscetivel se tornou resistente, como
consequéncia de uma alteracdo genética evolutiva (ASLAM et al., 2021).

Uma vez que bactérias resistentes podem ser transferidas de animais para
humanos, avaliar essa resisténcia é ainda mais importante, pois a alta prevaléncia
de multirresisténcia em amostras de origem animal pode representar um risco para
o homem (GESSNER et al., 2017).

Informacdes limitadas estdo disponiveis sobre RAM em rebanhos de
bezerros. A prevaléncia de bactérias resistentes a antimicrobianos (BRA) é
geralmente menor em fazendas de corte do que em fazendas leiteiras,
provavelmente devido ao maior uso de antimicrobianos em gado leiteiro do que em
gado de corte (HILLE et al., 2017).

A resisténcia a multiplos farmacos é um problema emergente em todo o
mundo, sendo considerado uma ameaca a saude publica. Vérias investigacfes
recentes indicam o surgimento de patégenos bacterianos multirresistentes (MDR)
de diferentes origens, ressaltando a importancia do uso adequado de
antimicrobianos (ALGAMMAL et al., 2022), o uso rotineiro de antimicrobianos testes
de suscetibilidade para detectar o antibiotico de escolha e triagem de cepas MDR
emergentes (ELBEHIRY et al., 2022).

Isolados séo classificados como MDR quando resistentes a um ou mais
antimicrobianos dentre trés ou mais categorias testadas. Extensamente resistente

a medicamentos (XDR), quando isolados ndo sao suscetiveis a pelo menos um
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agente em todas as categorias antimicrobianas, exceto duas ou menos. Pan-
resistente a medicamentos (PDR) quando uma cepa € resistente a todos os
agentes antimicrobianos de todos os grupos testados (MAGIORAKOS et al., 2012).

O tratamento de diarreia com antimicrobianos de escolha aleat6ria, nem
sempre apresenta bons resultados, enquanto que o uso de um antimicrobiano
especifico pode reduzir a ocorréncia de resisténcia dos microrganismos
(CONSTABLE, 2009). Para tal, sdo realizados testes de sensibilidade a
antimicrobianos com discos impregnados com antibiéticos, para verificar a
sensibilidade do isolado (BAUER et al., 1966).

E necessério também utilizar um protocolo de dose que atinja e mantenha
concentracdo terapéutica eficaz no local da infeccdo, tratar por um periodo
adequado, evitar residuos e efeitos locais ou sistémicos adversos e, minimizar o
potencial para transferéncia de genes de resisténcia a antimicrobianos
(CONSTABLE, 2009).

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Avaliar a ocorréncia de agentes bacterianos, virais e parasitarios como causadores

de diarreias em bezerros do cerrado e pantanal sul-mato-grossense.

3.2. Objetivos especificos

e Caracterizar aspectos epidemiolégicos.

e Identificar por meio da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) os
isolados de E. coli, para determinar fatores de viruléncia que possam estar
envolvidos no surgimento da diarreia.

e Isolar Salmonella spp. por analise bacteriol6gica e molecular.

e Identificar os agentes virais causadores de diarreia, sendo eles Rotavirus,
Coronavirus, Enterovirus, Nebovirus, orovirus, Kobuvirus e Pestivirus.

e Realizar diagnéstico de Cryptosporidium spp. por PCR em fezes.

e Detectar espécies de Eimeria spp. por meio de esporulagao.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Amostras

As amostras foram colhidas e analisadas com aprovacdo da Comissao de
Etica no Uso de Animais - CEUA da UFMS, sob os registros n° 1.002/2018 e
1.134/2020.

Entre 2019 e 2023, foram coletadas 456 amostras fecais de bezerros de um
a 90 dias de idade divididos em trés categorias: um a 30 dias, 31 a 60 dias e 61 a
90 dias. As fezes foram analisadas com base em Walker et al. (1998) quanto ao
aspecto visual macroscopico e a presenca de estrias sanguineas, sendo
classificado como diarreicas ou nao diarreicas.

Todas as amostras foram enviadas ou coletadas no periodo de julho a
dezembro, pois sdo nesses meses em que se concentra 0s nascimentos dos
bezerros, devido a estacdo de monta utilizada nas propriedades. Portanto as
amostras foram provenientes da ocorréncia de casos de diarreia nas propriedades.
As amostras foram provenientes de 28 propriedades localizadas em 18
municipios do estado de Mato Grosso do Sul, sendo 383 amostras do bioma
Cerrado e 73 amostras do bioma Pantanal (figura 5). De cada propriedade, foram
colhidas amostras de animais com diarreia, e de animais sem diarreia. As
amostras foram colhidas diretamente de ampola retal com o auxilio de sacos
plasticos, e enviadas em até 48 horas ap0s a coleta, em caixas isotérmicas sob

refrigeracéo (4°C).
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Figura 5. Mapa do estado de Mato Grosso do Sul demostrando os Biomas Cerrado, Pantanal e Mata

Atlantica, com localizag&o das propriedades indicadas por pontos (s).

Nem todas as amostras passaram pelo mesmo processamento, sendo
especificado abaixo a quantidade e processos realizados:

Dentre as amostras colhidas, todas (456) foram submetidas a andlise
microbiolégica no Laboratério de Bacteriologia da FAMEZ/UFMS.

Para deteccéo viral, parte das amostras colhidas (269) e recepcionadas no
Laboratério de Bacteriologia foram acondicionadas em microtubos de 2 ml
contendo de RNAlater™ (Invitrogen) e armazenadas a -80°C.

A RT- PCR foi realizada no Laboratério de Biologia Molecular da UFMS e
Laboratério de Virologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS),
apos extracdo de RNA com TRIzol™ (Invitrogen), conforme instrucbes do
fabricante.

Do total de amostras, 310 foram separadas em outro microtubo, e
submetidas a extracdo de DNA no laboratério de Biologia Molecular da
FAMEZ/UFMS, para pesquisa de Cryptosporidium spp. Parte dessas amostras
também foi enviada ao Laboratério de Doencas Parasitarias da FAMEZ/UFMS, em
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até 48 horas pos coleta, para demais analises (contagem de ovos e oocistos por
grama de fezes, além de esporulacédo de Eimeria spp.).

Juntamente com as amostras biolégicas, foram coletados dados clinicos
(sinais clinicos em geral de cada animal) e epidemiolégicos (sexo, raca, idade,

procedéncia, entre outros) por meio de formularios (Anexo 3).

4.2 Analise bacteriolégica

As 456 amostras foram semeadas em placas contendo agar MacConkey
(HiMedia®, Mumbai, india), sendo incubadas a 37 + 1° C por 18 a 24 h. Apds o
periodo de crescimento inicial as amostras provenientes do cultivo em MacConkey
foram separadas de acordo com caracteristicas das coldnias e caracteristicas
morfotintoriais (coloragcao de Gram).

O processamento das amostras se deu segundo Quinn et al., (2005) para
Salmonella sp. e segundo Miller and Wright (1982) para Escherichia coli. Uma
bateria de provas bioquimicas especificas para enterobactérias foi realizada
quando a suspeita era E. coli ou Salmonella spp. utilizando agar TSI (Triplo Acucar
Ferro), SIM (Sulfureto, Indol, Motilidade), Citrato de Simmons, Fenilalanina, Lisina
Ferro, Ureia e MRVP. Amostras que apresentaram caracteristicas bioguimicas
compativeis com o género Escherichia coli ou Salmonella spp., foram submetidas
a PCR.

4.3 Anadlise de resisténcia antimicrobiana

Amostras com caracteristicas bioquimicas compativeis com Escherichia coli
foram submetidas ao teste de sensibilidade a antibidticos (TSA). A cepa American
Type Culture (ATCC) 25922 foi utilizada como controle, conforme recomendado
pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) para testes de
suscetibilidade antimicrobiana.

As andlises foram realizadas utilizando o método padrao de difusédo em disco
e interpretadas de acordo com as diretrizes do CLSI (2021) e CLSI VETO01S (2023).
Para a determinacéo do antibiograma, as colénias foram semeadas com algca em
tubo de solucdo salina até atingir turbidez compativel com grau 0,5 na escala

MacFarland (1 x 10® unidades formadoras de colénias (UFC)/mL) e depois



731
732
733
734
735
736
737
738
739
740
741
742
743
744
745
746
747
748
749
750
751
752
753
754
755
756
757
758
759
760
761
762

35

semeadas em placa com agar Mueller-Hinton usando swab (em cinco direcdes),
empregando os seguintes antibidticos: florfenicol (30 ug), tetraciclina (30 ug),
gentamicina (10 pg), oxacilina (1 pg), trimetoprim/sulfametoxazol (25 pg), penicilina
(10 UI), norfloxacina (10 ug), cefalexina (30 ug), enrofloxacina (5 pug), cefalotina (30
Kg), amoxicilina (10 pg) e amoxicilina (20 pg) + acido clavulanico (10 ug) . A placa
de antibiograma foi levada a estufa a 37°C e apds 18 a 24 horas realizada a leitura.
Os diametros da zona de inibicdo foram interpretados com base nas diretrizes do
CLSI.

Os antimicrobianos foram selecionados pela frequéncia de uso nas
propriedades. Os isolados foram classificados como MDR quando resistentes a um
ou mais antimicrobianos dentre trés ou mais categorias testadas. Extensamente
resistente a medicamentos (XDR) foi registrado quando um isolado n&o era
suscetivel a pelo menos um agente em todas as categorias antimicrobianas, exceto
duas ou menos. Pan-resistente a medicamentos (PDR) foi registrado quando uma
cepa era resistente a todos o0s agentes antimicrobianos de todos os grupos testados
(MAGIORAKOS et al., 2012).

4.4 Anéalise molecular

4.4.1 Analise molecular para deteccédo de Escherichia coli

Para analise molecular, DNA de 451 isolados bacterianos foram obtidos ap6s
semeadura em caldo de infuséo e cérebro e coracao (BHI), incubacao por 24 horas
e sedimentacdo por centrifugacdo a 10.000xg por 5 minutos, posteriormente a
extracdo se deu conforme Araujo et al. (2009) com fenol e cloroférmio.

As reacfes de PCR foram realizadas em volume final de 25uL, de acordo

com Costa et al., (2010), os oligonucleotideos estéo disponiveis na tabela 1.
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Tabela 1 - Oligonucleotideos iniciadores utilizados na PCR e seus respectivos alvos e produtos de

amplificacéo para identificacdo de Escherichia coli patogénicas

Gene Iniciad | Sequéncia (5' - 3') pb Anelamento
or
Toxina termoestavel ST-1 CTGTATTGTCTTTTTCACCT 182 56°C
(est) ST-2 GCACCCGGTACAAGCAGGAT
Toxina temolabil (elt) LT-1 AGATATAATGATGGATATGTATC | 300 52°C
LT-2 TAACCCTCGAAATAAATCTC
Intimina (eae) ‘ EAE-1 ‘ AAACAGGTGAAACTGTTGCC 454 50°C
‘ EAE-2 ‘ CTCTGCAGATTAACCTCTGC
Toxina Shiga 1 (stx1) STX-12 = ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC 180 56°C
STX-1B  AGAACGCCCACTGAGATCATC
Toxina Shiga 2 (stx2) ‘ STX-22 ‘ GGCACTGTCTGAAACTGCTCC 255 56°C
‘ STX-2B ‘ TCGCCAGTTATCTGACATTCTG
Necrosantes Cnfl GAACTTATTAAGGATAGT 543 56°C
citotoxicos (Cnf) CATTATTTATAACGCTG
Cnf 2 AAT CTA ATT AAA GAG AAC 543 56°C
CATTATTTATAAGCGTG

Os isolados de E. coli foram classificados em patdtipos conforme descrito na Tabela

Tabela 2 — Classificagdo dos patétipos de Escherichia coli de acordo com o gene de

viruléncia (Costa et al.,

2010).

Categorias patogénicas

Genes de viruléncia caracteristicos

EPEC eae (intimina) com auséncia de stx
ETEC elt (Itll) e/ou est sta (enteroxinas)
EHEC stx1 ou stx2 e eae (intimina)

STEC stx1 e/ou stx2

4.4.2 Analise molecular para deteccéo de Cryptosporidium spp.

Foi realizada extragédo de DNA de 310 amostras fecais, utilizando protocolo

adaptado de Araujo et al. (2009), o qual ja foi previamente utilizado para extracao

de DNA de amostras fecais por Souza et al. (2018).
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777 As reacbes de PCR foram realizadas em volume final de 25uL.
778  Primeiramente foi verificada viabilidade do DNA extraido por meio de amplificacdo
779 de uma sequéncia do gene constitutivo, segundo Matsunaga et al. (1999) com
780 primer R (5-CTAGAAAAGTGTAAGACCCGTAATATAAG-3) e primer F (5'-
781  GACCTCCCAGCTCCATCAAACATCTCATCTTGATGAAA- 3).
782 Depois as amostras foram enfim submetidas a PCR para pesquisa de
783  Cryptosporidium, segundo Hadfield et al., (2011) com primer CRU18S-R 5'-
784  GAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGG-3 e primer CRU18S-F 5'-
785 CTGCTTTAAGCACTCTAATTTTCTCAAAG-3'.
786
787 4.4.3 Analise molecular para deteccéao viral
788 Para extracdo de RNA, diretamente das amostras fecais, foi utilizado
789  TRIzol™ (Invitrogen), conforme instrucbes do fabricante. Apds extracdo as
790 amostras foram congeladas a -80°C ou diretamente submetidas a transcricao
791  reversa.
792 As 269 reacfes de RT- PCR também foram realizadas em um volume final
793 de 25 uL, seguindo protocolos definidos para cada agente conforme referéncias
794  apresentadas na Tabela 3.
795
796  Tabela 3 - Oligonucleotideos iniciadores utilizados na RT- PCR e seus respectivos alvos e produtos
797 de amplificacéo.
Virus Iniciad | Sequéncia (5' - 3') pb | Anelamen | Referéncia
or to
Coronavirus | Bcov-1 CGATGAGGCTATTCCGAC 454 55°C Takiuchi
Bcov-2  TGTGGGTGCGAGTTCTGC al., (2006)
Bcov-3  TTGCTAGTCTTGTTCTGGC 251
Rotavirus VP7-1 GCCTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTCTGG @ 1062 | 48°C Isegawa et
VP7-2  GGTCACATCATACAATTCTAATCTAAG al., (1993)
VP4-1 | TTCATTATTGGGACGATTCACA 863
VP4-2  CAACCGCAGCTGATATATCATC
Enterovirus ~ BEV-1  AGGATGATGATTGGCAGATTTTGT 336  60°C Zhu et al.,
BEV-2 CATGTGGAAGTGTCTTTTGAGGAA (2014)
Norovirus Nebo2 CGCTCCATGTTYGCBTGG 282 58°C Turan et al.,
Nebol = ATCAGCACATGRGGRAACTG (2018)
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Nebovirus [lIBovNo | TYTAYGACGGGCGCTWTTATGG 516 58°C Turan et al.,
1 (2018)
lIBovNo AGACAGTGCCGAAAAGGGTGTA
-2

Pestivirus BVDV-1 ATG CCCTAGTAGGACTAGCA 288  60°C Vilgek et al.,
BVDV-2 AGAGGCTAGCCATGCCCTTAGT (1994)

Kobuvirus UNIV-  TGGAYTACAAGTGTTTTGATGC 216  49°C Reuter et al.,
kobu-F (2009)
UNIV-  ATGTTGTTRATGATGGTGTTGA
kobu-R

798
799 4.4.4 Anélise dos produtos amplificados
800 Os produtos amplificados foram analisados apOs eletroforese em gel de

801 agarose a 1% ou 2%, a depender do tamanho dos fragmentos amplificados, em
802 TAE 1X. As eletroforeses foram realizadas por aproximadamente 60 minutos a 60
803 V em cuba horizontal, e a imagem registrada através de sistema de

804 fotodocumentacéo.

805
806 4.5 Analise parasitolégica
807 As 310 amostras de fezes foram submetidas a contagem de ovos por grama

808 de fezes (OPG), utilizando a técnica de McMaster modificada (GORDON;
809 WHITLOCK, 1939), com sensibilidade de 1:25.

810 Amostras positivas para Eimeria sp. na técnica de OPG foram separadas em
811  pools por propriedade em diarreicas e nao diarreicas e submetidas a esporulagéo
812 (CRUVINEL et al. 2018) (Figura 6).
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Figura 6- llustracéo dos passos para esporulacdo de Eimeria spp.

Aproximadamente 100 oocistos por pool (de cada categoria animal) foram
identificados em microscopio Optico. A diferenciacdo entre as espécies foi feita de
acordo com as caracteristicas fenotipicas dos oocistos, como cor, presenga ou
auséncia de micropila e comprimento e largura (DAUGSCHIES; NAJDROWSKI,
2005; TAYLOR et al. 2010).

Detecc¢édo de ovos de helmintos foi realizada também por meio da técnica de
McMaster modificada (GORDON; WHITLOCK, 1939). No entanto, o foco no

presente estudo foram as diarreias bacterianas, virais e causadas por protozoarios.
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4.6 Analise de dados

A andlise das frequéncias de patdgeno entre as amostras com e sem
diarreia, em cada um dos parametros avaliados (idade, sexo, raga, regiao, etc),
foram realizadas por meio de estatistica descritiva. As associa¢gdes foram avaliadas
com o auxilio dos testes Qui-quadrado ou Teste exato de Fisher, com nivel de
significancia de 5% tanto para E. coli, quanto para Eimeria spp. Também foi
avaliado pelo teste Qui-quadrado as associa¢gfes entre patétipos de E. coli e
resisténcia a antimicrobianos.

Estatisticas descritivas foram realizadas para determinar frequéncias de
patdgenos em amostras com e sem diarreia para cada variavel de interesse das
amostras de E. coli (idade, sexo, raga, regido, etc.).

A analise das frequéncias de espécies de Eimeria spp. foi realizada por meio
de estatistica descritiva.

Todas as analises foram realizadas no programa GraphPad Prism®, versao
5.01.

O programa para elaboragcdo dos mapas foi o QGis. versdo 3.34.0. Os
shapefiles foram obtidos no site do IBGE

(https:/lwww.ibge.gov.br/geociencias/downloads-geociencias.html).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram coletadas 456 amostras de fezes, dessas 136 estavam né&o diarreicas
(29,82%) e 320 apresentavam aspecto pastoso a liquido com ou sem a presenca
de sangue (70,17%), sendo classificadas como diarreicas. Quanto a localizacao,
383 (83,99%) pertenciam ao bioma Cerrado e 73 (16,00%) ao bioma Pantanal.

5.1 Identificacdo bacteriolégica

O E. coli ocorreu em 451 das 456 amostras coletadas: 383 (83,99%) do
bioma Cerrado e 73 (16,00%) do bioma Pantanal. No Cerrado, 246 (65,07%)
animais tinham < 30 dias de idade, 129 (34,12%) tinham 31 a 60 dias de idade e
apenas trés (0,79) tinham 61 a 90 dias de idade. No Pantanal, 20 (27,39%) animais
tinham < 30 dias de idade e 53 (72,60%) tinham 31-60 dias de idade. Nao foram
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coletadas amostras de fezes de animais de 61 a 90 dias de idade no bioma
Pantanal. Houve isolamento de E. coli em 100% das amostras do Pantanal,
enquanto no Cerrado 83% das amostras, esse resultado pode ser atribuido ao
manejo dos animais do Cerrado, pois alguns animais estariam em tratamento com
antimicrobianos, fazendo com que ndo houvesse crescimento bacteriano.

Em relacdo as 4 amostras em que ndo houve crescimento bacteriano,
acredita-se que possa ser em decorréncia de tratamentos com antibioticoterapia
nos animais antes do envio das amostras para cultivo, resultando em amostras
negativas.

O processamento das amostras foi baseado em Procop et al. (2018). As
colonias isoladas (451) foram identificadas como E. coli (figura 7), pois todas
apresentavam as seguintes caracteristicas morfotintoriais e bioquimicas: bacilos
Gram-negativos, produtores de catalase, negativos para citocromo oxidase,
fermentadores de glicose e lactose, auséncia de sulfeto de hidrogénio (H2S),
presenca de gas, motilidade positiva, producdo de indol, presenca de lisina
descarboxilase, teste de vermelho de metila positivo, auséncia de acetoina,

auséncia de urease e negativo para citrato de Simmons.

Figura 7. Colénias de Escherichia coli em agar MacConkey.

Existem E. coli patogénicas que sao agrupadas de acordo com seus
mecanismos de patogenicidade, em patétipos que estdo frequentemente

associados a doenca e lesbes em animais (BERCHIERI JUNIOR et al., 2009).
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Desta forma, para confirmacéo de diarreia por E. coli € necessaria a identificacao
de amostras de E. coli diarreiogénicas, ndo sendo possivel distingui-las somente
com o cultivo microbiolégico (NATARO; KAPER, 1998; GYLES; FAIRBROTHER,
2010).

Em relacdo a Salmonella spp., nenhuma das 456 amostras de fezes
semeadas foram positivas. A auséncia de isolados positivos para Salmonella spp.
pode ter ocorrido por dois possiveis fatores: surtos e método de cultivo.

Quando ha grandes casos de identificacdo da bactéria nas amostras de
fezes, estas geralmente ocorrem em surtos (GUIZELINI et al., 2020). Em
propriedades em que néo se foi isolado anteriormente Salmonella, séo dificeis as
identificacbes dos agentes, como € o caso de Vasconcelos et al., (2021) que
encontraram 2,71% de Salmonella spp. em 111 amostras e Bilbao et al., (2018)
detectaram em 726 bezerros a prevaléncia de 5,5% de Salmonella sp. em
estabelecimentos localizados numa importante regido produtora de leite da
Argentina.

Outro fato € que as amostras ndo foram cultivadas em meios especificos
como: caldos de enriquecimento seletivo Rappaport-Vassiliadis e Tetrationato, agar
Verde Brilhante, agar Salmonella Shigella, e agar Hektoen Enteric (BRASIL, 2011;
CASAUX et al., 2019). O enriguecimento seletivo favorece o aumento continuo de
Salmonella spp. nos caldos, impedindo a proliferacéo da microbiota acompanhante.
Também sao utilizados nessa etapa diferentes agentes inibitérios adicionados aos
meios, 0 que aumenta ainda mais sua seletividade, sendo os corantes, como o

verde brilhante e o verde malaquita, os mais usados (BRASIL, 2011).

5.2 Avaliacdo de sensibilidade antimicrobiana

Apés a realizacdo dos antibiogramas, todos os 451 isolados de E. coli
(100%) apresentaram alguma resisténcia fenotipica aos antimicrobianos (figura 8).
68 isolados (15,07%) foram resistentes a um grupo de antimicrobianos, 78 (17,29%)
foram resistentes a dois grupos e 305 (67,62%) foram resistentes a trés ou mais
grupos, caracterizando estes ultimos isolados como MDR (MAGIORAKOS et. al.,

2012). Como controle foi utilizada a cepa American Type Culture (ATCC) 25922,
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que € reconhecida como cepa controle pelo Clinical and Laboratory Standards

Institute (CLSI) para testes de suscetibilidade antimicrobiana.

Figura 8. Placa de petri contendo agar Mueller Hinton para testes de sensibilidade a antimicrobianos

com discos impregnados com antibiéticos, contendo isolados de Escherichia coli.

Um total de 281 isolados (74,33%) do bioma Cerrado eram MDR e 97
(25,66%) ndao eram MDR, enquanto 24 (32,00%) no bioma Pantanal eram MDR e
49 (67,12%) ndo eram MDR. A frequéncia de isolados MDR no Cerrado foi
significativamente maior que no Pantanal (p = 0,0001). O perfil de suscetibilidade
dos 451 isolados de E. coli provenientes de fezes de bezerros do Cerrado e

Pantanal é apresentado na Tabela 4.

Tabela 4. Perfil de suscetibilidade antimicrobiana utilizando teste de difusdo em disco para 451

isolados de E. coli dos biomas Cerrado e Pantanal, Brasil.

Antimicrobia Cerrado Pantanal
no n =378 n=73
Susceptivel Resistente Susceptivel Resistante
(%) (%) (%) (%)
AMO 120 (31.74%) 258 49 (67.12%) 23 (32.87%)
(68.25%)*

AMC 306 (80.95%) 72 (19.04%)* = 70 (95.89%) 3 (4.10%)
OXA 0 (0%) 378 (100%)* (0%) 73 (100%0)
PEN 0 (0%) 378 (100%)* (0%) 73 (100%
CFE 225 (59.52%) 153 53 (72.60%)* | 20 (27.39%)

(40.47%)*
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GEN 342 (90.47%) 36 (9.52%)* = 73(98.63%) 0 (1.36%)

TET 58 (15.34%) 320 48 (65.75%) = 25 (34.24%)
(84.65%)*

SUL 148 (39.15%) 230 48 (70.08%) 25 (21.91%)
(60.84%)*

EM 249 (65.87%) 129 72(98.63%) 1 (1.36%)
(34.12%)*

NOR 282 (74.60%) 96 (25.13%)* 72(98.63%) 1 (1.36%)

FLF 325 (85.97%) = 53 (14.02%) @ 72(98.63%) 1 (1.36%)
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AMO: amoxicillina, AMC: amoxicillina + &cido clavulanico, OXA: oxacillina, PEN:
penicillina G, CPE: cefalexina, GEN: gentamicina, TET: tetraciclina, SUL:
sulfazotrim, EN: enrofloxacina, NOR: norfloxacina, FLF: florfenicol. * Diferenca

estatisticamente significativa pelo teste Qui-quadrado (P<0,05).

Na comparagdo dos grupos MDR e ndo MDR, ndo foram encontradas
diferencgas significativas em relacé@o a raga, sexo ou idade em nenhum dos biomas.

No presente estudo, foi encontrada alta frequéncia de isolados de E. coli
multirresistentes no estado de Mato Grosso do Sul, Brasil. Embora altas
frequéncias também tenham sido relatadas em estudos anteriores, é importante
compreender a intensidade da ocorréncia de multirresisténcia bacteriana,
especialmente quando associada a criacdo comercial de animais e fontes de
alimento para uma parcela significativa da populacdo mundial. A resisténcia
antimicrobiana é uma das maiores ameacas a saude publica (O’NEILL, 2016). O
uso indiscriminado de antimicrobianos € considerado um fator importante na
inducao de resisténcia antimicrobiana e consequente comprometimento da saude
humana

A crescente proximidade entre animais domesticados e humanos permitiu a
troca de patdgenos entre diferentes espécies, bem como a transferéncia de genes
de resisténcia entre espécies, causando problemas de salde e taxas de
mortalidade mais elevadas para uma ampla gama de animais, incluindo humanos
(ZHU et al., 2018; KIPKORIR et al., 2020). Isso pode explicar o maior percentual de
isolados MDR no bioma Cerrado em comparacdo ao bioma Pantanal. As
densidades populacionais humanas e bovinas sdo maiores no Cerrado,
favorecendo a troca de patdégenos e genes de resisténcia (LAMMERS et al., 2016;

MUNNS et al.,, 2016). Levantamentos indicam que a densidade populacional
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humana no Cerrado é de 46 milhdes de habitantes em dois milhdes de km?
(aproximadamente 23 habitantes por km?) (RIBEIRO et al., 2008). Em
contrapartida, 308 mil habitantes vivem em uma area de 0,097 milhdo de km2 no
Pantanal (aproximadamente trés moradores por km?) (FAMASUL, 2021). Além
disso, estudos tém associado a qualidade da agua a densidade populacional em
diferentes regibes do mundo, sendo as impurezas encontradas com maior
frequéncia em fontes das regides mais populosas (UNICEF, 2019). Outro aspecto
a considerar é o fato de o manejo animal ocorrer de forma mais planejada no
Pantanal em comparacdo ao Cerrado, pois diversas regides sao de dificil acesso,
levando a reducéo no uso de antimicrobianos.

Tetraciclina, ampicilina e sulfonamida estdo entre os antimicrobianos mais
utilizados na producgéo animal no Brasil e estao relacionados ao surgimento de E.
coli resistente em diversos paises (CHANTZIARAS et al., 2014). Nas propriedades
rurais pesquisadas, 0s principais antimicrobianos utilizados foram sulfonamida e
tetraciclina, explicando o alto indice de resisténcia bacteriana, principalmente no
Cerrado. As maiores taxas de resisténcia foram encontradas para penicilina
(100%), oxacilina (100%) e tetraciclina (79,79%). A resisténcia a penicilina € muito
comum, devido principalmente a inativacdo enzimatica pela producado de B-
lactamases. E. coli apresentam resisténcia intrinseca a esse antibiotico, tornando
seu uso inadequado, porém a inclusdo da PEN foi feita pelos relatos frequentes de
uso nas propriedades.

Os isolados foram mais sensiveis ao florfenicol (85,97% no Cerrado e
98,63% no Pantanal) e a gentamicina (90,47% no Cerrado e 98,63% no Pantanal).
A sensibilidade dos isolados a gentamicina foi comparavel a relatada por Ababu et
al. (2020) e Fesseha et al. (2022).

5.3 Analise molecular

5.3.1 Identificagcdo molecular dos patétipos de Escherichia coli

No Cerrado, o STEC foi o patotipo mais comum (28%), seguido pelo ETEC
(11%), EHEC (8%) e EPEC (2%). Na maioria dos casos, foi mais comum a
ocorréncia concomitante de patotipos, sendo os mais frequentes ETEC + STEC
(33%), ETEC + EHEC (15%) e ETEC + EPEC (3%). No Pantanal, o pat6tipo STEC
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também foi o mais frequente (30%), seguido por EHEC (12%), ETEC (9%) e EPEC
(6%). Quanto a ocorréncia concomitante de patotipos, os mais frequentes foram
ETEC + EHEC (25%), ETEC + STEC (13%) e ETEC + EPEC (5%). A anélise
estatistica revelou diferenca significativa entre biomas apenas para a combinacao
ETEC + STEC (p = 0,0009) (Figura 9), com maior frequéncia encontrada no

cerrado.

Cerrado Pantanal
W ETEC + STEC m ETEC + STEC
W ETEC+EHEC ® ETEC+EHEC
ETEC+EPEC ETEC+EPEC
EHEC EHEC
m EPEC m EPEC
‘ m ETEC ' m ETEC
m STEC W STEC

Figura. 9. Distribuicdo relativa de patétipos de E. coli detectados por PCR em amostras fecais de

bezerros dos biomas Cerrado e Pantanal, estado de Mato Grosso do Sul, Brasil.

Em uma avaliagdo geral dos patotipos com e sem MDR, foi encontrada
diferenca significativa apenas para STEC (p = 0,0486), que teve uma frequéncia
significativamente maior de isolados MDR.

Apoés a identificacdo dos patétipos, os isolados foram classificados como
MDR, XDR ou PDR, conforme estabelecido por Magiorakos et al. (2012) (Tabela
5).

Tabela 5. Frequéncia absoluta e relativa (%) dos patétipos de Escherichia coli classificados como
MDR, XDR e PDR.

Tipos de resisténcia

Escherichia coli MDR XDR PDR
patotipos
ETEC 21 (10.09%) 13 (14.13%) 1 (20%)
EHEC 17 (8.17%) 7 (7.6%) 0 (0%)
EPEC 7 (3.36%) 0 (0%) 0 (0%)
STEC 53 (25.48%) 16 (17.39%) 1 (20%)
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ETEC+EHEC 27 (12.98%) 17 (18.47%) 1 (20%)
ETEC+EPEC 7 (3.36%) 0 (0%) 0 (0%)
ETEC+STEC 57 (27.4%) 33 (35.86%) 1 (20%)
N&o identificado 19 (9.13%) 6 (6.52%) 1 (20%)
Total 208 (100%) 92 (100%) 5 (100%)

MDR: multirresistente; XDR: extensivamente resistente a medicamentos; PDR: pan-

resistente a medicamentos

Os ruminantes sdo os principais reservatérios de STEC. Alguns animais
podem eliminar grandes quantidades, resultando em contaminacdo ambiental
(FERENS et al., 2011). Grandes surtos em humanos tém sido associados a
ingestdo de alimentos contaminados por STEC (NGUYEN et al., 2015). Este foi o
patétipo mais frequente no presente estudo (30% no Pantanal e 28% no Cerrado),
gerando preocupacfes com a saude da populacao e ressaltando a importancia da
realizacdo do correto diagndstico e identificacdo dos patotipos.

A ETEC é outro patétipo importante em termos de saude publica. Segundo
relatorios da Organizagdo Mundial da Saude, a ETEC causa mais de 157.000
mortes humanas por diarreia anualmente (COURA et al., 2015). Também causa
doencas diarreicas agudas em bovinos, aves e leitdes (AKTAS; OZUBEK, 2018).
No presente estudo, a ocorréncia concomitante de ETEC e STEC foi
significativamente mais frequente no bioma Cerrado (p= 0,0009), onde as
densidades populacionais humanas e bovinas sdo maiores. A ETEC também foi o
patotipo com o segundo maior percentual de resisténcia.

A andlise dos patétipos MDR revelou maior percentual de resisténcia em
STEC e ETEC + STEC para todos os tipos de resisténcia (MDR, XDR e PDR). Os
bovinos séo portadores assintomaticos de STEC e responsaveis pela disseminacao
deste patétipo, pois a principal via de transmissdao de STEC para humanos é
através do consumo de alimentos contaminados de origem animal (GONZALEZ et
al., 2016). Em humanos, esse patotipo pode causar diarreia e colite hemorragica e
ocasionalmente levar a sindrome hemolitico-urémica (MELTON-CELSA et al.,
2012).

Um estudo realizado por EImonir et al. (2021) no Egito mostraram que 51,4%
dos isolados de STEC tinham o fenotipo MDR, entre os quais 44,44% vieram de
bovinos com diarreia. No presente estudo, os patotipos STEC MDR (25,48%), XDR
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(17,39%) e PDR (20%) vieram de animais com e sem diarreia. As regides do
Cerrado e do Pantanal do estado de Mato Grosso do Sul sdo grandes exportadoras
de carne bovina do Brasil e a potencial transmisséo zoonética desses isolados para
humanos constitui uma ameaca emergente a saude publica.

Os antimicrobianos sdo ferramentas importantes para a manutencdo da
salude humana e animal em todo o mundo (OMS, 2014), mas nao devem ser
utilizados de forma descontrolada, especialmente para o tratamento de animais que
abrigam cepas patogénicas que sdo frequentemente zoondticas. No presente
estudo, os animais do bioma Pantanal apresentaram menor frequéncia de cepas
MDR do que os do bioma Cerrado. Embora possiveis fatores tenham sido
discutidos, é necessario obter uma compreensao mais precisa das razfes desta
diferenca e dos possiveis impactos do aumento do trafego na regido resultante de
uma maior integracdo rodoviaria, com a potencial propagacdo de estirpes

multirresistentes que afetam animais e satde humana.

5.3.2 Identificagdo molecular de Cryptosporidium sp.

Em relacdo ao coccideo Cryptosporidium sp., apenas duas das 310
amostras (0,64%) apresentaram resultados positivo. Baixas taxas de infeccdo em
bovinos foram relatadas no Ird com 4,7% (FIROOZI et al., 2019), na China com
5,09% (ZHANG et al., 2015) e na Etiépia com 13% (HAILU et al., 2020). Além disso,
um menor numero de bezerros amostrados em cada rebanho pode reduzir
significativamente a probabilidade de encontrar bezerros positivos, especialmente
em rebanhos com prevaléncia muito baixa (LOMBARDELLI et al., 2019). Como foi
examinada apenas uma amostra fecal de cada bezerro, o verdadeiro valor da

prevaléncia pode ter sido subestimado no presente estudo.

5.3.3 Identificag&o molecular viral

Ja na analise por RT-PCR, das 269 amostras, todas apresentaram
resultados negativos para Rotavirus, Coronavirus, Nebovirus, Norovirus,
Pestivirus, Kobuvirus. O presente estudo ndo identificou nenhum dos 6 virus
pesquisados. Uma das hip6teses para esses resultados, sdo 0s baixos percentuais

de positivos no Brasil. Em um estudo realizado por Cruviel et al., (2020) em 29
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municipios de varios estados do Brasil, das 361 amostras fecais examinadas por
RT-PCR, 26 (7,2%) foram positivas para Coronavirus e 23 (6,37%) positivas para
Rotavirus. O acondicionamento das amostras também pode ser um fator a ser
levado em consideragao, pois elas eram coletadas nas propriedades e apenas no
laboratorio era adicionadas ao RNA latter ou congeladas a -80°C, isso pode ter
causado a degradacdo do RNA. Porém, se esses virus fossem realmente
importantes como causadores de diarreia no estado, mesmo que em baixas
guantidades os mesmos seriam identificados.

Outro fato a ser considerado € devido a excrecdo intermitente, bezerros
positivos eliminam BCoV nas fezes uma vez ou intermitentemente. Em animais
inoculados oralmente, o BCoV foi detectado nas fezes por um a trés dias
consecutivos e intermitentemente (CHO et al. 2001), jA em um estudo realizado por
Coura et al., (2015), ao analisarem 850 amostras de fezes, 93 (10,9%) foram
positivas para BCoV, essas amostras foram coletadas por varios dias do mesmo
animal. O BCoV foi detectado em 22 bezerros diarreicos, e a eliminagdo ocorreu no
primeiro (n = 16), segundo (n =5) e terceiro (n = 1) dias do episadio diarreico. Como
tanto o rotavirus, quanto o coronavirus sdo excretados mais de uma vez e bezerros
jovens sdo mais suscetiveis, é importante considerar essas informacoes, pois as
amostras do presente estudo foram coletadas uma Unica vez de cada animal, sendo

possivel que naquele momento os animais ndo estivessem excretando o virus.

5.4 Associacao entre patotipos e diarreia em bezerros

Considerando toda a amostragem, sem distincado entre regido (Pantanal ou
Cerrado), o odds ratio, ou seja, a chance de um animal com diarreia apresentar
resultado positivo para um patotitpo em especifico foi 0 que segue abaixo:

ETEC - 1,82 mais chance de um animal com diarreia ter ETEC do um animal
sem diarreia,;

STEC - 1,06 mais chance de um animal com diarreia ter STEC do um animal
sem diarreia.

Ja para os demais patotipos o Odds foi inferior a 1, significando que nao ha

relacdo entre a positividade para esses patotipos e o efeito diarreia.
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Agora quando analisamos mais detalhadamente apenas os resultados para
o patétipo ETEC, uma vez que foi 0 Unico a apresentar alguma relacdo entre
presenca e efeito diarreia, observamos que com relagéo a raca, nelore tem 1.39
vezes mais chance de um animal com diarreia ser positivo para ETEC, enquanto
gue nos cruzados essa chance sobre para 2.2 vezes.

Ja comrelacéo a idade, os animais com idade até 30 dias possuem 1.5 vezes
mais chance de apresentar resultado positivo para ETEC e apresentar diarreia, em
relacdo aos negativos. Enquanto que os animais com mais de 30 dias tém 2.42
vezes mais chance.

Entdo, percebemos que aqui na regido o patotipo ETEC esta mais associado
a ocorréncia de diarreia em bovinos, os cruzados sdo mais sensiveis, e 0s animais
com mais de 30 dias de idade também. Mas, a presenca do pat6tipo isoladamente
nao parece ser o fator principal para a ocorréncia de diarreia, apenas com fator de

contribuicao.

5.5 Identificacdo parasitologica

Dentre as 310 amostras obtidas, 120 eram de animais n&o diarreicos
(38,70%), e 190 de animais com fezes desde pastosas a liquidas com ou sem a
presenca de sangue (61,29%), essas amostras foram provenientes de 18
propriedades de gado de corte, distribuidas entre diferentes regides de Mato
Grosso do Sul.

Das 18 propriedades amostradas, apenas em quatro observou-se OOPG
positivo para Eimeria spp., os valores variaram de 25 a 32900. As quatro
propriedades geraram seis pools, isso porque em duas delas, apenas animais com
diarreia apresentaram resultados positivos, gerando apenas um pool. As
propriedades com resultados positivos para Eimeria spp. estdo destacadas no

mapa da figura 10.
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1123
1124 Figura 10. Distribuicdo das 18 propriedades amostradas no presente estudo (circulos). Marcadas

1125 com circulo em vermelho estdo as propriedades com resultados positivos para Eimeria spp.

1126 Marcadas com circulos em azul estéo as propriedades nas quais ndo se encontrou Eimeria spp.

1127

1128 Todas as propriedades em que se observou casos positivos para Eimeria
1129  spp. realizavam o sistema de criagdo com cria e recria, ou cria, recria e engorda de
1130  bovinos. Nas propriedades em que ndo se observou amostras positivas, algumas
1131  realizam apenas o sistema de cria, ou seja, 0s bezerros nasciam e eram mantidos
1132 no mesmo local.

1133 Apés a esporulacdo e classificacdo, o0s resultados obtidos estdo
1134  apresentados na tabela 6.

1135

1136  Tabela 6 — Resultados da classificagdo de Eimeria spp. em amostras de fezes de bezerros com e

1137 sem diarreia em Mato Grosso do Sul, Brasil.

Propriedades

Espécies Propriedade | Propriedade @ Propriedade Propriedade | Propriedade @ Propriedade
1 com 1sem 2 com 3 com 4 com 4 sem

diarreia diarreia diarreia diarreia diarreia diarreia




E. 0% 3% 0% 0% 0% 0%
alabamensis
E. auburnensis 0% 0% 3% 0% 0% 0%
E. bovis 0% 26% 0% 27% 0% 8%
E. brasiliensis 1% 0% 0% 0% 0% 0%
E. canadensis 9% 20% 0% 0% 0% 0%
E. cylindrica 0% 0% 0% 1% 0% 0%
E. elipsoidalis 4% 0% 34% 0% 0% 84%
E. pellita 1% 46% 0% 0% 0% 0%
E. zuernii 84% 5% 63% 72% 100% 8%
1138
1139 A avaliagdo micrométrica de alguns oocistos identificados estd demonstrada

1140 nafigura 11.

1141
1142 Figura 11. Avaliagdo micrométrica de oocistos esporulados de E. zuerni (1), E. auburnensis (2), E.

1143 pellita (3) e E. elipsoidalis (4) em amostras fecais de bezerros em Mato Grosso do Sul, Brasil. Obj

1144  40x Fonte: Arquivo pessoal.

1145

1146 Nove espécies de Eimeria foram identificadas entre os seis pools de fezes.
1147 A espécie mais prevalente foi E. zuernii, estando presente em todas as
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propriedades e em maior frequéncia nas amostras oriundas de animais com
diarreia. Infec¢cdes mistas envolvendo duas a trés espécies foram observadas em
83,33% das amostras positivas. Nas amostras originadas de bovinos sem diarreia,
a principal espécie identificada foi E. ellipsoidalis.

Apoés andlise estatistica pelo método do Qui-quadrado, observou-se que 0s
animais com mais de 30 dias de idade apresentavam uma frequéncia geral de
oocistos significativamente maior do que os animais mais jovens (p = 0,0001). Ja
em relacdo a raca, os cruzados (Nelore X Angus) apresentaram frequéncia geral
de oocistos significativamente maior que os animais da raca Nelore (0,0004). Nao
houve associacdo significativa entre a frequéncia geral de oocistos e a ocorréncia
de diarreia.

A infeccéo de bezerros por Eimeria spp. pode ocorrer nas primeiras horas
de vida, porém, o aparecimento de oocistos nas fezes depende do periodo pré-
patente de cada espécie (DIAZ DE RAMIREZ et al. 2001). A forma subclinica, com
presenca de oocistos nas fezes e auséncia de sinais clinicos é a forma de infeccao
mais frequente em animais adultos que s&o considerados portadores
assintomaticos e contaminam o ambiente com a liberacdo de oocistos (JOLEY;
BARDSLEY 2006), porém, animais jovens geralmente apresentam sintomatologia
e sdo infectados pelos adultos assintomaticos. O grupo de animais com diarreia foi
0 que apresentou maior nimero de oocisto, com uma média de 4.334 oocistos. Ja
no grupo de animais sem diarreia a média foi de 25 oocistos. Considera-se que a
eimeriose clinica existe quando os bezerros apresentam mais de 4.000 de OOPG
e sinais de diarreia (KEETON; NAVARRE 2018), portanto o que observamos no
presente trabalho.

ApOs a esporulacdo observou-se que E. zuerniifoi a espécie mais
prevalente, estando presente em todas as amostras (pools) com ou sem diarreia,
seguida por E. elipsoidalis presente em trés dos seis pools (50%) com uma carga
parasitaria dessa espécie que variou de 4 a 84% e E. bovis presente em trés dos
seis pools (50%) com a carga parasitaria de 8 a 27%. Infec¢des mistas causadas
por duas a trés espécies foram encontradas em 100% das propriedades, porém em
uma das propriedades, no pool de amostras com diarreia s6 foi identificada E.

zuernii, € 0 numero de espécies de Eimeria spp. por amostra examinada em
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infeccbes mistas variou de trés a cinco. Os bezerros geralmente sdo coinfectados
com duas ou mais espécies, mas nem sempre apresentam sinais clinicos (CARDIM
et al. 2018), isso vai depender de quais espécies esses animais albergam, se sao
patogénicas ou nao.

Em relacéo a identificacdo de ovos tipo estrongilideos, apenas 15 (4,83%)
dos 310 animais apresentaram resultados positivos, com OPG variando de 25 a
225. Segundo Barbieri et al (2010), os estrongilideos s&o o grupo de helmintos que
mais tardiamente apareceram, isso se deve ao fato de a infec¢cao ocorrer a partir
da ingestdo de larvas de terceiro estagio, quando os bezerros passam a pastar,
além do periodo pré-patente de 21 dias. Portanto o baixo nimero de ovos pode ser

explicado pela idade dos bezerros do presente estudo.

6. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Com os resultados obtidos, podemos inferir que no estado do Mato Grosso
do Sul as diarreias virais ndo apresentam grande relevancia, visto que, nenhum
RNA viral foi detectado nas amostras coletas no periodo do estudo. No entanto,
nao podemos descartar que ocorram pontualmente em algumas propriedades,
causando surtos e grandes prejuizos.

Com relacdo a Cryptosporidium sp., baixas frequéncia foram encontradas
nas amostras analisadas. Demonstrando baixa relevancia como causador de
diarreias nesse caso.

O coccideo Eimeria spp. foi identificado em algumas propriedades, sendo a
infeccdo por E. zuernii a mais comum em animais sintomaticos e E. ellipsoidalis em
assintomaticos. Portanto, o diagndstico e identificacdo das espécies € de grande
importancia para instituir o tratamento adequado dos animais.

Em relagéo as bactérias causadoras de diarreia, Escherichia coli predomina,
sendo E. coli produtora da toxina Shiga o patétipo mais frequente identificado nos
biomas analisados. Como este pat6tipo causa doencas em humanos, o0 presente
relato é importante para a saude publica, embora o patétipo ndo seja uma causa
relevante de doengas em bovinos. Outra preocupacao foi a alta frequéncia de cepas
com fendtipos de resisténcia antimicrobiana. Os pecuaristas no Brasil podem

facilmente obter acesso a antimicrobianos e o uso indiscriminado dessas drogas
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provavelmente contribuiu para as altas taxas de isolados MDR de origem animal,

representando uma ameaca zoonoética em escala nacional e internacional.

7. IMPACTO ECONOMICO, SOCIAL, TECNOLOGICO E/OU
INOVACAO

Esse estudo pode auxiliar na conduta dos veterinarios a campo. Conhecer
sobre os principais agentes causadores de diarreia, ira auxiliar os médicos
veterindrios na conduta clinica correta, principalmente em relacdo a identificacédo
dos agentes causadores e tratamento correto e melhores medidas preventivas. Do
ponto de vista de saude publica, os resultados aqui observados podem auxiliar na
tomada de decisdes para implementacéo de politicas sanitarias que visem reduzir
o risco de infecgBes por bactérias multirresistentes, seja em animais ou humanos.

Além disso, no quesito econdmico, esses fatores poderado diminuir os gastos
com medicamentos e perdas por mortes dos animais, aumento a produtividade na

pecuaria.
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ANEXO 1 - High frequency of multidrug-resistant Escherichia coli from cattle in
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ANEXO 2 - Caracterizacdo morfolégica de espécies de Eimeria em bovinos de
corte no Estado do Mato Grosso do Sul, Brasil
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Eimeriosis, also called coccidiosis, is a disease caused by Eimeria spp., intracellular
protozoan parasites of the intestinal epithelium of ruminants. The objective of the present study was
to evaluate the species of Eimeria spp. and identify their possible associations with diarrhea in calves
raised in different regions of Mato Grosso do Sul. 310 samples were collected from animals with and
without diarrhea, from 18 beef cattle properties, distributed among different regions of the state. Only
four properties observed were OOPG positive for Eimeria spp., which generated six pools, where
new species of Eimeria were identified. Identification through oocyst sporulation is extremely
important for the adoption of clinical management, as the treatment of animals must be based on the
pathogenicity of the agent. Calves aged 30 to 60 days were more likely to be infected. E. zuernii
infection is more common in symptomatic animals and E. ellipsoidalis in asymptomatic animals.
Therefore, the diagnosis and identification of species are of great importance to institute adequate
treatment of animals.

INDEX TERMS: eimeriosis, cattle, diagnosis, diarrhea, coccidiosis.



1787
1788
1789
1790
1791
1792
1793
1794
1795
1796
1797
1798
1799
1800
1801
1802

1803
1804

1805
1806
1807
1808
1809
1810
1811
1812
1813
1814
1815
1816
1817
1818
1819
1820
1821
1822
1823
1824
1825
1826
1827
1828
1829
1830
1831
1832
1833
1834
1835
1836
1837
1838
1839
1840
1841
1842
1843

74

RESUMO.- [Caracterizacdo morfoldgica de espécies de Eimeria em bovinos de corte no
Estado do Mato Grosso do Sul, Brasil.] A eimeriose, também denominada coccidiose, € uma
doenga causada por Eimeria spp., protozoarios parasitas intracelulares do epitélio intestinal de
ruminantes. O objetivo do presente estudo foi avaliar as espécies de Eimeria spp. e identificar suas
possiveis associagfes com quadros de diarreia em bezerros criados em diferentes regides de Mato
Grosso do Sul. Foram coletadas 310 amostras de animais com e sem diarreia, provenientes de 18
propriedades de gado de corte, distribuidas entre diferentes regiées do estado. Apenas em quatro
propriedades observou-se OOPG positivo para Eimeria spp., que geraram seis pools, onde nove
espécies de Eimeria foram identificadas. A identificacdo por meio da esporulacéo de oocistos é de
suma importancia para a ado¢ao de uma conduta clinica, visto que o tratamento dos animais deve
ser baseado na patogenicidade do agente. Bezerros de 30 a 60 dias tinham maior chance de serem
infectados. Sendo a infeccdo por E. zuernii a mais comum em animais sintomaticos e E. ellipsoidalis
em assintomaticos. Portanto, o diagnéstico e identificagdo das espécies sdo de grande importancia
para instituir o tratamento adequado dos animais.

TERMOS DE INDEXACAO: eimeriose, bovinos, diagnostico, diarreia, coccidiose.

INTRODUCTION

A eimeriose bovina é uma doenga causada por protozoarios do género Eimeria spp. que
afeta principalmente bezerros com menos de um ano de idade, causando disturbios gastrointestinais
e, em alguns casos, a morte (Sanchez et al. 2013; Bangoura & Bardsley 2020). Pode envolver
grandes perdas financeiras devido a diminuicdo do apetite, perda de peso, reducdo nas taxas de
conversdo alimentar, diarreia, anemia e aumento de suscetibilidade a outras doencas (Daugschies
& Najdrowski 2005).

Existem 14 espécies neste género, descritas com a capacidade de infectar bovinos em todo
o0 mundo: Eimeria alabamensis, E. auburnensis, E. bovis, E. brasiliensis, E. bukidnonensis, E.
canadensis, E. cylindrica, E.  ellipsoidalis, E. illinoisensis, E.  pellita, E.  subspherica, E.
wyomingensis, E. zuernii (Levine e lvens 1967) e E. ildefonsoi (Florido et al. 2016). Geralmente, as
espécies mais difundidas séo E. bovis, E. zuernii, E. elipsoidalis e E. auburnensis (Das et al. 2015;
Dong et al. 2012).

A infeccdo de bezerros pode ocorrer nas primeiras horas de vida, porém, o aparecimento
de oocistos de Eimeria spp. nas fezes depende do periodo pré-patente de cada espécie (Diaz De
Ramirez et al. 2001). E. bovis e E. zuernii sdo as mais patogénicas, e 0s bovinos apresentam pico
de eliminacdo de oocistos dessas espécies entre 20 e 40 dias de idade (Diaz De Ramirez et al.
2001; Sanchez et al. 2008). Os animais podem apresentar coinfec¢des por duas ou mais espécies,
mas nem sempre apresentam sinais clinicos (Cardim et al. 2018).

O diagnéstico da infeccdo é realizado principalmente por meio de métodos
coproparasitolégicos para deteccao de oocistos. Entretanto, a identificac@o das espécies € realizada
observando-se caracteristicas morfométricas especificas dos oocistos esporulados, como largura e
comprimento, presenca ou auséncia de micropila (Berto et al. 2014).

A morfometria das espécies de Eimeria spp. € uma importante ferramenta epidemiolégica,
pois, permite a identificacdo da distribuicdo espacial das espécies, a identificacdo de areas sob risco
de desenvolvimento de surtos de diarreia, e por consequéncia, a implementacdo de medidas
preventivas. Em Mato Grosso do Sul, apesar da grande importancia que a bovinocultura possui para
0 estado, poucas informacgdes sobre a distribuicdo das espécies de Eimeria spp. estdo disponiveis
(Rodrigues 2014). Dessa forma, objetivou-se no presente estudo avaliar as espécies de Eimeria
spp. e identificar suas possiveis associagfes com quadros de diarreia em bezerros criados em
diferentes regibes de Mato Grosso do Sul.

MATERIALS AND METHODS
Study local and contextualization. Foram coletadas entre 2020 e 2022, 310 amostras de
fezes provenientes de bezerros entre um e 60 dias de vida (divididos em duas categorias, um a 30
dias, 31 a 60 dias). Os animais eram da ra¢a nelore e provenientes de cruzamento entre nelore e
Angus. O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
UFMS sob o nimero 1.002/2018.
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Samples collection. As fezes foram coletadas em sacos plasticos diretamente da ampola
retal dos animais e mantidas refrigeradas (4 °C), por até 48 horas. Em seguida, foram encaminhadas
ao Laboratério Parasitologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), onde foram submetidas a contagem de oocistos por grama
de fezes (OOPG), utilizando a técnica de McMaster modificada (Gordon & Whitlock 1939), com
sensibilidade de 1:25.

Adicionalmente, as fezes foram analisadas segundo Walker et al. (1998), quanto ao aspecto
visual macroscépico, a presenca de estrias de sangue e classificadas em diarreicas ou nao
diarreicas.

Processamento de amostras e identificacdo de espécies de Eimeria. Amostras
positivas para Eimeria spp. na técnica de OOPG foram agrupadas em pools de amostras diarreicas
e nao diarreicas por propriedade, em seguida submetidas a esporulacédo (Cruvinel et al. 2018).
Aproximadamente 100 oocistos por pool (de cada categoria animal, com e sem diarreia) foram
identificados em microscopio Optico. A diferenciagdo entre as espécies foi feita de acordo com as
caracteristicas fenotipicas dos oocistos, como cor, presenca ou auséncia de micropila e
comprimento e largura (Daugschies & Najdrowski 2005; Taylor et al. 2010).

Statistical analysis. As associa¢cbes entre infeccbes por Eimeria spp. ocorréncia de
diarreia, idade e raca foram avaliadas com o auxilio dos testes de Qui-quadrado ou Teste exato de
Fisher, com nivel de significAncia de 5%. Todas as analises foram realizadas no programa
GraphPad Prism®, verséo 5.01.

A analise das frequéncias de espécies de Eimeria spp. foi realizada por meio de estatistica
descritiva.

RESULTS

Dentre as 310 amostras obtidas, 120 eram de animais ndo diarreicos (38,70%), e 190 de
animais com fezes desde pastosas a liquidas com ou sem a presenca de sangue (61,29%), essas
amostras foram provenientes de 18 propriedades de gado de corte, distribuidas entre os biomas
cerrado e pantanal do Mato Grosso do Sul.

Das 18 propriedades amostradas, apenas em quatro observou-se OOPG positivo para
Eimeria spp., os valores variaram de 25 & 32900. As quatro propriedades geraram seis pools, isso
porque em duas delas, apenas animais com diarreia apresentaram resultados positivos, gerando
apenas um pool. As propriedades com resultados positivos para Eimeria spp. estdo destacadas no
mapa da figura 1.
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Fig.1. Distribuicdo das 18 propriedades amostradas no presente estudo (circulos). Marcadas com
circulo em vermelho estao as propriedades com resultados positivos para Eimeria spp. Marcadas
com circulos em azul estao as propriedades nas quais ndo se encontrou Eimeria spp.

Todas as propriedades em que se observou casos positivos para Eimeria spp. realizavam
o0 sistema de criagdo com cria e recria, ou cria, recria e engorda de bovinos. Nas propriedades em
que ndo se observou amostras positivas, algumas realizam apenas o sistema de cria, ou seja, 0s
bezerros nasciam e eram mantidos no mesmo local.

Apéds a esporulacdo e classificacéo, os resultados obtidos estdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1 — Resultados da classificagcdo de Eimeria spp. em amostras de fezes de bezerros
com e sem diarreia em Mato Grosso do Sul, Brasil.

Propriedades
Espécies Propriedade | Propriedade | Propriedade | Propriedade | Propriedade | Propriedad
1 com 1 sem 2 Com 3 com 4 com e 4 sem
diarreia diarreia diarreia diarreia diarreia diarreia
E. 0% 3% 0% 0% 0% 0%
alabamensis
E. auburnensis 0% 0% 3% 0% 0% 0%
E. bovis 0% 26% 0% 27% 0% 8%
E. brasiliensis 1% 0% 0% 0% 0% 0%
E. canadensis 9% 20% 0% 0% 0% 0%
E. cylindrica 0% 0% 0% 1% 0% 0%
E. elipsoidalis 4% 0% 34% 0% 0% 84%
E. pellita 1% 46% 0% 0% 0% 0%
E. zuernii 84% 5% 63% 72% 100% 8%

A avaliacdo micrométrica de alguns oocistos identificados estdo demonstrados na figura 2-

5.
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Fig.2-5. Avaliagdo micrométrica de oocistos esporulados de E. zuerni (2), E. auburnensis (3), E.
pellita (4) e E. elipsoidalis (5) em amostras fecais de bezerros em Mato Grosso do Sul, Brasil. Obj
40x.

Nove espécies de Eimeria foram identificadas entre os seis pools de fezes. A espécie mais
prevalente foi E. zuernii, estando presente em todas as propriedades e em maior frequéncia nas
amostras oriundas de animais com diarreia. Infec¢des mistas envolvendo duas a trés espécies foram
observadas em 83,33% das amostras positivas. Nas amostras originadas de bovinos sem diarreia,
a principal espécie identificada foi E. ellipsoidalis.

ApOs andlise estatistica pelo método do Qui-quadrado, observou-se que os animais com
mais de 30 dias de idade apresentavam uma frequéncia geral de oocistos significativamente maior
do que os animais mais jovens (p = 0,0001). J& em relagdo a raca, os cruzados (Nelore X Angus)
apresentaram frequéncia geral de oocistos significativamente maior que os animais da raca Nelore
(0,0004). Nao houve associacao significativa entre a frequéncia geral de oocistos e a ocorréncia de
diarreia.

DISCUSSION

Os valores das OOPG variaram de 25 a 32.900, com a infec¢do nos animais sob forma
clinica e subclinica. A forma subclinica, com presenc¢a de oocistos nas fezes e auséncia de sinais
clinicos é a forma de infec¢@o mais frequente em animais adultos que séo considerados portadores
assintoméaticos e contaminam o ambiente com a liberagdo de oocistos (Joley & Bardsley 2006),
porém, animais jovens geralmente apresentam sintomatologia e séo infectados pelos adultos
assintoméaticos. O grupo de animais com diarreia foram 0s que apresentaram maior nimero de
oocisto, com uma média de 4.334 oocistos. Ja no grupo de animais sem diarreia a média foi de 25
oocistos. Considera-se que a eimeriose clinica existe quando os bezerros apresentam mais de 4.000
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de OOPG e sinais de diarreia (Keeton e Navarre 2018), portanto o que observamos no presente
trabalho.

ApOs a esporulacéo observou-se que E. zuernii foi a espécie mais prevalente, estando
presente em todas as amostras (pools) com ou sem diarreia, seguida por E. elipsoidalis presente
em trés dos seis pools (50%) com uma carga parasitaria dessa espécie que variou de 4 a 84% e E.
bovis presente em trés dos seis pools (50%) com a carga parasitaria de 8 a 27%. Infec¢des mistas
causadas por duas a trés espécies foram encontradas em 100% das propriedades, porém em uma
das propriedades, no pool de amostras com diarreia s6 foi identificada E. zuernii, € o0 nimero de
espécies de Eimeria spp. por amostra examinada em infeccfes mistas variou de trés a cinco. Os
bezerros geralmente sédo coinfectados com duas ou mais espécies, mas nem sempre apresentam
sinais clinicos (Cardim et al. 2018), isso vai depender de quais espécies esses animais albergam,
se séo patogénicas ou néo.

Com relacdo a idade, os animais com mais de 30 dias apresentaram uma frequéncia
significativamente maior de infec¢é@o. Esses resultados corroboram os resultados de Saravia et al.
(2021) que avaliaram trés grupos de animais, Grupo 1 (1 a 20 dias de idade), Grupo 2 (21 a 40 dias
de idade) e Grupo 3 (41 a 65 dias de idade) e observaram que o pico de excre¢do de oocistos ocorre
entre os dias 21 e 40, sugerindo que este € o periodo critico para a ocorréncia de eimeriose na
criacdo de bezerros.

Em um estudo realizado por Cruviel et al. (2018) foram identificadas nove espécies
de Eimeria nos bezerros em ordem decrescente: E. brasiliensis, E. wyomingensis, E. bovis, E.
canadenses, E. zuernii, E. auburnensis, E. ellipsoidalis, E. pellita e E. cylindrica, em animais entre
quatro e 10 meses de idade. Essas mesmas espécies foram encontradas no presente estudo, com
excec¢do de E. wyomingensis, porém as espécies mais frequentes foram, E. zuernii, E. bovis e E.
elipsoidalis. Nosso estudo foi realizado em animais com até 60 dias de idade, o que pode explicar
essa diferenca, uma vez que essa sd0 as espécies mais prevalentes em animais mais jovens
(Chandra et al. 2022).

E. bovis e E. zuernii sdo consideradas as espécies patogénicas mais prevalentes entre
todas as espécies de Eimeria atualmente (Alemayehu et al. 2013; Dong et al. 2012). E. zuernii foi
encontrada em todas as propriedades, em animais com e sem diarreia, porém o maior percentual
foi em animais com diarreia. Isso pode estar associado a carga parasitaria, pois animais
assintomaticos podem ter o parasita, porém em quantidade insuficiente para causar diarreia. Cruviel
et al., 2018 relatou surtos por E. zuernii em bezerros entre 30 a 55 dias de idade, afirmando que
certamente a diarreia nos bezerros tenha ocorrido pelo elevado grau de infeccdo destes animais,
além de outras causas, como virus enteropatogénicos e bactérias, que poderiam ter ocorrido de
forma associada.

Muitos trabalhos relatam a maior prevaléncia de E. bovis, porém nao foi o que observamos
no presente estudo. Tomczuk et al. (2015) na Poldnia, reportaram que a espécie mais frequente em
bezerros até trés ou quatro meses de idade foi E. zuernii, enquanto que E. bovis, foi observada em
bovinos em faixa etaria superior. Portanto o maior nimero de oocistos de E. zuernii identificados no
presente estudo podem estar relacionados a idade dos animais (até 60 dias de idade).

Rodrigues, 2014 no estado de Mato Grosso do Sul, encontraram maior positividade para E.
bovis, porém na forma subclinica. Também foram encontradas uma grande variedade de espécies,
cerca de onze. Os animais mais jovens tinham de 7 a 24 meses de idade. Nosso estudo também
encontrou essa espécie em grande quantidade em animais assintomaticos, porém nao foi a espécie
mais prevalente. Uma justificativa seria pelo fato da idade dos animais ser superior a relatada no
presente estudo, onde o0s animais apresentam até dois meses de idade.

E. ellipsoidalis, foi a espécie mais prevalente em animais sem diarreia, ndo sendo
encontrada em animais sintomaticos, assim como em um estudo realizado por Santos et al. (2022)
que encontraram positividade em 14,54% das amostras. Sabe-se que ndo ha relacdo entre a
presenca desta espécie e o desenvolvimento de sinais clinicos graves de eimeriose em animais
infectados, isso ocorre, pois, essa espécie esta associada a forma subclinica da doenca, devido a
sua baixa patogenicidade (Bangoura & Bardsley 2020).

A identificacdo através da esporulacdo de oocistos € de suma importéncia para a adocao
de uma conduta clinica, visto que o tratamento dos animais deve ser baseado na patogenicidade do
agente, além dessa identificacdo ser relevante para pesquisa de outros agentes que possam estar
envolvidos na diarreia. Considerando ainda que algumas propriedades fazem apenas cria e recria
e vendem seus animais para outros locais, o0 monitoramento através da identificacdo das espécies
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é de suma importancia, podendo ser recomendado medidas preventivas como tratamentos
profilaticos antes da movimentagéo dos animais.

CONCLUSION
Com base em analises estatisticas, identificou-se que bezerros de 30 a 60 dias tinham maior
chance de serem infectados. Sendo a infecc&o por E. zuernii a mais comum em animais
sintomaticos e E. ellipsoidalis em assintomaticos. Portanto, o diagndstico e identificacdo das
espécies sdo de grande importancia para instituir o tratamento adequado dos animais.
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ANEXO 3- Questionario epidemiolégico

Servigo Publico Federa
Ministério da Educacgao
Fundacao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia- LABAC

Questionario Epidemioléqgico

Responsavel pelo preenchimento:

Proprietario:

Cel. email
Propriedade

Regiao:

° Propriedade:

Area total da propriedade (hectare; alquere):

Tipo de sistema de producéo desenvolvido na propriedade ( ) cria ( ) recria ( ) engorda

Racas (Quais)? Faz cruzamento industrial? (Qual)?

Qual 0 tipo de Pastagem?

(predominante)

Qual sistema de pastejo utilizado? Quantidade e area média dos piquetes? Tempo de

permanéncia em cada piquete?

Fonte de fornecimento de agua?
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() Poco Artesiano ( )Corrego ( )Nascente dentro da fazenda ( )Nascente fora da

fazenda.

Forma de Fornecimento de agua?
() Pilhetas ( ) Direto da Fonte.

Faz limpeza das pilhetas? Com que

frequéncia?

Ja enviaram amostras para diagndstico laboratorial?
( )Sim ( )N&o. Quais ? Quando?

Ingesta de colostro € acompanhada? ( ) Sim ( )N&o. Usa banco de colostro ou

eguivalente? Se sim, Qual?

° BEZERROS:

Qual origem dos animais? ( ) Compra (Fazenda e Leildo) ( ) Prépria da fazenda

Manejo dos bezerros:
Inicio dos

nascimentos:

Qual Idade dos bezerros ao
desmame:
E realizada cura do umbigo? Como é realizada?

E realizada aplicagéo de algum medicamento apos nascimento?

Qual?




2141
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2143
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2145
2146
2147
2148
2149
2150
2151
2152
2153
2154
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2156
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2158
2159
2160
2161
2162
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2164
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Sanidade:

Sinais clinicos observados:

( ) Febre () Mucosas Palidas () Halito Urémico ( ) Mialgia

( ) Diarreia () Emagrecimento () Apatia () Ictericia
( ) Letargia () Esplenomegalia ( ) Edema Submandibular | ( ) Anorexia
( ) Outros ( ) Outros ( ) Outros ( ) Outros
Em que periodo teve inicio
casos?

Houve 06bitos? Quantos?

(O8]

Qual tempo transcorrido entre o aparecimento dos sinais clinicos e a morte dos

animais?
Diarreia:
Animais apresentam diarreia com quantos dias apos

nascimento?

Qual aspecto das fezes? Qual coloracéo das fezes?

Foi realizado tratamento? Como ?

Qual critério de escolha do tratamento ?

Houve melhora apds o tratamento?

Os animais séo vacinados? Quais sao elas e quando sao realizadas?

VACINA

MARCA

PERIODO

() Brucelose

3a8meses( )S( )N




2165

) Febre Aftosa

( )Planalto ( )Cerrado

) Raiva

) Clostridiose

) IBR

) BVD

) Leptospira

) Colibacilose

~|l ~ | ~ 1~ ~| ~| ~| ~

) Outros
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