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RESUMO

AYRES, G. R. Um estudo longitudinal da ocorréncia de potenciais patégenos
entéricos em fazendas com casos esporadicos e com casos recorrentes de
diarréia em bezerros de corte. [A longitudinal study on the occurrence of potential
enteric pathogens in farms with recurrent and sporadic cases of diarrhea in beef
calves]. 2010. 135 f. Dissertacédo (Mestrado em Medicina Veterinaria) — Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2010.

A diarréia em bezerros € comprovadamente uma das principais causas de perdas
econdbmicas em rebanhos de corte, sendo os prejuizos diretamente derivados da
reducado do ganho de peso e custos com tratamento. Considerando-se que, para o
delineamento de medidas profilaticas adequadas ao controle de uma doenca é
necessario o conhecimento de suas causas, o presente trabalho teve por objetivo
estudar de modo longitudinal a frequéncia de ocorréncia de coronavirus bovino
(BCoV), rotavirus do grupo A (RV-A), protozoarios, helmintos e enterobactérias em
uma propriedade com casos esporadicos e em outra com casos recorrentes de
diarréia em bezerros. Investigou-se, ainda, a presenga de genes codificadores de
para as toxinas shiga-like 1 e 2, para as adesinas K99 e F41 e para a intimina (eae)
nas E. coli isoladas. Para a deteccdo de BCoV, utilizou-se uma nested-RT-PCR
direcionada ao gene codificador da RNA polimerase RNA dependente, e para a
deteccdo de RV-A utilizou-se ELISA direto duplo sanduiche. O isolamento e
caracterizagao bioquimica das colénias de bactérias foram conduzidos de acordo
com técnicas de bacteriologia classica. A caracterizagdo genotipica das colénias de
E. coli isoladas foi realizada através de uma Multiplex-PCR, utilizando primers para
os genes codificadores dos seguintes fatores de viruléncia: Stx1, Stx2, Sta, K99, F41
e eae. A deteccdo de parasitas foi realizada por centrifugo sedimentagdo em agua-
eter e centrifugo-flutuagdo em solugéo supersaturada de sacarose, considerando-se
como resultado final do exame coproparasitoldgico todos os parasitas encontrados
em ambas as técnicas em sua maior contagem. A freqiéncia de ocorréncia de
coronavirus bovino e rotavirus do grupo A foi baixa, restrita a animais com até quatro
meses de idade, enquanto que protozoarios, helmintos e enterobactérias
apresentaram tendéncia crescente em frequéncia relacionada a progressao da idade

dos animais. Foram identificados os patotipos STEC, AEEC e um padrao atipico com



os genes de K99 e eae. Além disso, encontrou-se associagao entre baixo padrao
sanitario e maior frequéncia de ocorréncia de Eimeria spp, Strongyloidea,
Strongyloides spp, Trichuris spp e Escherichia coli portadora de fatores de viruléncia
Stx1, Stx2, K99 e eae. O presente trabalho colabora para a caracterizagcdo da
microbiota entérica de bezerros, mas mantém abertas as questdes relativas as
diferencas especificas entre as biotas entéricas de bezerros sadios e com diarréia,
enfatizando a importancia de se realizarem mais estudos que investiguem

simultaneamente diversos enteropatdégenos potenciais nestes animais.

Palavras-chave: Diarréia. Bezerros de corte. Virus entéricos. Parasitas.

Enterobactérias.



ABSTRACT

AYRES, G. R. A longitudinal study on the occurrence of potential enteric
pathogens in farms with recurrent and sporadic cases of diarrhea in beef
calves. [Um estudo longitudinal da ocorréncia de potenciais patégenos entéricos em
fazendas com casos esporadicos e recorrentes de diarréia em bezerros de corte].
2010. 135 f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2010.

Diarrhea in calves is proved to be one of the main causes of economic loss in beef
herds, which is direct originated by reduction of weight gain and increment of
treatment costs. It is known that the determination of appropriate preventive
measures to control a disease depends on the knowledge of its causes. In this
manner, the present work aimed to study longitudinally the frequency of occurrence
of bovine coronavirus (BCoV), group A rotavirus (RV-A), protozoa, helminths and
enterobacteria in a beef farm presenting sporadic cases and other with recurrent
cases of diarrhea. Moreover, the presence of genes that express the following
virulence factors were investigated in the isolated E. coli: shiga-like toxins 1 and 2,
adhesins K99 and F41 and intimin (eae). A nested-RT-PCR targeted to the RNA-
dependent RNA polimerase gene was conducted to detect BCoV, and a double-
sandwich direct ELISA was used to detect RV-A. Classical bacteriology techniques
were used to isolate and indentify bacterial colonies. A Multiplex-PCR, with primers
designed to previously described E. coli genes, was used to genotype these
colonies. Centrifuge sedimentation in water-ether and centrifuge flotation in sucrose
supersaturated solution were used to detect the presence of parasites. The final
result was achieved by the highest count of all the parasites found. The observed
frequency of occurrence of both BCoV and RV-A was low and restricted to animals
up to 4 months of age whereas protozoa, helminths and enterobacteria showed an
increasing tendency on its frequency related to progression of animals aging. STEC,
AEEC and an atypical pathotype of E. coli, with K99 and eae genes were found.
Moreover, an association between low sanitary pattern and a higher frequency of
Eimeria spp, Strongyloidea, Strongyloides spp, Trichuris spp and Escherichia coli
bearing Stx1, Stx2, K99 and eae genes was observed. The present study contributes

to the characterization of calf enteric microbiota. However, the points related to the



specific differences between healthy and diarrheic calves enteric microbiota remain
unclear, emphasizing the importance of future studies to investigate different

potential enteropathogens in beef calves simultaneously.

Key words: Diarrhea. Beef calves. Enteric viruses. Parasites. Enterobacteria.
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1 INTRODUGAO

A diarréia em bezerros neonatos € comprovadamente uma das principais
causas de perdas econbmicas em rebanhos de corte em diversos estados
brasileiros (BARBOSA et al.,, 1998; BENESI, 1999; MOTA et al, 2000),
determinando significativas morbidade e mortalidade (OLIVEIRA FILHO et al., 2007).
Os prejuizos sao diretamente derivados da redugédo do ganho de peso e dos custos
com tratamento (LANGONI et al., 2004).

Enteropatdogenos de origem bacteriana, parasitaria e viral podem estar
envolvidos de maneira isolada ou em associagdao na etiologia das diarréias
neonatais bovinas (OLIVEIRA FILHO et al., 2007). Os virus mais frequentemente
apontados s&do coronavirus e rotavirus (BRANDAO et al., 2007; OLIVEIRA FILHO et
al., 2007; TAKIUCHI et al., 2006; ALFIERI et al., 2004; BUZINARO et al., 2003;
ATHANASSIOUS et al., 1994).

Considerando-se as bactérias, destacam-se E. coli e Salmonela spp
(OLIVEIRA FILHO et al., 2007; LANGONI et al., 2004; SALVADORI et al., 2003;
GARCIA et al., 2000; DE LA FUENTE et al., 1998; SNODGRASS et al., 1986).

Participantes no desencadeamento de diarréia neonatal bovina em sistemas
de bovinocultura de corte, as endoparasitoses sdo um dos fatores determinantes na
queda do desempenho dos animais e, consequentemente, na rentabilidade do
sistema produtivo (JAGER et al., 2005). Os enteroparasitas mais freqiientemente
associados a diarréia em bezerros sdao os do género Cryptosporidium spp
(OLIVEIRA FILHO et al., 2007; O'HANDLEY, 2007; KVAC; KOUBA; VITOVEC,
2006; LANGONI et al., 2004; XIAO; HERD, 1994), Eimeria spp (FAGAN; DWYER,;
QUINLAN, 1995) e Giardia spp (XIAO; HERD, 1994).

Entretanto, apesar de todo o exposto ja foi descrita a presenca de potenciais
enteropatdgenos em bezerros neonatos clinicamente sadios (OLIVEIRA FILHO et
al., 2007; O'HANDLEY, 2007), o que demonstra a complexidade da etiologia da
diarréia neonatal (ALFIERI et al., 2004).

Além disso, a dificuldade no diagnédstico preciso da etiologia das enterites
transmissiveis advém dos sinais clinicos frequentemente inespecificos, do

envolvimento de multiplos agentes etiolégicos, da presenga de portadores
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assintomaticos e, especialmente, da interagdo de fatores intrinsecos e extrinsecos
que podem predispor a doenga (ATHANASSIOUS et al., 1994).

Embora se reconhega a complexidade da sindrome diarréia em bezerros e os
prejuizos por ela causados em bovinocultura de corte, permanecem escassos 0S
estudos que se destinem a identificagdo em conjunto dos enteropatégenos
envolvidos nessa sindrome (OLIVEIRA FILHO et al., 2007; JAGER et al., 2005;
BUZINARO et al., 2003; SALVADORI et al., 2003).

Os coronavirus pertencem a ordem Nidovirales, a familia Coronaviridae e ao
género Coronavirus, sendo virus pleomorficos, aproximadamente esféricos,
envelopados com até 220nm (MASTERS, 2006).

O genoma do coronavirus bovino (BCoV) é constituido por um RNA de fita
simples, ndo segmentado, de sentido positivo, com 32kb, o qual, em associagéo
com a fosfoproteina N, origina um nucleocapsideo de estrutura helicoidal
(MASTERS, 2006).

O coronavirus bovino (BCoV) possui um envelope constituido por duas
camadas de lipidios transfixadas por cinco proteinas estruturais (M, S, HE e ).
Dentre elas, a principal é a proteina S (espicula), anteriormente chamada E2. Esta é
responsavel pela atividade hemaglutinante, sendo o principal alvo para anticorpos
neutralizantes; é constituida por um ectodominio (subunidade S1) e um endodominio
(subunidade S2) (COLLINS et al., 1982).

A subunidade carboxi-terminal S2 forma a haste da espicula, responsavel
pela fusdo de membranas e formacao de sincicios (MASTERS, 2006).

Por sua vez, a subunidade S1, ectodominio aminoterminal da proteina S,
muito mais variavel do que a subunidade S2, apresenta atividade de ligagdo a
receptores celulares e forma o bulbo da espicula dos coronavirus (MASTERS,
2006). Por formar a porgao bulbar da proteina S que contém a maior parte dos sitios
antigénicos, a subunidade S1 e o segmento do genoma dos coronavirus que a
codifica sdo mais expostos a pressdes seletivas imunoldgicas e, assim, mais
propensos ao encontro de polimorfismos do que os demais genes e proteinas dos
coronavirus (ABRAHAM et al., 1990).

O BCoV replica-se nos vilos das células absortivas do intestino delgado e em
células nao diferenciadas das criptas do célon, resultando em descamacéo,
encurtamento dos vilos e diarréia mal-absortiva. Este virus € apontado como
importante causa de diarréia em bezerros (FAGAN; DWYER; QUINLAN, 1995;



30

SNODGRASS et al., 1986) e sua ocorréncia ja foi relatada em rebanhos de corte e
de leite no Brasil (TAKIUCHI et al., 2006; MEDICI et al., 2001 e JEREZ et al., 2002).

A importancia do BCoV, associado a outros enteropatégenos, na etiologia de
disturbios entéricos em bezerros de corte, € um fato comprovado para o rebanho
brasileiro (OLIVEIRA FILHO et al., 2007), motivando e ressaltando a importancia do
projeto ora proposto.

Além disso, existe um significante lacuna no que se refere a estudos
genbmicos a respeito das linhagens de BCoV que infectam bezerros de corte no
Brasil. Neste sentido, o sequenciamento parcial do gene codificador da subunidade
S1 da proteina de espicula (S), poderia contribuir para a classificagao das linhagens
genéticas do virus, bem como para a investigacdo de marcadores de viruléncia dos
mesmos.

Os rotavirus, patégenos virais também envolvidos com elevada frequéncia em
diarréias neonatais de bovinos, pertencem a familia Reoviridae, género Rotavirus.
S&o virus nao envelopados e o genoma viral € formado por 11 segmentos de RNA
fita dupla (dsRNA) sentido negativo, envolvido por um nucleo (core) protéico
composto por trés glicoproteinas virais (VP, viral proteins): VP1, VP2 e VP3
(ALFIERI et al., 2004).

Baseando-se neste arranjo de RNA com 11 segmentos, a técnica laboratorial
mais utilizada para a detecgéo de rotavirus € a eletroforese em gel de poliacrilamida
(PAGE), na qual se busca evidenciar a presenca dos 11 segmentos de RNA dos
rotavirus diretamente de extratos de RNA de amostras fecais (HERRING et al.,
1982), sendo esta uma técnica de alta especificidade analitica.

Nos rotavirus, cada segmento gendmico codifica, pelo menos, um
polipeptideo, sendo seis proteinas estruturais e cinco nao estruturais (ESTES;
KAPIKIAN, 2007).

Acima do core, existe um capsideo duplo composto por uma camada tripla de
proteinas, denominadas: VP6 (capsideo interno) e VP7 e VP4 (capsideo externo).
Em contato com o “core” e transfixando o capsideo externo, localiza-se a proteina
VP4,

A proteina VP6 permite a classificagdo dos rotavirus em 7
sorogrupos/espécies ( A, B, C, D, E, F, G e H), distinguiveis por eletroforétipos
caracteristicos. As espécies, ou sorogrupos, de rotavirus sdo distinguiveis ainda em
sorotipos, de acordo com as proteinas VP4 e VP7 (ESTES; KAPIKIAN, 2007).
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Os rotavirus tém sido apontados como importantes agentes causadores de
diarréias agudas em bezerros, especialmente os pertencentes ao sorogrupo A, mas
com grande variedade sorotipica (ALFIERI et al., 2004; BUZINARO et al., 2003;
ATHANASSIOUS et al., 1994; SNODGRASS et al., 1986). Considerando a
implicagao dos rotavirus na etiologia da diarréia neonatal dos bovinos, estudos que
colaborem com o entendimento do impacto causado pelo mesmo em se tratando de
bovinos de corte no Brasil constituem significativa colaborag&o, dada a necessidade
de continuo monitoramento para o delineamento de programas de profilaxia para as
rotaviroses (ALFIERI et al., 2004; BUZINARO et al., 2003).

A Escherichia coli é um integrante da microbiota entérica natural de
mamiferos (humanos, inclusive). Caracteriza-se por ser um bastonete Gram-
negativo, e a diferenciagdo entre cepas indcuas e cepas patogénicas depende da
producao de fatores de viruléncia: toxinas e fatores de colonizacdo (SALVADORI et
al., 2003).

As cepas patogénicas de E. coli sdo capazes de produzir um ou mais fatores
de viruléncia, divididos em dois grupos: fimbrias (ou pili) e enterotoxinas (OK et al.,
2009). Entre as enterotoxinas destacam-se: toxinas Shiga-like (Stx), enterotoxinas
termolabeis (LT) e termoestaveis (ST), fatores citotoxicos de necrose (CNF1 e
CNF2) e hemolisinas (a-Hly e E-Hly), (MOURA, 2005). As fimbrias, K99 ou, mais
modernamente, F5, (MOXLEY; SMITH, 2010) e F41, sdo responsaveis pela
aderéncia bacteriana ao ileo, atuando como fatores de colonizagao (OK et al., 2009).

Cepas de E. coli capazes de produzir enterotoxinas termolabeis (LT-l e LT-II)
e enterotoxinas termoestaveis (Sta e STb) sado classificadas como E.coli
enterotoxigénicas (ETEC), enquanto as cepas produtoras de fatores de necrose
celular (CNF1 e CNF2) sdo denominadas E. coli necrotizantes (SALVADORI et al.,
2003). Além dessas, as cepas produtoras das toxinas Stx1 e Stx2 sao classificadas
como E. coli produtoras de toxina shiga-like (STEC). Por fim, ha cepas capazes de
produzir lesbes adesdo e invasdo, conhecidas como attaching-effacing E. coli
(AEEC). As cepas capazes de produzir eae e St tém sido classificadas como E. coli
enterohemorragicas (EHEC), (OK et al., 2009), sendo essas associadas a casos de
colite hemorragica (HC) e sindrome urémica hemolitica (HUS) em humanos
(SALVADORI et al., 2003).

A Escherichia coli esta entre os enteropatégenos mais frequentemente
isolados em bezerros com diarréia (LANGONI et al., 2004; SALVADORI et al., 2003)
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e clinicamente sadios, ratificando a importancia da investigacdo de fatores de
viruléncia no esclarecimento da patogenia dos quadros de diarréia (OLIVEIRA
FILHO et al., 2003).

As Salmonella spp, também bactérias Gram-negativas, sdo enteropatégenos
cuja participagao ja foi relatada em disturbios entéricos de bezerros (LANGONI et al.,
2004; SNODGRASS et al., 1986), ainda que possam estar ausentes em casos de
diarréia neonatal bovina (OLIVEIRA FILHO et al., 2007; MOTA et al., 2000; FAGAN
et al., 1995).

Todavia, o diagndstico da salmonelose deve ser sempre considerado em
bezerros com disturbios entéricos, devido a gravidade das manifestagcdes e ao risco
para evolugdo a processos septicémicos relacionados a esse enteropatdégeno
(OLIVEIRA FILHO et al., 2007).

Destacando-se entre o0s processos patologicos entéricos de etiologia
parasitaria, a criptosporidiose € apontada como uma das principais causas de
diarréia em bezerros neonatos (OLIVEIRA FILHO et al., 2007; O'HANDLEY, 2007;
KVAC; KOUBA, VITOTEC, 2006; XIAO; HERD, 1994), o que justifica a investigagao
de oocistos de Cryptosporidium spp, em fezes de bezerros com diarréia.

Todas as espécies do género Cryptosporidium caracterizam-se como
parasitas intracelulares obrigatorios. A evolugdo dos estagios de vida, dentro das
células do hospedeiro, culmina com a eliminagdo da forma encistada (oocisto) desse
protozoario, juntamente com as fezes (FAYER; MORGAN; UPTON, 2000).

A espécie mais freqlientemente relatada nos casos de diarréia em bezerros
neonatos €& C. parvum, com altas taxas e intensidade de infecgao,
concomitantemente com outros enteropatdogenos (OLSON et al., 2004; FAYER;
MORGAN; UPTON, 2000). Ainda, o C. andersoni infecta o abomaso de bovinos
jovens e adultos, mas com reduzidas intensidade e taxa de infecgao (OLSON et al.,
2004).

Similarmente ao que ocorre com Cryptosporidium, em diversos locais do
mundo tém sido detectada Giardia duodenalis em bovinos de corte e leite. A
infeccao de bezerros decorre do contato com outros bezerros e/ou do contato com
bovinos adultos portadores de infecgdes cronicas (OLSON et al., 2004).

Uma excregdo de quantidades significativas de cistos de Giardia spp. por
bezerros ocorre entre a 5% e 62 semanas de vida (OLSON et al., 2004). A infecgao

por Giardia spp, associada a infecgao por outros enteropatdégenos, desempenha um
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papel importante na etiologia das enterites em bezerros neonatos (XIAO; HERD,
1994).

Existem, ainda, diversos outros enteroparasitas significativos em bezerros de
corte, tais como Stongyloides pappillosos (cujo ciclo galactogénico aumenta a
relevancia em animais neonatos) e Eimeria spp. (cuja incidéncia acumulada pode
chegar a 100%) (FABER et. al., 2002).

Existem mais de 20 espécies de Eimeria spp capazes de infectar bovinos,
entretanto, 2 espécies em particular exibem maior patogenicidade, a Eimeria bovis e
a Eimeria zurneii, especialmente em animais jovens. Adicionalmente, a Eimeria
alamensis também ja foi apontada como uma espécie patogénica (DAUGSHIES;
NAJDROWSKI, 2005).

ApoOs a exposicdo a esse coccidio, ocorre, rapidamente, o desenvolvimento
de imunidade tanto humoral quanto celular, mas sua intensidade depende da dose
infectante. Entretanto, ndo ocorre imunidade absoluta, fazendo com que mesmo os
animais mais velhos excretem oocistos desse parasita, contribuindo para a
manutengdo endémica do parasita (DAUGSHIES; NAJDROWSKI, 2005).

Por fim, pequenas quantidades de ovos de estrogilideos, em um numero
reduzido de amostras de fezes provenientes de bezerros com diarréia, ja foram
também relatados no Brasil (LANGONI et al., 2004), mas de modo variavel,
dependendo da intensidade do uso de anti-helminticos no rebanho (OLIVEIRA
FILHO et al., 2007).

Pelo exposto, fica evidente a complexidade da etiologia da diarréia neonatal
dos bovinos, a qual se constitui em uma sindrome de ainda incipiente investigagcéo
considerando-se o rebanho de corte brasileiro, bem como do impacto negativo que
tal sindrome gera para a produtividade da pecuaria, mostrando-se um campo de

pesquisa em aberto para exploragao.
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2 HIPOTESE E OBJETIVOS

2.1 HIPOTESE

A diversidade e frequéncia de ocorréncia de potenciais enteropatdgenos
aumentam com a idade em bezerros de corte, podendo a frequéncia ser influenciada

por condi¢des de manejo.

2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Estudar de modo longitudinal a freqiéncia de ocorréncia de coronavirus
bovino, rotavirus do grupo A, protozoarios, helmintos e enterobactérias em
bezerros de corte.

2.2.2 Investigar os patotipos de E. coli que ocorrem em bezerros de corte.

2.2.3 Avaliar a associacdo entre a frequéncia de enteropatégenos e o manejo

sanitario m fazendas de gado de corte.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 COLHEITA DE AMOSTRAS FECAIS

3.1.1 Propriedades amostradas

Foram colhidas amostras fecais de bezerros de corte (Bos taurus indicus)
provenientes de duas fazendas: uma com casos esporadicos de diarréia, localizada
em Pirassununga — SP, e outra fazenda com casos recorrentes, localizada em
Descalvado — SP.

Em ambas as propriedades os animais sao mantidos a pasto, sendo que
todos os bezerros neonatos recebem tratamento do umbigo com iodo a 10% e
tratamento em dose unica com antiparasitario da classe das lactonas macrociclicas,

conforme recomendacao do fabricante do medicamento utilizado.

3.1.1.1  Propriedade com casos esporadicos

Na propriedade com casos esporadicos da doencga (Sistema de Bovinocultura
de Corte da Coordenadoria do Campus de Pirassununga (CCPS) da Universidade
de Sao Paulo) praticam-se: identificagdo dos bezerros pelo uso de brincos e
tatuagem na orelha, medidas de manejo com atencdo ao bem-estar animal,
separacao de lotes respeitando-se as diferentes categorias animais, a rotacéo de
pastagem, suplementagao mineral com premix comum na estagédo de chuvas e com
premix mineral proteinado na estacdo seca e realizacdo de estacdo de monta
controlada.

Os animais provenientes da fazenda de Pirassununga eram todos da raga

Nelore.
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A colheita das amostras nesta fazenda ocorreu entre setembro de 2008 e
junho de 2009, tendo sido realizada em 30 animais. Por haver uma estacao definida
de paricao, foi possivel realizar as colheitas em acordo com faixas etarias definidas:
18, 82 e 122 semanas de vida e uma ultima coleta no momento da desmama dos

animais, conforme Figura 1.
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Figura 1 — Apresentacdo esquematica da coleta de amostras na fazenda do campus da USP de
Pirassununga

3.1.1.2 Propriedade com casos recorrentes

Na propriedade com casos recorrentes de diarréia (Descalvado — SP,) ha
restricdo de pastagens disponiveis, razdo pela qual ndo se pratica a divisdo das
diferentes categorias animais em lotes distintos, nem a rotagdo de pastagens. Além
disso, existe a necessidade de suplementacdo de alimento em cocho,
adicionalmente a suplementacdo com premix mineral comum. Nessa propriedade,
ainda, ndo ha estacdo de monta planejada, ocorrendo parigdo durante o ano todo.
Para a realizagdo do estudo, doze animais foram identificados visualmente pelo
tratador, por serem bezerros filhos de reprodutoras da propriedade, e dezenove
animais receberam brincos numerados para identificagao.

Esta propriedade possui rebanho misto, composto por animais da raga Nelore
e animais cruzados (Nelore x Guzera x Gir), tendo sido colhidas amostras de
animais de raga e animais cruzados.

Desta fazenda, investigaram-se 31 animais, entre setembro de 2009 e margo
de 2010. Entretanto, a auséncia de estacido definida de paricdo impediu a formagao

de lotes de colheita com faixa etaria homogénea.
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3.1.1.3 Definigdo de caso

Foi adotada como definicdo de caso de diarréia a eliminacdo de fezes de
consisténcia diminuida, presenca de fezes na regidao perianal e/ou aumento na
frequéncia de evacuagdes, conforme observado no momento da colheita ou relatado

pelo médico veterinario responsavel pela fazenda ou pelo tratador dos animais.

3.1.2 Procedimentos para colheita, transporte e armazenamento de amostras

A colheita de fezes foi realizada com auxilio de sacos plasticos limpos (para
exame parasitolégico e viroldgico) e swab estéril (para exame microbiolégico),

diretamente da ampola retal de cada animal, conforme Figura 2.

Figura 2 — Coleta de amostra fecal da ampola retal de bezerros com cerca de uma semana de vida:
conteudo fecal (a esquerda) e swab (a direita)
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As amostras foram imediatamente identificadas e conservadas sob
refrigeracao (cerca de 4°C), sendo o transporte ao laboratério realizado no mesmo

dia da coleta (Figura 3).

Figura 3 — Amostras coletadas mantidas em recipiente isolante e mantidas sob refrigeragao

No Laboratério de Biologia Molecular Aplicada e Sorologia (LABMAS- VPS —
FMVZ — USP, Campus Sao Paulo), os swabs foram imediatamente armazenados em
geladeira (4°C) e as amostras fecais foram aliquotadas para exame
coproparasitologico e viroldgico, dentro de um periodo maximo de vinte e quatro
horas.

As aliquotas para exame coproparasitologico foram armazenadas em
coletores universais esterilizados, constituindo uma suspensao a 50% em Bicromato
de Potassio a 2% e conservadas sob refrigeragao (4°C).

Aliquotas para exame virolégico foram acondicionadas em tubos tipo
eppendorff® de 1,5mL, constituindo suspensées em agua tratada com 0,1% de dietil-

pirocarbonato (agua DEPC), segundo o quadro 1, e armazenadas a -18°C.

Estado da i
% Amostra % Agua DEPC
amostra
Liquida 100 0
Pastosa 50 50
Consistente 20 80

Quadro 1 — Critério utilizado para diluicao das aliquotas fecais para exame viroldgico
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As suspensodes assim diluidas foram homogeneizadas por 15 segundos, com
auxilio de vortex, e mantidas em geladeira (4°C) por 10minutos, tendo-se repetido
esse procedimento 3 vezes. Apos esse procedimento as amostras foram clarificadas
a 5.000 x g por 15 minutos a 4°C, tomando-se o sobrenadante como amostra para o

exame virologico.

Abaixo, esta apresentado um fluxograma dos procedimentos adotados para
cada amostra (Figura 4):

Cada Animal
Amostra Fecal Swab retal

- l v \ 4

Aliquota em Aliquota em Refrigeracédo a 4°C
Bicromato de Potassio agua DEPC
\ 4 v v
Refrigeragao a 4°C Congelamento a -18°C Exame bacteriologico
(Enterobactérias)
\ 4 v

Exame coproparasitologico Exame virolégico

(Protozoarios e Helmintos)

(Coronavirus e Rotavirus)

Figura 4 - Fluxograma dos procedimentos realizados para obtengcdo de amostras e respectivas
aliquotas
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3.2 DETECGAO E IDENTIFICACAO DE ENTEROBACTERIAS

A detecgéo de enterobactérias seguiu os procedimentos descritos por Krieg e
Holt (1986), com algumas adaptagdes. Com o intuito de aprimorar a qualidade do
material para cultivo, optou-se pela utilizacdo de swab estéril em tubo contendo 3mL
de meio de Stuart (Transporte Bacteriolégico Stuart Agar Gel — CB Products®) para
colheita e conservacdo até o processamento, ao invés da utilizacdo de fezes
frescas. Os swabs foram processados em um tempo maximo de 30 dias no
Laboratério de Bacteriologia e Micologia (LBM — VPS — FMVZ — USP, Campus Sao
Paulo).

No primeiro dia de processamento, realizou-se a pré-cultura dos swabs em
meio BHI (Brain Heart Infusion) a 37°C por 24h. Neste mesmo dia, os swabs foram
estriados em Agar MacConkey e, também, incubados a 37°C por 24 e 48h, com
leitura das placas semeadas apos estes periodos para caracterizagdo das coldnias
quanto a seu aspecto macroscoépico.

Cada col6nia morfologicamente distinta foi, entédo, cultivada individualmente
em meio BHI, a 37°C por 24h. Apds esse periodo, com auxilio de uma haste
bacteriologica, os produtos de cultivo foram submetidos a testes bioquimicos /
metabdlicos seguindo o método descrito por Holt et al. (1994) adaptado a rotina
diagndstica do laboratério. Estes testes abrangeram os seguintes meios de prova:
Triple Sugar Iron (TSI), Indol, Citrato, Malonato, Lactose, Glicose, Fenilalanina e
Agar Semi-sélido. Nos casos em que as provas anteriormente descritas ndo foram
suficientes para a identificagdo da colbnia realizou-se adicionalmente a prova da
urease.

Adicionalmente, também no primeiro dia de processamento realizou-se, a
semeadura dos swabs em meio XLT4, para favorecer o crescimento de Salmonella
spp. As colbnias isoladas por este método e que apresentaram aspecto morfolégico
sugestivo de Salmonella spp (colbnias rosadas e/ou com producdo de &acido
sulfidrico) foram submetidas ao mesmo método de identificacao, ja descrito.

A Figura 5 apresenta um fluxograma do processamento de cada swab:
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Swab retal
A4

| Agar MacConkey W Caldo BHI XLT4
l Leitura 24 e 48h ‘ L Agar MacConkey ] l Leitura 24 e 48h l
Captura das colonias [ Leitura24 e 48h 1 Captura das colénias
isoladas e semeadura em isoladas com morfologia
novo BHI l sugestiva de Saimonella
l \ Todtes spp. e semeadura em BHI
bioquimicos / l
Testes metabdlicos
bioguimicos / ~ Testes
metabdlicos bioquimicos /
metabdlicos

Figura 5 — Fluxograma dos procedimentos realizados para diagnéstico bacteriolégico

Todas as colénias isoladas foram armazenadas em palhetas para
congelamento em botijdo de nitrogénio liquido (-196°C), em meio BHI com 5% de
glicerol, para aumento da colecdo de bactérias do LBM. Além disso, esse foi o
método utilizado para conservagdo das Escherichia coli, para posterior investigacéo
de fatores de viruléncia.

3.3 DETECGAO DE FATORES DE VIRULENCIA DE Escherichia coli

A viruléncia das Escherichia coli isoladas foi investigada através de uma
Multiplex-PCR utilizando pares de primers destinados a deteccdo dos genes
codificadores dos seguintes fatores de viruléncia: intimina (eae), K99, F41, toxina
Shiga like dos tipos 1 e 2 (Stx1 e Stx2, respectivamente), e toxina termo-estavel do
tipo a (Sta) (OK et al., 2009). No Quadro 2 estao apresentadas as seqiiéncias de
nucleotideos dos primers utilizados, bem como os respectivos tamanhos de
fragmentos amplificados esperados.
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Gene Sequéncia (5'-3') Amplicon (pb)
Stx1 (F) TTC GCT CTG CAA TAG GTA

Stx1 (R) TTC CCC AGT TCA ATG TAA GAT >9
Intimina (F) | ATATCC GTT TTAATG GCTATC T 405
Intimina (R) | AAT CTT CTG CGT ACT GTGTTC A

F41 (F) GCA TCA GCG GCA GTATCT

F41 (R) GTC CCT AGC TCAGTATTATCACCT 280
K99 (F) TAT TAT CTT AGG TGG TAT GG 314
K99 (R) GGT ATC CTT TAG CAG CAG TATTTC

Sta (F) GCT AAT GTT GGC AAT TTT TATTTC TGT A 190
Sta (R) AGG ATT ACAACA AAG TTC ACAGCAGTAA

Stx2 (F) GTGCCTGTTACT GGG TTTTTC TTC

Stx2 (R) AGG GGT CGA TAT CTC TGT CC e

* Adaptado de Ok et al., 2009

Quadro 2 - Genes codificadores de fatores de viruléncia de E. coli investigados pela mulptiplex-PCR
com seus respectivos primers para amplificagéo no sentido 5°-3’ (F - foward) e no sentido
3’-5" (R - reverse) e os respectivos tamanhos de fragmento esperados, em pares de
bases (pb)

Como controle positivo foram utilizadas duas amostras padrdao de E. coli
denominadas EDL33 (contendo os genes codificadores para Stx1, Stx2 e Intimina) e
B41 (contendo os genes codificadores para Sta, F41 e K99), gentilmente cedidas
pelo Prof. Dr. Marcos Bryan Heinemann (Universidade Federal de Minas Gerais).
Como controle negativo foi utilizada agua ultra-pura, adicionando-se um tubo para
controle negativo a cada 5 amostras.

As palhetas de congelamento contendo as colénias previamente congeladas
em BHI acrescido de 5% de glicerol foram retiradas do nitrogénio liquido e mantidas
em geladeira (4°C) para descongelamento de seu conteudo. O conteudo da palheta
foi transferido para um tubo de ensaio contendo meio de cultivo BHI e incubado a
37°C por 24h para crescimento bacteriano. Passado esse periodo, coletaram-se
20uL do meio de cultivo contendo E. coli e adicionaram-se a 180uL de tampé&o Tris
10mM — EDTA 1mM (TE) pH=8,0, previamente acondicionados em um tubo tipo

eppendorff de 1,5mL, e essa solucao foi destinada a extracao de DNA.
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Para a extragao de DNA, a solugéo foi homogeneizada com auxilio de vortex
por 10 segundos e incubada a 99°C, em banho seco, durante 10 minutos. Em
seguida, transferiram-se os tubos para banho de gelo, no qual permaneceram por 15
minutos. Por fim, centrifugaram-se as solugbes a 12.000 x g por 1 minuto e, com
auxilio de pipetador, coletaram-se 140uL de sobrenadante, transferidos para um
novo tubo como amostra.

Para a realizacdo da multiplex-PCR, 2,6uL de DNA total extraido foram
adicionados ao mix de reagdo contendo: 1 x PCR Buffer (Invitrogen™), 0,2mM de
cada dNTP, 0,5uM de cada primer (Quadro 2), 1,5mM MgCl,, 1,25U Taqg platinum
DNA polimerase (Invitrogen™), para uma reacao final de 25uL. A solucéao final foi

submetida aos ciclos apresentados no Quadro 3.

Temperatura
Passo (°C) Tempo
1 94 3min
2 95 30s
3 50 45s
4 70 1min
5 Repetir 24 vezes do passo 2 ao passo 4
6 70 10min

Quadro 3 — Ciclos de temperatura com seus respectivostempos de duragdo para a realizagdo de
Mutiplex-PCR para detecgédo de genes codificadores de fatores de viruléncia de E. coli
(OK et al., 2009)

Dez microlitros do produto de reagao foram analisados em eletroforese em gel
de agarose 1,5% corado com brometo de etideo a 0,5uL/mL e observado sob luz
ultravioleta, sendo consideradas positivas as amostras que demonstraram produtos

amplificados de tamanhos previstos no Quadro 2.

3.4 PESQUISA DE PROTOZOARIOS E HELMINTOS

As aliquotas reservadasao exame coproparasitoldgico, conforme previamente
descrito, foram processadas no Laboratério de Doengas Parasitarias (LDP — VPS —
FMVZ — USP, Campus Sao Paulo).
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Para a detecgao de oocistos e cistos de protozoarios e ovos de helmintos,
realizou-se o exame parasitologico pelo método de centrifugo-sedimentagdo em
agua-éter (FERREIRA et al., 1962), também conhecido como método de Ritchie.
Como a presenga de gordura nas fezes de lactentes pode prejudicar a visualizagao
de estruturas pequenas, o método de Ritchie foi utilizado, ainda, para clarificar as
amostras que foram posteriormente submetidas a técnica de centrifugo-flutuagdo em
solugdo supersaturada de sacarose, densidade 1,29/cm3 (OGASSAWARA,;
BENASSI, 1980; LALLO, 1993), técnica também conhecida como método de
Sheater. Vale lembrar que o método de Sheater permite, inclusive, a identificagdo de
protozoarios pertencentes ao género Cryptosporidium spp (DUBEY et al., 1990).

A Figura 6 apresenta um fluxograma dos procedimentos adotados:

Figura 6 - Fluxograma dos procedimentos realizados para diagndstico parasitolégico: método
de Sheather modificado (a esquerda) e método de Ritchie modificado (a direita)
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As amostras foram classificadas, quanto a presenca de cada parasita,
segundo a quantidade de estruturas parasitarias observadas na maioria dos campos

examinados a microscopia otica (50% ou mais), conforme apresentado no Quadro 4:

Classificagdo | Oocistos / Cistos / Ovos
da amostra por Campo (250%)
raros <1
(+) 1
(++) 2
(+++) 3
(++++) 4

Quadro 4 - Critério semi-quantitativo utilizado para classificagdo das amostras ao exame
coproparasitologico

Nos casos em que houver divergéncia dos resultados obtidos em cada uma
das técnicas empregadas, sera considerado como resultado final o conjunto de
parasitas encontrado em ambas, € nos casos em que houver diferengca na

quantificacdo dos parasitas, sera considerado o maior escore encontrado.

3.5 PESQUISA DE CORONAVIRUS BOVINO (BCOV)

A pesquisa de coronavirus bovino foi realizada utilizando-se uma reagao de
transcricdo reversa seguida por reagdo em cadeia pela polimerase em nested
(nested-RT-PCR) dirigida @ amplificagdo de um segmento de 136 pares de bases da
ORF1b, codificadora da RNA-polimerase RNA-dependente viral (RdRp), segundo
descrito por Brandéo et al. (2005).

Como controle positivo, utilizou-se a amostra de referéncia de coronavirus
bovino denominada amostra Kakegawa (AKASHI et al., 1980), mantida em cultura
de células da linhagem HmLu (pulmdo de hamster), com titulo hemaglutinante de
256.
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Como controle negativo, foi utilizada agua tratada com 0,1% de dietil-
pirocarbonato (agua DEPC), na propor¢cdo de 1 controle negativo para cada 5
amostras.

O RNA total foi extraido do das aliquotas reservadas para o exame viroldgico
(conforme item 3.1.2) utilizando-se TRIzol Reagent (Invitrogen™) de acordo com as
instrugdes do fabricante.

Para a realizagdo da transcricdo reversa (RT), foram desnaturados 3,5uL do
RNA extraido, submetendo-o a 95°C durante 5 minutos e adicionado ao mesmo o
mix de transcrigdo reversa contendo: 1 x First Strand Buffer (Invitrogen™), 1mM de
cada dNTP, 10mM DTT, 2,5ng de Random Hexamers (Invitrogen™), 100U de M-
MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen™) e agua-DEPC q.s.p. 10yL, realizando-se
a transcricao reversa a 42°C por 60 minutos.

Para a realizagdo da PCR, um volume de 2,5uL de cDNA, produto da RT, foi
adicionado ao mix de PCR contendo: 1 x PCR Buffer (Invitrogen™), 0,2mM de cada
dNTP, 0,5 uM de cada primer 4Bm e 2Bp (Quadro 5), 1,5mM MgCl,, 0,625U de Taq
platinum DNA polimerase (Invitrogen™) e agua DEPC para uma reacéo final de
25uL, submetendo-se a solugdo a 6 ciclos de 94°C/1 minuto, 40°C /2 minutos e
72°C/1 minuto; 36 ciclos de 94°C/1 minuto, 50°C /1,5 minutos e 72°C/1 minuto;
seguidos por um ciclo de 72°C/10 minutos para extenséo final.

Por fim, procedeu-se a segunda amplificacdo (Nested), adicionando-se 2,5uL
do produto da primeira amplificacdo (PCR) ao mix de nested-PCR contendo: 1 x
PCR Buffer (Invitrogen™), 0,2mM de cada dNTP, 0,5uM de cada primer, CV2L e
CV2U (quadro X), 1,5mM MgCl,, 0,625U de Taq DNA polimerase (Invitrogen™) e
agua DEPC, para uma reacao final de 25uL, submetendo-se a solugao final a 26
ciclos de 94°C/1 minuto, 54,8°C /1,5 minutos e 72°C/1 minuto seguidos de um ciclo

de 72°C/10’ para extensao final.
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Amplicon
Primer Sequéncia (5' - 3') Referéncia
(pb)
4Bm |TCACAYTTWGGATARTCCCA 051 Stephensen et al.,
2Bp |ACTCARWTRAATYTNAAATAYGC 1999
CV2L |TACTATGACTGGCAGAATGTTTCA
136 Brandéo et al., 2005
CV2U |AACATCTTTAATAAGGCGRCGTAA

Quadro 5 — Primers dirigidos ao gene da RdRp utilizados na nested-RT-PCR para a deteccédo de
coronavirus bovino

Dez microlitros da reacédo de nested foram analisados por eletroforese em gel
de agarose a 1,5%, corado com brometo de etideo 0,5ug/mL e observado sob luz
ultravioleta, sendo consideradas positivas as amostras que resultaram na banda de
136 pb.

3.6 RT-PCR PARA A AMPLIFICACAO DA REGIAO CODIFICADORA DA
SUBUNIDADE S1 DA PROTEINA S DE CORONAVIRUS BOVINO

As amostras positivas na PCR dirigida ao gene RdRp foram submetidas a
uma nova PCR, dirigida a amplificacdo de um segmento de 488 pares de bases
contendo a regido hipervariavel do segmento codificador da subunidade S1 da
proteina S do coronavirus bovino, conforme protocolo descrito por Brandao et al.
(2003), com o objetivo de se produzirem amplicons a serem submetidos a
sequenciamento de DNA para estudos genealdgicos das amostras de BCoV
detectadas.

Para tanto, utilizaram-se 5 yL do cDNA obtido da RT realizada utilizando-se
primers randémicos (item 3.5, Pesquisa de BCoV) , que foram adicionados ao mix de
PCR contendo: 1 x PCR Buffer™ (Invitrogen™), 0,2mM de cada dNTP, 0,5uM de
cada primer (S1HS e S1HA, Quadro 6), 1,5mM MgCl,, 25,25uL agua DEPC e 1,25U
de Taq platinum DNA polimerase (Invitrogen™), para um volume final de 50uL. A
solucao final foi submetida a 35 ciclos de 94°C/1 min, 53,4°C/1,5 min e 72°C/1’ e

72°C/10 min para a extensao final.
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A segunda amplificacdo ou nested PCR foi realizada adicionando-se 5 uL do
produto da primeira amplificacdo (PCR) ao mix de nested PCR: 1 x PCR Buffer
(Invitrogen™), 0,2mM de cada dNTP,
0,5uM de cada primer, SINS e S1NA (Quadro 6), 1,5mM MgCl,, 25,25uL de agua
DEPC e 1,25U de Taq platinum DNA polimerase (Invitrogen™), para uma reacéo
final de 50uL. A solucéao final foi submetida a 25 ciclos de 94°C/1 min, 58,4°C /1,5
min e 72°C/1 min para extensdo de DNA e 72°C/10 min para extenséo final.

Nessa reacao também se utilizou a amostra Kakegawa como controle positivo

e agua DEPC como negativo.

. Amplicon
Primer Sequéncia (5" - 3")
(pb)
S1HA CTATACCCAATGGTAGGA 885
S1HS CTGAAACACGACCGCTAT
SINA | GTTTCTGTTAGCAGGTTTAA 488
SINS | ATATTACACCTATCCCCTTG

Quadro 6 — Primers utilizados para detecgdo do gene codificador da proteina S dos BCoV, com os
respectivos tamanhos de fragmentos amplificados

Dez microlitros do produto de nested foram analisados por eletroforese em gel
de agarose a 1,5 % corado com brometo de etideo a 0,5ug/mL e observado sob luz
ultravioleta. Foram consideradas positivas as amostras que apresentaram a banda
de 488 pb.

3.7 PESQUISA DE ROTAVIRUS (RV-A) DO GRUPO A

Para a pesquisa de rotavirus (RV-A) do grupo A, utilizou-se o kit de ELISA
duplo-sanduiche KERI para diagnéstico direto (CORNAGLIA et al., 1989), produzido
pelo INTA (Instituto Nacional de Tecnologia, Argentina), gentilmente cedido ela

pesquisadora Daniela Rodriguez (INTA Castellar, Argentina).
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3.7.1 Controles positivos e negativos

Para calibragdo da leitura das placas pelo espectofotémetro, utilizou-se
PBS/Tween como branco. Como controle positivo utilizou-se rotavirus, amostra RV-
A 8209 (RODRIGUEZ et al., 2004), produzido em cultivo de células MA-104, com
titulo de 10"®°TCIDsg/200uL, diluida a 1:10 em &agua-DEPC. Como controle
negativo utilizou-se suspensao fecal diluida a 30% em agua DEPC, obtidas de
amostras negativas para a presenca de rotavirus segundo RT-PCR para o gene
codificador da RNA polimerase viral/ VP1 (Asano, 2009), utilizando-se um controle

negativo, em duplicata, para cada placa.

3.7.1.1  Sensibilizacdo das placas, anticorpos primario, secundario e conjugado

Para a realizacao dos ensaios, foram utilizadas placas para ELISA (NUNC®)
com 96 pocos de fundo chato.

Os pocgos destinados a captura positiva dos RV-A, foram sensibilizados com
100uL de soro hiperimune de cobaio imunizado com Rotavirus Bovino do Grupo A
(amostra NCDV-Lincoln) diluida em tampao carbonato-bicarbonato 0,05M pH9,6,
para uma razao final de 1:7000.

Os pocgos destinados a captura negativa foram sensibilizados com 100uL soro
de cobaio ndo imunizado, diluido da mesma forma anteriormente descrita. As
placas, ja contendo os soros de captura positiva e negativa foram incubadas a 4°C,
em camara umida, overnight.

Como anticorpo secundario, utilizou-se soro hiperimune de bovino desafiado
com a amostra de RV-A mencionada anteriormente, diluido em PBS/Tween 20 para
uma razéo final de 1:6000. A reacédo foi revelada com anticorpo comercial anti-lgG
bovina marcado com peroxidase, também diluido em PBS/Tween 20, para uma
diluigcao final de 1:7000.
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As diluigdes de cada um dos anticorpos foram previamente determinadas em

ensaios de padronizacao da técnica no LABMAS.

3.7.2 Aplicacao do ELISA as amostras fecais

As amostras fecais foram previamente diluidas a 30% em agua DEPC,
homogeneizadas por 15s, com auxilio de vértex, e clarificadas a 5.000 x g por 15
minutos a 4°C, tomando-se o sobrenadante para a pesquisa de rotavirus.

Para a realizac&do de todo o ensaio, utilizou-se o lavador de placas We Wash-
Denley (Uniscience®), com o auxilio do qual se descartou o conteudo previamente
aplicado para sensibilizagdo dos pogos (conforme descrito no item anterior — 4.7.1.1)
e procedeu-se a lavagem dos mesmos com PBS/Tween 2 vezes.

Em seguida, 100uL de cada amostra foram aplicados em 2 pocos de captura
positiva e 2 pogos de captura negativa, constituindo as duplicatas para analise das
mesmas. Além das amostras, cada placa recebeu controle positivo, controle
negativo e PBS (como branco), todos em duplicata, conforme descrito para as
amostras.

Uma vez aplicadas as amostras e os controles, as placas foram incubadas em
camara umida, por 1h a 37°C. ApoOs isso, retiraram-se as amostras aplicadas e
procedeu-se a lavagem dos pogos com PBS/Tween 4 vezes.

Depois da lavagem, foram aplicados 100uL de anticorpo secundario
(preparado conforme item 4.7.1.1) em cada pogo, e repetiu-se a incubagdao em
camara umida, por 1h a 37°C, apos a qual se sucedeu a retirada do mesmo e a
lavagem dos pogos com PBS/Tween, 4 vezes.

Em seguida, aplicaram-se 100uL de conjugado anti-lgG bovina marcado com
peroxidase (também previamente preparado conforme item 4.7.1.1) em todos os
pocos, repetindo-se, novamente, a mesma incubagao a 37°C, em camara umida.
Passada 1h, o conteudo dos pocos foi retirado e procedeu-se a lavagem com PBS /
Tween, agora 5x.

Por fim, utilizou-se H,O,/ABTS como substrato cromdgeno, aplicando-se

100uL do mesmo em cada pogo e incubando-se a placa ao abrigo da luz, por 10
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minutos a temperatura ambiente. A reagdo do cromdgeno foi interrompida pela
adigao de 50uL de SDS 5% em cada pogo.

A absorbéncia de cada pogo foi lida sob comprimento de onda de 405nm,
utilizando-se o leitor Multiskan EX (Thermo Electron Corporation®) e o programa
Ascent® Software for Multiskan.

A Figura 7 ilustra o fluxograma dos procedimentos descritos.

100pL de Ac de captura positiva (Ac de cobaio anti-RV) nos pogos das colunas de nimero impar
100pL de Ac de captura negativa (Ac de cobaio ndo imunizado) nos pogos das colunas de nimero par

\l/ Incubacéao overnight em camara umida a 4°C

L Descarte do contetido da placa e lavagem (2x) com PBS/Tween ‘
L 100pL de cada amostra em 2 pogos de captura positiva e 2 pogos de captura negativa }

\L Incubagéo 1h em c&mara umida a 37°C

| Descarte do conteudo da placa e lavagem (4x) com PBS/Tween l

|

I 100pL de anticorpo secundario (Ac bovino anti-RV) em todos os pogos I

i Incubagéo 1h em c&mara Umida a 37°C

[ Descarte do contetido da placa e lavagem (4x) com PBS/Tween '

l

I 100pL de conjugado (Ac anti IgG bovina marcado com peroxidase) em todos os pogos ’

\L Incubacéo 1h em c&mara umida a 37°C

l Descarte do conteiido da placa e lavagem (5x) com PBS/Tween ‘
l 100uL revelador (complexo H,O/ABTS - cromogeno) em todos os pogos ‘

Incubagao 10 min em temperatura ambiente e 20
abrigo da luz

| 50pL SDS 5% em todos os pogos ’

!

[ Leitura comprimento de onda 405nm e anailise dos dados

Figura 7 — Fluxograma dos procedimentos realizados para a investigacéo da presenca de RV-A do
grupo A utilizando ELISA direto duplo-sanduiche

3.8 INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS

As planilhas contendo as absorbancias lidas em cada pogo foram copiadas
para o programa Excel (Microsoft® Office). Calculou-se a densidade optica (DO)
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corrigida de cada amostra, subtraindo-se a DO do poc¢o de captura negativa da DO
do poco de captura positiva (DO corrigida = DO captura positiva — DO captura
negativa). Calculou-se, ainda, a média e o desvio padrdo das DOs dos pocos
brancos (pocos de captura positiva que receberam PBS como amostra). Por fim,
calculou-se o ponto de corte para 0 ensaio somando-se o valor de 3 desvios padrao
ao valor da média do branco (Ponto de corte = Média do Branco + (3x Desvio
Padréo do Branco)).

O ensaio foi considerado valido quando a DO do controle positivo foi maior
gue o ponto de corte e quando a media corrigida da DO do controle positivo foi maior
que 0,2UA.

As amostras foram consideradas positivas quando, similarmente ao controle
positivo, a DO de captura positiva foi maior que o ponto de corte do ensaio e quando
a média corrigida da DO foi maior que 0,2UA. Contrariamente, as amostras foram
consideradas negativas quando o valor da DO de captura positiva foi menor que o

ponto de corte do ensaio e a DO corrigida foi menor que 0,2UA.

3.9 ANALISE DOS RESULTADOS

Com a finalidade de se determinarem os patégenos de maior importancia
para os casos de diarréia, a frequéncia de ocorréncia de cada um dos patégenos
entéricos encontrados foi comparada entre as duas propriedades estudadas, pelo
teste de Chi-quadrado com 1 grau de liberdade e valor de alfa de 0,05, utilizando-se
o programa Minitab (Minitab Versdo 14.1° 1972-2003, Minitab INC). Nos casos em
que os valores das frequéncias forem muito baixas, inviabilizando a aplicacdo de

teste de Chi-quadrado, sera utilizado o teste de Fisher.
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4 RESULTADOS

4.1 PROPRIEDADE COM CASOS ESPORADICOS DE DIARREIA

Cuidando para impactar minimamente no manejo dos animais e na rotina de
trabalho dos funcionéarios das propriedades estudadas, foi atendida a sugestdo de
trabalhar com 2 lotes de animais, com momentos de colheita distintos. As datas de
cada uma das colheitas estdo apresentadas no Quadro 7.

Lote Colheita Data
C1 25/09/2008
Cc2 26/11/2008

= C3 18/12/2008
C4 25/05/2009
C1 26/11/2008
L2 C2 27/01/2009

C3 24/02/2009
C4 29/06/2009

Quadro 7 - Data de realizagdo das colheitas na fazenda com casos esporadicos de diarréia dos lotes
1(L1)e2(L2)

4.1.1 Primeira colheita (cl)

Em setembro (L1) e novembro (L2) de 2008, realizou-se a primeira colheita de
amostras na fazenda com casos esporadicos de diarréia, foram colhidas amostras
de 29 animais, sendo o 30° incluido a partir da segunda colheita. A média de idade

dos animais foi de 4 dias e nenhum dos animais apresentou diarréia.
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4.1.1.1 Exame virolégico

A amostra de 1 animal foi positiva a nested-RT-PCR para deteccédo de BCoV
(3,44%) e 3 amostras apresentaram-se positivas no ELISA para deteccédo de RV-A
do grupo A (10,34%).

4.1.1.2 Exame coproparasitolégico

Nao se detectaram parasitas em nenhuma das amostras por nenhuma das

duas técnicas realizadas.

4.1.1.3 Exame bacterioldgico

Ao exame bacteriolégico, dos 29 swabs semeados, obtiveram-se 33 coldnias
isoladas. Dessas 29 amostras, 23 (79,31%) resultaram em isolamento de E. coli em
cultura pura, isto €, sem o0 co-isolamento de outras espécies de bactérias; 2 (6,9%)
resultaram em isolamento de Klebsiella pneumoniae subesp. azanae, também em
cultura pura; e quatro (13,79%) resultaram em co-isolamento de duas espécies de
enterobactérias: E. coli e Klebsiella oxytoca, E. coli e Klebsiella pneumoniae
subesp. azanae, E. coli e Aeromonas hydrophila e, finalmente, E. coli e uma coldnia
bacteriana que nao apresentou perfil de fermentacéo que permitisse caracterizagao
pelo método utilizado no presente estudo e, por essa razdo, foi chamada de “Né&o
fermentadora”. Os resultados do exame bacterioldégico estdo apresentados na
Tabela 1.
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Tabela 1 - Espécies de bactérias isoladas de swabs retais de bezerros de corte
na primeira colheita realizada na fazenda com casos esporadicos de
diarréia. Sdo Paulo, 2008

Bactéria %

E. coli 79,31%
Klebsiella pneumoniae subesp. azanae 6,90%
E. coli + 1 espécie de enterobactéria 10,34%
E. coli + Nao fermentadora 3,45%
Total 100,00%

4.1.1.3.1 Deteccao de fatores de viruléncia de E. coli

N&o se detectou a presenca de nenhum dos genes codificadores dos fatores
de viruléncia investigados pela Multiplex-PCR utilizada no presente estudo, em

nenhuma das 27 colonias de E. coli isoladas.

4.1.2 Segunda colheita (c2)

Na segunda colheita de amostras na fazenda com casos esporadicos de
diarréia, realizada em novembro (L1) de 2008 e janeiro de 2009 (L2), colheram-se
amostras dos 30 animais que totalizaram o grupo experimental, e a idade média nos
mesmos, nessa ocasido, foi de 63 dias. No momento da colheita, 2 animais

apresentavam diarréia.
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4.1.2.1 Exame virolégico

Dentre as amostras obtidas nessa segunda colheita, 2 (6,66%) foram
positivas a nested-RT-PCR para deteccdo de BCoV, e 1 (3,33%) foi positiva para
RV-A.

4.1.2.2 Exame coproparasitologico

No exame coproparasitolégico, 3 (10%) amostras apresentaram resultado
negativo. Encontraram-se oocistos de Eimeria spp em 27 das amostras, em
diferentes quantidades: raros (22 — 73,33%), 1+ (4 - 13,33%) e 4+ (1 — 3,33%).
Encontraram-se, ainda, raros ovos de helmintos da superfamilia Strongyloidea em 5

amostras (16,66%). Os dados descritos estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Parasitas identificados por exame coproparasitolégico em amostras
fecais de bezerros de corte na segunda colheita realizada na fazenda
com casos esporadicos de diarréia. Sdo Paulo, 2008-2009

Coproparasitolégico Final

Parasita Quant. %

Negativo 0 10,00%
Eimeria spp raros 73,33%
Eimeria spp + 13,33%
Eimeria spp ++++ 3,33%
Strongyloidea raros 16,67%

As técnicas de centrifugo-sedimentacdo em agua-éter (método de Ritchie) e
centrifugo-flutuacdo em solucdo supersaturada de sacarose (meétodo de Sheater)
apresentaram divergéncias na deteccdo do parasitas em 12 (40%) das amostras

investigadas.
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O método de Sheater apresentou maior sensibilidade na detec¢éo de oocistos

de Eimeria spp em 10 amostras, identificando o parasita em amostras diagnosticas

negativas para o mesmo pelo método de Ritchie (5 amostras) e identificando-o em

maior quantidade (5 amostras).

As técnicas divergiram, também, na identificacdo de ovos de Strongyloidea

em 4 amostras, sendo que 2 delas apresentaram resultado negativo pelo método de

Ritchie e resultado positivo (com deteccdo de raros ovos desses helmintos) pelo

método de Sheater, e vice versa. Os resultados referentes a cada uma das técnicas

estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Parasitas identificados por exame coproparasitolégico em amostras
fecais de bezerros de corte na segunda colheita realizada na fazenda
com casos esporadicos de diarréia, pela técnica de centrifugo-flutuacao
em solucdo supersaturada de sacarose (método de Sheater modificado)
e de centrifugo-sedimentacdo em agua-éter (método de Ritchie). Sao
Paulo, 2008-2009

Resultados obtidos pelos diferentes métodos
Agua-Eter Sacarose

Parasita Quant. % Parasita Quant. %

Negativo 0 26,67%  Negativo 0 10,00%

Eimeria spp raros 73,33%  Eimeria spp raros 73,33%

Eimeria spp + 0,00% Eimeria spp + 13,33%

Eimeria spp ++++ 0,009  Eimeria spp ++++ 3,33%

Strongyloidea raros 10,00%  Strongyloidea raros 16,67%

4.1.2.3 Exame bacterioldgico

Dos 30 swabs colhidos, isolaram-se 38 colonias de bactérias distintas. Em 23

(73,33%) das amostras, isolou-se exclusivamente Escherichia coli; em 2 amostras

foram isoladas E. coli e uma colbnia de bactéria Ndo Fermentadora, e em 6

amostras (20%) isolaram-se E. coli e mais uma das seguintes enterobactérias:

Klebsiella pneumoniae subesp. Azanae, Edwarsiella tara biogrupo | e Hafnia alvei.

Os resultados descritos nesse item estao apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4 - Espécies de bactérias isoladas de swabs retais de bezerros de corte
na segunda colheita realizada na fazenda com casos esporédicos de
diarréia. Sdo Paulo, 2008-2009

Bactéria %

E. coli 73,33%
E. coli + 1 espécie de enterobactéria 20,00%
E. coli + Nao Fermentadora 6,67%
Total 100,00%

4.1.2.3.1 Deteccao de fatores de viruléncia de E. coli

Detectou-se a presenca do gene codificador da toxina Shiga-like do tipo 1
(Stx1) em 1 amostra (3,33%), do gene codificador de intimina (eae) em 2 (6,66%)
amostras e do gene codificador da adesina K99 em 3 amostras (10%).

Vale ressaltar que foram detectados simultaneamente os genes codificadores
de eae e K99 em uma mesma col6nia de E. coli. Vale destacar, ainda, que foram
isoladas 2 colénias de E. coli geneticamente distintas de um Unico swab, uma
contendo o gene codificador da eae e outra contendo o gene codificador de K99.

N&o foi detectada a presenca de genes codificadores de fatores de viruléncia

em 26 (83,87%) das 31 colbnias de E. coli isoladas no total.

4.1.3 Terceira colheita (c3)

Em dezembro de 2008 (L1) e fevereiro de 2009 (L2), foram colhidas amostras
fecais dos mesmos 30 animais amostrados na colheita anterior. Nessa ocasiao,

nenhum deles apresentava diarréia e a média de idade dos mesmos era de 89 dias.
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4.1.3.1 Exame virolégico

N&o foi detectada a presenca de BCoV em nenhuma das amostras obtidas
nessa colheita.

Foi detectada a presenca de RV-A em uma das amostras.

4.1.3.2 Exame coproparasitolégico

Nao foram detectados parasitas em 5 (16,57%) das 30 amostras obtidas
nessa terceira colheita. Detectaram-se a presenca de raros oocistos de Eimeria spp
em 25 (83,33%) amostras e de, também, raros ovos de Strongyloidea em 6 (20%)
amostras. Os resultados finais referentes a essa colheita estdo apresentados na
Tabela 5.

Tabela 5 - Parasitas identificados por exame coproparasitolégico em amostras
fecais de bezerros de corte na terceira colheita realizada na fazenda
com casos esporadicos de diarréia. Sao Paulo, 2008-2009

Coproparasitolégico Final

Parasita Quant. %

Negativo 0 10,00%
Eimeria spp Raros 83,33%
Strongyloidea Raros 20,00%

Assim como observado no exame das amostras da colheita 2, verificou-se a
divergéncia de resultados, entre os dois métodos empregados, em 12 (40%) das
amostras investigadas.

Novamente, o método de Sheater apresentou maior sensibilidade na
deteccdo de oocistos de Eimeria spp, identificando o coccidio em 7 amostras que

haviam sido diagnosticas negativas para o mesmo pelo método de Ritchie. Em 1 das
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amostras, o método de Sheater também foi mais sensivel na deteccéo de raros ovos
de Strongyloidea que nao foram detectados pelo método de Ritchie.

Contrariamente, o método de centrifugo-sedimentacdo em agua-éter
apresentou maior sensibilidade na deteacdo de Strongyloidea, detectando raros
ovos dessa familia de helmintos em 3 amostras nas quais 0 método de Sheater ndo
os havia identificado. Os dados referentes a cada uma das técnicas estdo

apresentados da Tabela 6.

Tabela 6 - Parasitas identificados por exame coproparasitolégico em amostras
fecais de bezerros de corte na terceira colheita realizada na fazenda
com casos esporadicos de diarréia, pela técnica de centrifugo-
flutuacdo em solucdo supersaturada de sacarose (método de Sheater
modificado) e de centrifugo-sedimentacdo em agua-éter (método de
Ritchie). Sdo Paulo, 2008-2009

Resultados obtidos pelos diferentes métodos

Agua-Eter Sacarose
Parasita Quant. % Parasita Quant. %
Negativo 0 40,00%  Negativo 0 20,00%
Eimeria spp raros 60,009%  Eimeria spp raros 80,00%
Strongyloidea raros 16,67%  Strongyloidea raros 6,67%

4.1.3.3 Exame bacterioldgico

A partir dos 30 swabs colhidos, isolaram-se 42 coldnias de bactérias distintas,
das quais 29 foram E. colis. Em 18 (60%) amostras, foi isolada E. coli em cultura
pura. Também em cultura pura, swabs isolou-se Salmonella spp em 1 (3,33%) das
amostras examinadas. Em uma das amostras isolou-se E. coli em co-infec¢do com
uma bactéria Nao fermentadora. Nos demais swabs obteve-se o coi-isolamento de
E. coli com outras espécies de enterobactérias bactérias: Klebsiella oxytoca,
Klebsiella pneumoniae, Klebsiella pneumoniae subesp. azanae, Shigella spp,
Edwarsiella tarda biogrupo I, Citrobacter diversus e Citrobacter freudii.

Os referidos resultados estédo apresentados da Tabela 7.
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Tabela 7 - Espécies de bactérias isoladas de swabs retais de bezerros de corte
na terceira colheita realizada na fazenda com casos esporadicos de
diarréia. Sdo Paulo, 2008-2009

Bactéria %

E. coli 60,00%
Salmonella spp 3,33%
E. coli + Nao fermentadora 3,33%
E. coli + 1 espécie de enterobactéria 30,00%
E. coli + 2 espécies de enterobactérias 3,33%
Total 100,00%

4.1.3.3.1 Deteccao de fatores de viruléncia de E. coli

Dentre as amostras examinadas, 4 (13,33%) apresentaram-se positivas para
0 gene codificador da Stx1 e 3 para o gene codificador da eae. Em amos 0s casos, 2
das amostras positivas provieram de E. coli isolada em cultura pura.

Em 24 (82,76%) das 29 E. coli isoladas, ndo foi verificada a presenca de
nenhum dos fatores de viruléncia investigados pela Multiplex-PCR empregada nesse

trabalho.

4.1.4 Quarta colheita (C4)

A guarta colheita da fazenda com casos esporadicos de diarréia foi realizada
em maio de 2009 (L1) e em junho de 2009 (L2), na ocasido da desmama dos
mesmos. A idade média dos animais era de 239 dias e nenhum deles apresentou

diarréia ao momento da colheita.
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4.1.4.1 Exame virolégico

Nessa colheita, ndo detectou-se nem a presenca de BcoV, nem a presencga
de RV-A do grupo A.

4.1.4.2 Exame coproparasitologico

Em 11 (36,57%) das amostras colhidas nao foi detectada a presenca de
parasitas. Detectaram-se raros oocistos de Eimeria spp em 18 (60%) amostras, e
raros ovos de helmintos da familia Strongyloidea em 2 (6,66%) das 30 amostras
colhidas. Os resultados finais do exame coproparasitolégico referente a quarta

colheita de amostras esta apresentado na Tabela 8.

Tabela 8 - Parasitas identificados por exame coproparasitolégico em amostras
fecais de bezerros de corte na quarta colheita realizada na fazenda
com casos esporadicos de diarréia. Sdo Paulo, 2009

Coproparasitolégico Final

Parasita Quant. %

Negativo 0 36,67%
Eimeria spp Raros 60,00%
Strongyloidea Raros 6,67%

Verificaram-se diferengas nos resultados obtidos pelas duas técnicas
diagnésticas utilizadas em 14 (46,67%) das amostras examinadas. Em apenas 1
amostra o método de Ritchie apresentou maior sensibilidade, detectando raros ovos
de Strongyloidea, enquanto essa mesma amostra foi diagnosticada negativa pelo
método de Sheater. Em contrapartida, a técnica de centrifugo-flutuagcdo em solugéo
supersaturada de sacarose foi mais sensivel na deteccdo tanto de oocistos de
Eimeria spp quanto de ovos de Strongyloidea, em 13 e 2 amostras, respectivamente,

qgue foram diagnosticadas negativas pelo método de Ritchie.
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A Tabela 9 resume os resultados obtidos pelas duas técnicas referidas.

Tabela 9 - Parasitas identificados por exame coproparasitolégico em amostras
fecais de bezerros de corte na quarta colheita realizada na fazenda com
casos esporadicos de diarréia, pela técnica de centrifugo-flutuacdo em
solucdo supersaturada de sacarose (método de Sheater modificado) e de
centrifugo-sedimentacdo em agua-éter (método de Ritchie). Sdo Paulo,

2009
Resultados obtidos pelos diferentes métodos
Agua-Eter Sacarose
Parasita Quant. % Parasita Quant. %
Negativo 0 80,00%  Negativo 0 40,00%
Eimeria spp raros 16,67%  Eimeria spp raros 60,00%
Strongyloidea raros 3,33%  Strongyloidea raros 6,67%

4.1.4.3 Exame bacterioldgico

Foram isoladas 49 colbénias de bactérias distintas, pelo cultivo dos 30 swabs

colhidos. Em 27(90%) amostras foi detectada a presenca de E. coli, sendo que em

12 (40%) as E. coli apresentaram-se em cultura pura. Também ocorreu isolamento

em cultura pura de Klebsiella pneumoniae subesp. azanae em 2 (6,67%) swabs.

Conforme apresentado na Tabela 10, nas demais amostras verificou-se 0 co-

isolamento de E. coli com outras enterobactérias: Citrobacter amalonaticus,

Citrobacter diversus, Citrobacter freudii, Edwarsiella hoshinae, Enterobacter spp,

Klebsiella pneumoniae azanae, Salmonella spp e Shigella spp.
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Tabela 10 - Espécies de bactérias isoladas de swabs retais de bezerros de corte
na quarta colheita realizada na fazenda com casos esporadicos de
diarréia. Sdo Paulo, 2009

Bactéria %

E. coli 40,00%
Klebsiella pneumoniae subesp. azanae 6,67%
E. coli + 1 espécie de enterobactéria 43,33%
E. coli + 2 espécies de enterobactérias 10,00%
Total 100,00%

4.1.4.3.1 Deteccao de fatores de viruléncia de E. coli

Detectou-se a presenca do gene codificador da Stx1 em 1 (3,33%) amostra e
da eae em outra, pela Multiplex-PCR utilizada nesse trabalho. Tendo sido o gene
codificador da eae detectado em uma amostra na qual isolou-se exclusivamente E.
coli.

N&ao foi detectada a presenca de fatores de viruléncia em 26 (96,3%) das 27

colonias de E. coli isoladas das amostras da quarta colheita.

4.2 PROPRIEDADE COM CASOS RECORRENTES DE DIARREIA

Em acordo com a disponibilidade de animais e mantendo a sistematica de
trabalho utilizada na fazenda com casos esporadicos de diarréia, formaram-se 2
lotes de animais para a realizacéo das colheitas. As datas em que as colheitas foram

realizadas estao apresentadas no Quadro 8.



Lote | Colheita Data
Cc1 15/09/2009
Cc2 24/11/2009
H c3 19/01/2010
Cc4 11/02/2010
Cc1 24/11/2009
c2 06/01/2010
L2 c3 29/01/2010
Cc4 02/03/2010
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Quadro 8 - Datas de realizacdo das colheitas na fazenda com casos recorrentes de diarréia dos lotes

1(L1) e 2 (L2)

4.2.1 Primeira colheita (C1)

Em setembro (L1) e novembro (L2) de 2009, realizou-se a primeira colheita de

amostras na fazenda com casos esporadicos de diarréia, foram colhidas amostras

de 31 animais. A média de idade dos animais incluidos no grupo experimental foi de

29 dias e 7 (22.6%) dos animais apresentava diarréia no momento da colheita.

4.2.1.1 Exame virolégico

A amostra de 1 animal foi positiva a nested-RT-PCR para detec¢do de BCoV

(3,22%) e 3 amostras apresentaram-se positivas no ELISA para deteccdo de RV-A

do grupo A (9,7%).
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4.2.1.2 Exame coproparasitologico

Dentre as 31 amostras dessa colheita, 12 (38,71%) foram negativas ao
exame coproparasitolégico e 7 (22,58%) apresentaram raros ovos de helmintos da
super familia Strongyloidea. Detectaram-se raros oocistos de Eimeria spp em 19
(61,29%) das amostras, e uma cruz desse mesmo coccideo em 1 (3,23%) das
amostras. Os resultados dos exames coproparasitoldgicos estdo apresentados na
Tabela 11.

Tabela 11 - Parasitas identificados por exame coproparasitolégico em amostras
fecais de bezerros de corte na primeira colheita realizada na fazenda
com casos recorrentes de diarréia. Sdo Paulo, 2009

Coproparasitolégico Final

Parasita Quant. %
Negativo 0 38,71%
Eimeria spp raros 61,29%
Eimeria spp + 3,23%
Strongyloidea raros 22,58%

Assim como observado no exame coproparasitolégico das amostras
provenientes da propriedade com casos esporadicos de diarréia, houve divergéncia
entre a sensibilidade das técnicas empregadas no exame de 10 (32,25%).

A técnica de centrifugo-flutuacdo em solucédo supersaturada de sacarose foi
mais sensivel na deteccdo de oocistos de Eimeria spp em 3 amostras que foram
diagnosticadas negativas pelo método de Ritchie. Adicionalmente, em 1 outra
amostra na qual haviam-se detectado raros oocistos desse cocidio pela centrifugo-
sedimentacdo em agua-éter, o método de Sheater detectou a presenca de 1 cruz do
parasita. O mesmo ocorreu na deteccdo de ovos de Strongyloidea em 2 amostras
das amostras examinadas, nas quais o método de Ritchie ndo permitiu a deteccao
de parasitas, mas o método do Sheaterpermitiu a deteccdo da presenca de raros

ovos dessa familia de parasitas.
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Entretanto a centrifugo-sedimentacdo em agua-éter apresentou sensibilidade
superior na deteccdo de raros ovos de Strongyloidea em 6 amostras, diagnosticadas
negativas pela centrifugo-flutuagdo em solucéo supersaturada de sacarose.

Os resultados referentes a cada uma das técnicas diagnéticas estdo

resumidos na Tabela 12.

Tabela 12 - Parasitas identificados por exame coproparasitolégico em amostras
fecais de bezerros de corte na primeira colheita realizada na fazenda
com casos recorrentes de diarréia, pela técnica de centrifugo-
flutuacdo em solugdo supersaturada de sacarose (método de
Sheater modificado) e de centrifugo-sedimentacdo em agua-éter
(método de Ritchie). S&o Paulo, 2009

Resultados obtidos pelos diferentes métodos

Agua-Eter Sacarose
Parasita Quant. % Parasita Quant. %
Negativo 0 45.16% Negativo 0 45.16%
Eimeria spp raros 51,61% Eimeria spp raros 54,84%
Eimeria spp + 0,00% Eimeria spp + 3,23%
Strongyloidea raros 19,35% Strongyloidea raros 6,45%

4.2.1.3 Exame bacterioldgico

Dos 31 swabs examinados, foram isoladas 33 colonias de E. coli, sendo tendo
sido 20 (64,52%) delas isoladas em cultura pura. As demais 11 amostras
demonstraram o co-isolamento de E. coli juntamente com outras espécies de
enterobactérias, conforme apresentado na Tabela 13. Dentre as espécies de
enterobactérias co-isoladas detectaram-se: Aeromonas hydrophila, Citrobacter
amalonaticus, Citrobacter diversus, Citrobacter freudii, Edwarsiella hoshinae,
Edwarsiella tarda biogrupo |, Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae subesp.

azanae, Providencia spp e Serratia spp.
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Tabela 13- Espécies de bactérias isoladas de swabs retais de bezerros de
corte na primeira colheita realizada na fazenda com casos
recorrentes de diarréia. Sdo Paulo, 2009

Bactéria %

E. coli 64,52%
E. coli + 1 espécie de enterobactéria 19,35%
E. coli + 2 espécie de enterobactéria 12,90%
E. coli + 3 espécie de enterobactéria 3,23%
Total 100,00%

4.2.1.3.1 Deteccéo de fatores de viruléncia de E. coli

Foi detectada a presenca dos genes codificadores dos fatores de viruléncia
Stx1l e Stx2 em 4 (12,9%) das amostras colhidas, pela Multiplex-PCR utilizada no
presente estudo. Quanto ao gene da Stx1, 2 das amostras positivas eram culturas
puras de E. coli, e quanto ao gene da Stx2, 3.

Essa mesma técnica permitiu, ainda, a deteccdo do gene codificador da eae
em 2 (6,45%) das amostras investigadas.

Em 23 (69,7%) das 33 colbnias de E. coli isoladas, ndo foi detectada a

presenca de genes codificadores de fatres de viruléncia.

4.2.2 Segunda colheita (C2)

Na segunda colheita de amostras na fazenda com casos recorrentes de
diarréia, realizada em novembro (L1) de 2009 e janeiro de 2010 (L2), colheram-se
amostras dos mesmos 31 animais amostrados na primeira colheita, e a idade média
Nnos mesmos, nessa ocasido, foi de 84 dias. No momento da colheita, 3 (9,67%)
animais apresentavam diarréia. Entre as colheitas 2 animais apresentaram diarréia,

mas nao foram colhidas amostras nas respectivas ocasioes.
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4.2.2.1 Exame virolégico

Dentre as amostras obtidas na segunda colheita, 2 (6,45%) foram positivas
para RV-A, e ndo se detectou a presenca de BCoV pela nested-RT-PCR.

4.2.2.2 Exame coproparasitologico

No exame coproparasitolégico, 1 (3,23%) amostra foi negativa. Encontraram-
se raros oocistos de Eimeria spp em 30 das amostras, em diferentes quantidades:
raros (26 — 83,87%), 2 cruzes (2 — 6,45%) e 3 cruzes (2 — 6,45%). Encontraram-se,
ainda, raros ovos de helmintos da superfamilia Strongyloidea em 12 amostras
(38,71%) e do género Trichuris spp em 6 amostras (19,35%). Os dados descritos

estdo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14 - Parasitas identificados por exame coproparasitoldgico em amostras
fecais de bezerros de corte na segunda colheita realizada na
fazenda com casos recorrentes de diarréia. Sdo Paulo, 2009

Coproparasitolégico Final

Parasita Quant. %

Negativo 0 3,23%
Eimeria spp Raros 83,87%
Eimeria spp ++ 6,45%
Eimeria spp +++ 6,45%
Strongyloidea Raros 38,71%
Trichuris spp Raros 19,35%

Assim como relatado nos resultados obtidos em colheitas anteriores, houve
divergéncia de resultados, entre as duas técnicas empregadas, em 13 (41,9%)

amostras.
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O método de Sheater foi mais sensivel na deteccdo e quantificacdo de
oocistos de Eimerias spp em 5 amostras. O mesmo ocorreu na deteccao de ovos de
Strongyloidea (3 amostras) e Trichuris spp (2 amostras), em amostras
diagnosticadas negativas para esses parasitas pelo método de Ritchie.

O método de centrifugo-sedimentacdo em agua-éter, por sua vez, apresentou
sensibilidade superior na deteccdo de raros ovos de helmintos da super familia
Strongyloidea (3 amostras) e do género Trichuris spp (3 amostras), em amostras nas
quais esses parasitas ndo foram identificados pelo método de centrifugo-flutuacao
em solucéo supersaturada de sacarose.

O resumo comparativo dos resultados apresentados conta na Tabela 15.

Tabela 15 - Parasitas identificados por exame coproparasitolégico em amostras
fecais de bezerros de corte na segunda colheita realizada na fazenda
com casos recorrentes de diarréia, pela técnica de centrifugo-
flutuacdo em solucdo supersaturada de sacarose (método de
Sheater modificado) e de centrifugo-sedimentacdo em &agua-éter
(método de Ritchie). S&do Paulo, 2009

Resultados obtidos pelos diferentes métodos

Agua-Eter Sacarose

Parasita Quant. % Parasita Quant. %

Negativo 0 6,45% Negativo 0 6,45%
Eimeria spp raros 87,10% Eimeria spp raros 80,65%
Eimeria spp ++ 3,23% Eimeria spp ++ 6,45%
Eimeria spp +++ 0,00% Eimeria spp +++ 6,45%
Strongyloidea raros 32,26% Strongyloidea raros 29,03%
Trichuris spp raros 12,90% Trichuris spp raros 9,68%

4.2.2.3 Exame bacterioldgico

Isolaram-se 70 colbnias distintas, a partir dos 31 swabs colhidos, dentre as
quais 26 eram E. coli, resultando em 83,87% de isolamento dessa espécie de
bactéria nas amostras investigadas. Entretanto, nessas amostras, obteve-se o
isolamento de E. coli em cultura pura em apenas 2 (6,45%) das amostras. Isolou-se,

também em cultura pura, Serratia spp em 1 (3,23%) amostra.



74

Verificou-se o co-isolamento de E. coli e outras espécies de enterobactérias
em 24 (77,41%) das amostras examinadas. As enterobactérias detectadas incluem:
Aeromonas hydrophila, Citrobacter amalonaticus, Citrobacter diversus, Edwarsiella
hoshinae, Edwarsiella tarda biogrupo 1, Enterobacter spp, Klebsiella oxytoca,
Klebsiella pneumoniae subesp. azanae, Klebsiella pneumoniae subesp.
pneumoniae, Salmonella spp e Serratia spp.

Além disso, foram co-isoladas enterobactérias sem que houvesse o
isolamento conjunto de E. coli em 4 (12,9%) amostras. Os resultados completos

estdo apresentados na Tabela 16.

Tabela 16 - Espécies de bactérias isoladas de swabs retais de bezerros
de corte na segunda colheita realizada na fazenda com
casos recorrentes de diarréia. Sdo Paulo, 2009

Bactéria %

E. coli 6,45%
Serratia spp 3,23%
E. coli + 1 espécie de enterobactéria 41,94%
E. coli + 2 espécie de enterobactéria 32,26%
E. coli + 3 espécie de enterobactéria 3,23%
+ de 1 espécie de enterobactéria sem a presenca de E. coli 12,90%
Total 100,00%

4.2.2.3.1 Deteccao de fatores de viruléncia de E. coli

Detectou-se a presenca do gene codificador de Stx1 em 7 amostras (22,58%),
do gene codificador de Stx2 foi detectado em 5 (16,12%) amostras e do gene
codificador da eae em 3 amostras (9,67%).

N&o foi encontrado nenhum dos genes pesquisados em 12 (46,15%) das 26

colonias de E. coli isoladas.
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4.2.3 Terceira colheita (C3)

Em janeiro de 2010, colheram-se novas amostras dos 31 animais estudados,
1 (3,22%) deles apresentava diarréia no momento da colheita e a média de idade

dos bezerros era de 119 dias.

4.2.3.1 Exame virolégico

Nao foi detectada a presenca nem de BCoV nem de RV-A do grupo A nas
amostras da terceira colheita realizada na propriedade com casos recorrentes de

diarréia.

4.2.3.2 Exame coproparasitologico

Das 31 amostras fecais colhidas, 1 (3,23%) foi negativa ao exame
coproparasitolégico. Adicionalmente, foram detectados raros oocistos de Eimeria
spp (30 — 96,77%), raros ovos de helmintos da superfamilia Strongyloidea (11 -
35,48%), e raros ovos de helmintos dos géneros Strongyloides spp (2 — 6,45%) e
Trichuris spp (3 — 9,68%). Os resultados estao apresentados na Tabela 17.

Tabela 17 - Parasitas identificados por exame coproparasitolégico em amostras
fecais de bezerros de corte na terceira colheita realizada na fazenda
com casos recorrentes de diarréia. Sao Paulo, 2009

Coproparasitologico Final

Parasita Quant. %

Negativo 0 3,23%
Eimeria spp raros 96,77%
Strongyloidea raros 35,48%
Trichuris raros 9,68%

Strongyloides raros 6,45%
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Houve divergéncia nos resultados obtidos por cada uma das técnicas
empregadas em 12 (38,7%) amostras.

A técnica de centrifugo-sedimentacdo em &agua-éter apresentou maior
sensibilidade na detec¢cédo de ovos de Strongyloidea em 4 amostras, nas quais
0 método de Sheater ndo os havia detectado. O mesmo ocorreu na deteccéo
de ovos de Strongyloides spp e de ovos de Trichuris spp, em 2 amostras, para
cada um desses géneros de parasitas.

A técnica de centrifugo-flutuacdo em solucdo supersaturada de
sacarose, por sua vez, foi mais sensivel na deteccdo de oocistos de Eimeria
spp, em 4 amostras, diagnosticadas negativas pelo método de Ritchie. O
método de Sheater detectou, ainda, ovos de Strongyloidea em 3 amostras nas
quais os ovos desse parasita ndo foi detectado pelo outro método.

Os resultados obtidos pelo emprego de cada uma das técnicas estao

apresentados na Tabela 18.

Tabela 18 - Parasitas identificados por exame coproparasitologico em
amostras fecais de bezerros de corte na terceira colheita
realizada na fazenda com casos recorrentes de diarréia, pela
técnica de centrifugo-flutuacdo em solucdo supersaturada de
sacarose (método de Sheater modificado) e de centrifugo-
sedimentacdo em agua-éter (método de Ritchie). Sdo Paulo,
2010

Resultados obtidos pelos diferentes métodos

Agua-Eter Sacarose
Parasita Quant. % Parasita Quant. %
Negativo 0 16,13% Negativo 0 6,45%
Eimeria spp raros 83,87% Eimeria spp raros 93,55%
Strongyloidea raros 25,81% Strongyloidea raros 25,81%
Trichuris raros 9,68% Trichuris raros 3,23%
Strongyloides raros 9,68% Strongyloides raros 0,00%

4.2.3.3 Exame bacterioldgico

Dos 31 swabs colhidos, foram isoladas 74 colbnias de espécies distintas de
bactérias. Ao total, isolaram-se 29 (93,54%) E. coli das amostras, sendo que em

apenas 1(3,23%) delas verificou-se o isolamento de E. coli em cultura pura.
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Verificou-se o co-isolamento de E. coli com mais 1, 2 e 3 espécies de
enterobactérias em 17 (54,84%), 10 (32,26%) e 1 (3,23%) amostra,
respectivamente. Houve, ainda, o co-isolamento de mais de uma espécie de
enterobactéria, sem o isolamento de E. coli, em 2 (6,45%) swabs.

As enterobactérias isoladas incluem-se as seguintes espécies: Aeromonas
hydrophila, Citrobacter amalonaticus, Citrobacter diversus, Citrobacter freudii,
Edwarsiella hoshinae, Edwarsiella tarda biogrupo I, Enterobacter spp, Klebsiella
oxytoca, Klebsiella pneumoniae subesp. azanae, Klebsiella pneumoniae subesp.
pneumoniae e Serratia spp.

Os dados referentes aos isolamentos bacterianos estdo apresentados na
Tabela 19.

Tabela 19 - Espécies de bactérias isoladas de swabs retais de bezerros de corte
na terceira colheita realizada na fazenda com casos recorrentes de
diarréia. Sao Paulo, 2010

Bactéria %

E. coli 3,23%
E. coli + 1 espécie de enterobactéria 54,84%
E. coli + 2 espécie de enterobactéria 32,26%
E. coli + 3 espécie de enterobactéria 3,23%
+ de 1 espécie de enterobactéria sem a presenca de E. Coli 6,45%
Total 100,00%

4.2.3.3.1 Deteccao de fatores de viruléncia de E. coli

Foi detectada a presenca do gene codificador da Stx1 em 6 (19,35%) das
amostras, sendo que 1 gene foi detectado em amostra de E. coli isolada em colénia
pura. Os genes codificadores da toxina Stx2 e eae foram detectados em 4 (12,9%) e
3 (9,67%) das amostras.

Cabe ressaltar que em uma das amostras de E. coli houve a deteccao
simultanea dos genes codificadores de Stx1 e eae.

N&ao foi detectada a presenca de genes codificadores de fatores de viruléncia

ou adesinas em 17 (58,62%) das 29 colonias de E. coli isoladas.
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4.2.4 Quarta colheita (C4)

Em fevereiro e marco de 2010, foram colhidas as amostras dos bezerros, ha
ocasido do desmame dos mesmos. Observaram-se 5 (16,12%) animais com
diarréia, no momento da colheita e a média de idade desses animais era de 149
dias.

4.2.4.1 Exame virolégico

N&o foi detectada a presence de BCoV, nem de RV-A do grupo A nas

amostras investigadas.

4.2.4.2 Exame coproparasitologico

Nessa quarta colheita, nenhuma amostra foi diagnosticada negativa ao exame
coproparasitolégico. Detectaram-se oocistos de Eimeria spp em 30 (96,78%)
animais, nas seguintes quantidades: raros (28 — 90,32%), 2 cruzes (1 — 3,23%) e 5
cruzes (1 — 3,23%). Detectaram-se, ainda, raros ovos de helmintos da superfamilia
Strongyloidea (9 — 29,03%), e raros ovos de helmintos dos géneros Trichuris spp (6
— 19,35%) e Strongyloides spp (3 — 9,68%). O resumo dos resultados obtidos conta
na Tabela 20.
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Tabela 20 - Parasitas identificados por exame coproparasitolégico em amostras
fecais de bezerros de corte na quarta colheita realizada na fazenda
com casos recorrentes de diarréia. Sdo Paulo, 2010

Coproparasitolégico Final

Parasita Quant. %

Negativo 0 0,00%
Eimeria spp raros 90,32%
Eimeria spp ++ 3,23%
Eimeria spp +++++ 3,23%
Strongyloidea raros 29.03%
Trichuris raros 19,35%
Strongyloides raros 9,68%

Houve divergéncia no diagnoético obtido pelas duas técnicas utilizadas no
presente trabalho em 11 (35,5%) amostras examinadas.

O método de Sheater foi mais sensivel na deteccédo de oocistos de Eimeria
spp em:. 3 amostras, detectando raros oocistos desse cocidio em amostras
negativas pelo método de Ritchie; 1 amostra, quantificando os oocistos em 2 cruzes,
guando o outro método os quantificou em raros; e, finalmente, 1 amostra,
guantificando os oocistos em 5 cruzes, quando o outro método os quantificou em 4
cruzes. A centrifugo-flutuagdo em solucdo supersaturada de sacarose detectou,
ainda, raros ovos de Strongyloidea em 4 amostras e raros ovos de Trichuris spp em
2 amostras diagnosticadas negativas pelo método de Ritchie.

O método de centrifugo sedimentacdo em agua-éter detectou a presenca de
raros ovos de Strongyloidea em 2 amostras e raros ovos de parasitas dos géneros
Trichuris spp (4) e Strongyloides (2) em amostras diagnosticadas negativas pelo
método de Sheater.

A Tabela 21 contém os dados acima referida.
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Tabela 21 - Parasitas identificados por exame coproparasitolégico em amostras
fecais de bezerros de corte na segunda colheita realizada na
fazenda com casos esporadicos de diarréia. Sdo Paulo, 2008-2009

Resultados obtidos pelos diferentes métodos

Agua-Eter Sacarose

Parasita Quant. % Parasita Quant. %

Negativo 0 12,90% Negativo 0 3,23%
Eimeria spp raros 80,65% Eimeria spp Raros 90,32%
Eimeria spp ++ 0,00% Eimeria spp ++ 3,23%
Eimeria spp ++++ 3,23% Eimeria spp ++++ 0,00%
Eimeria spp +++++ 0,00% Eimeria spp +++++ 3,23%
Strongyloidea raros 16,13% Strongyloidea Raros 22,58%
Trichuris raros 12,90% Trichuris Raros 6,45%
Strongyloides raros 12,90% Strongyloides Raros 3,23%

4.2.4.3 Exame bacterioldgico

Dos 31 swabs colhidos, isolaram-se 76 col6nias de bactérias distintas. Foram
isoladas 26 (83,87%) E. coli no total, sendo que 7 (22,58%) em col6nia pura. Além
disso, verificou-se o co-isolamento de E. coli e outras espécies de enterobactérias
em 17 (54,84%) amostras, e 0 co-isolamento de enterobactérias, sem a deteccdo de
E. coliem 7 (22,58%) das amostras examinadas.

As espécies de enterobactérias isoladas incluem: Aeromonas hydrophila,
Citrobacter amalonaticus, Citrobacter diversus, Edwarsiella hoshinae, Edwarsiella
tarda biogrupo |, Enterobacter spp, Klebsiella pneumoniae subesp. azanae,
Klebsiella pneumoniae subesp. pneumoniae, Klebsiella pneumoniae subesp.
rinoscleromatis, Serratia spp, Yersinia spp. Os dados referntes aos isolamentos

bacterianos das amostras da quarta colheita estdo apresentados na Tabela 22.
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Tabela 22 - Espécies de bactérias isoladas de swabs retais de bezerros de corte
na quarta colheita realizada na fazenda com casos recorrentes de
diarréia. Sado Paulo, 2010

Bactéria %

E. coli 22,58%
E. coli + 1 espécie de enterobactéria 3,23%
E. coli + 2 espécie de enterobactéria 32,26%
E. coli + 3 espécie de enterobactéria 19,35%
+ de 1 espécie de enterobactéria sem a presenca de E. coli 22,58%
Total 100,00%

4.2.4.3.1 Deteccao de fatores de viruléncia de E. coli

Pela Multiplex-PCR empregada nesse trabalho, detectou-se a presenca do
gene codificador da Stx1 em 4 (12,9%) das amostras investigadas, tendo sido uma
proveniente de E. coli isolada em cultura pura. O mesmo ocorreu para 1 das 2
amostras (6,45%) nas quais foi detectado o gene codificador da Stx2. Por fim, foi
verificada a presenca do gene para eae em duas (6,45%) amostras.

Em 20 (76,92%) das 26 colonias E. coli isoladas néo foi verificada a presenca
de nehhum dos genes pesquisados.

4.3 COMPARACAO DE RESULTADOS

4.3.1 Comparagdo entre colheitas realizadas na fazenda com casos

esporadicos de diarréia (fazenda 1)
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Na fazenda com casos esporadicos de diarréia, foi possivel observar que os
casos de enterite concentraram-se na segunda colheita de amostras, para ambos os
lotes investigados (C2L1 e C2L2).

Quanto a frequéncia de ocorréncia do BCoV foram detectados em amostras
de animais do segundo lote na primeira colheita (C1L2) e em animais de ambos 0s
lotes da segunda colheita (C2L1 e C2L2).

A deteccdo dos rotavirus, por sua vez, ocorreu exclusivamente em amostras
colhidas de animais pertencentes ao segundo lote de animais, nas 3 primeiras
colheitas (C1L2, C2L2 e C3L2).

Com relacdo ao exame coproparasitologico, ndo foi observada infecgcdo nos
animais neonatos (C1lL1 e C1L2). Entretanto pode-se observar um aumento na
freqiéncia de ocorréncia de parasitas na segunda e terceira colheitas, com uma
tendéncia a decréscimo na colheita 4.

Um perfil semelhante foi verificado quanto a frequéncia de ocorréncia de E.
coli portadora de genes codificadores de fatores de viruléncia, havendo auséncia
desses tipos de coldnias bacterianas em animais neonatos, uma aumento de sua
freqiéncia de ocorréncia nas amostras das colheitas 2 e 3 e uma tendéncia de
reducao de sua deteccado na ultima colheita.

Os dados descritos anteriormente estdo apresentados na Figura 8.

Frequéncia dos parametros estudados (Fazenda 1)
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Figura 8 - Freqiiéncia de ocorréncia de diarréia, coronavirus bovino (BCoV), rotavirus do grupo V
(RV-A), amostras negativas ao exame coproparasitoldgico, protozoarios, helmintos e E.
coli portadora de genes codificadores para fatores de viruléncia nas 4 colheitas realizadas
(1, 2, 3 e 4) nos dois lotes de animais (L1 e L2), na propriedade com casos esporadicos de
diarréia
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Quanto aos genes codificadores de fatores de viruléncia
pesquisados,detectaram-se 0s genes para Stx1l, eae e K99. O gene para K99 foi
detectado exclusivamente em amostras dos animais pertencentes ao lote 1, na
segunda colheita realizada (C2L1). O gene codificador da Stx1lfoi detectado em
colénias de E. coli isoladas de animais de ambos os lotes nas trés ultimas colheitas
(C2, C3 e C4), com uma tendéncia de aumento da terceira colheita (C3L1 e C3L2).
Por fim, o gene para intimina oi detectado em amostras dos animais pertencentes ao
lote 1 na segunda e quarta colheitas (C2L1 e C4L1) e em animais do lote 2 na

terceira colheita. Os dados descritos nesse paragrafo estdo resumidos na Figura 9.

Frequéncia de fatores de viruléncia - E. coli
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Figura 9 - Freqiéncia de ocorréncia de genes codificadores de toxina Shiga-like 1(Stx1), intimina
(eae) e adesina K99 em colbnias de E. coli isoladas de amostras fecais de bezerros da
propriedade com casos esporadicos de diarréia

4.3.2 Comparagdo entre colheitas realizadas na fazenda com casos

recorrentes de diarréia (fazenda 2)

Nesta propriedade, observaram-se casos de diarréia nas 4 colheitas

realizadas nos animais pertencentes ao lote 2 (C1L2, C2L2, C3L2 e C4L2),
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enguanto nos animais do lote 1, observou-se a ocorréncia de enterite apenas na
primeira colheita (C1L1).

Quanto a deteccao de virus, foi detectado BCoV apenas na primeira colheita
do lote 2, e houve a detecc¢éo de rotavirus apenas em animais do lote 1 na primeira
e segunda colheitas.

No que se refere infeccBes por parasitas e E. coli portadoras de genes
codificadores de fatores de viruléncia, ocorreu a deteccdo destes microorganismos
em ambos os lotes e em todas as colheitas, excetuando-se a infec¢cao por helmintos
nos animais do lote 2 na primeira colheita. (C1L2).

Os resultados acima descritos estdo apresentados na Figura 10.

Frequéncia dos parametros estudados - Fazenda 2
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Figura 10 - Frequéncia de ocorréncia de diarréia, coronavirus bovino (BCoV), rotavirus do grupo V
(RV-A), amostras negativas ao exame coproparasitolégico, protozoarios, helmintos e E.
coli portadora de genes codificadores para fatores de viruléncia nas 4 colheitas
realizadas (1, 2, 3 e 4) nos dois lotes de animais (L1 e L2), na propriedade com casos
recorrentes de diarréia

Com relagéo a frequéncia de deteccdo de genes codificadores de fatores de
viruléncia nas E. coli isoladas, foram detectados os genes codificadores de Stx1,
Stx2 e eae em amostras dos animais de ambos os lotes em todas as colheitas
(Figura 11).
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Frequéncia dos fatores viruléncia - E. coli
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Figura 11 - Frequéncia de ocorréncia de genes codificadores de toxina Shiga-like 1 (Stx1), Shiga-like
2 (Stx2) e intimina (eae) em col6nias de E. coli isoladas de amostras fecais de bezerros
da propriedade com casos esporadicos de diarréia

4.3.3 Comparacao entre fazendas

Comparando-se os resultados encontrados nas duas propriedades, observa-
se que nas fazendas com casos esporadicos de diarréia, 0s mesmos concentraram-
se na segunda colheita de amostras, enquanto que os casos de diarréia na fazenda
2 ocorreram em todas as colheitas, excetuando-se a terceira colheita da lote 1,
guando nao foi verificado nenhum caso de diarréia, conforme apresentado na Figura
12. Além disso, é possivel verificar que a frequiéncia de casos € superior na fazenda
2, em relacao a propriedade com casos esporadicos da doenca.
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Frequéncia Diarréia
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Figura 12 - Frequéncia de ocorréncia de casos de diarréia nas propriedades com casos esporadicos
(fazenda 1) e recorrentes (fazenda 2) nos dois lotes (L1 e L2) de animais estudados, nas
colheitas (C1, C2, C3 e C4)

Quanto a detecgéo de virus, é possivel perceber que tanto a deteccéo de
BCoV quanto de RV-A, foi mais frequente nas duas primeiras colheitas em ambas as
propriedades, conforme ilustrado na Figura 13.

Frequéncia BCoV e RV
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Figura 13 - FreqgUéncia de ocorréncia de coronavirus bovino (BCoV) e rotavirus do grupo A (RV-A)
nas propriedades com casos esporadicos (fazenda 1) e recorrentes (fazenda 2) nos dois
lotes (L1 e L2) de animais estudados, nas colheitas (C1, C2, C3 e C4)
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Com relacdo a infeccdo por parasitas, observa-se que, na maioria das
colheitas, a freqiéncia de amostras negativas ao exame coproparasitolégico foi
superior na fazenda com casos esporadicos de diarréia, excetuando-se a segunda
colheita do lote 2(C2L2).

De modo complementar, nota-se também que a frequéncia de deteccao de
parasitas nas amostras da fazenda 2 foi superior, com relacdo a fazenda 1, na
maioria das colheitas, excetuando-se a deteccdo de protozoarios nas amostras da
segunda colheita dos animais do L2, na qual a frequéncia de protozoarios foi maior
na fazenda 1, em comparacao a fazenda com casos recorrentes.

Os resultados acima descritos estdo compilados na Figura 14.

Frequéncia parasitas
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Figura 14 - Frequéncia de ocorréncia de amostras negativas (Neg.) e positivas para protozoarios
(Protoz.) e helmintos (Helm.) nas propriedades com casos esporadicos (fazenda 1) e
recorrentes (fazenda 2) nos dois lotes (L1 e L2) de animais estudados, nas colheitas (C1,
C2,C3eC4)

Considerando-se a frequéncia de deteccdo E. coli portadora de genes
codificadores para os fatores de viruléncia investigados observa-se que, em ambos
os lotes e em todas as colheitas realizadas, a deteccao foi superior na fazenda com

casos recorrentes de diarréia, em relagdo a fazenda 1, conforme Figura 15.
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Frequéncia de E. coli virulenta
60

50

40

30 E Fazenda 1
E Fazenda 2

20

10

ClLl C1L2 C2L1 C2L2 C3L1 C3L2 C4L1 C4L2

Figura 15 - Frequéncia de ocorréncia de E. coli portadora de genes codificadores de fatores de
viruléncia nas propriedades com casos esporadicos (fazenda 1) e recorrentes (fazenda
2) nos dois lotes (L1 e L2) de animais estudados, nas colheitas (C1, C2, C3 e C4)

Por fim, considerando-se os fatores de viruléncia detectados nas E. coli
isoladas, foi verificada a ocorréncia dos genes codificadores de Stx1 e eae em
ambas as propriedades. Além disso, detectou-se o gene para K99 apenas na
fazenda 1 e do gene para Stx2 apenas na fazenda 2. A Figura 16 ilustra as

freqUéncias de ocorréncias encontradas para cada um dos genes.
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Frequéncia de fatores de viruléncia - E. coli
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Figura 16 - Frequéncia de ocorréncia de genes codificadores de toxina Shiga-like 1(Stx1), toxina
Shiga-like2 (Stx2) intimina (eae) e adesina K99 em colbnias de E. coli isoladas de
amostras fecais colhidas nas propriedades com casos esporadicos (fazenda 1) e
recorrentes (fazenda 2) nos dois lotes (L1 e L2) de animais estudados, nas colheitas (C1,
C2,C3eC4)

4.4 ANALISE DOS RESULTADOS

Utilizando-se o programa Minitab (Minitab Versdo 14.1° 1972-2003, Minitab
INC), aplicou-se o teste de Fisher para se compararem as frequéncias de ocorréncia
de infec¢bes por parasitas nos animais com e sem diarréia, pertencentes as 2
fazendas, néo tendo sido verificada diferenca estatistica entre as mesmas (p=0,784).
O mesmo teste foi empregado para verificar se foi significante a diferenca entre a
freqléncia de deteccéo de E. coli virulenta em amostras diarréicas e nao diarréicas,
novamente nao foi verificada diferenca estatisticamente significante (p=0,546).

Foi empregado o teste de Chi-quadrado para compararem-se as frequéncias
de ocorréncia de parasitas e E. coli virulenta entre as propriedades. Verificou-se uma
diferenca significante tanto entre a frequiéncia de ocorréncia de parasitas (X?=37,19,
p=0,000) quanto de E. coli virulenta (X?*=208,810, p=0,000), entre a propriedade com
casos esporadicos de diarréia e aquela com casos recorrentes, para a qual as

freqUéncias foram mais elevadas.
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5 DISCUSSAO

Na presente investigacdo, agente patogénicos comumente associados a
enterite em gado de corte foram investigados de modo longitudinal por um periodo
de dez meses em uma fazenda com casos esporadicos e sete meses em outra com
casos recorrentes de diarréia em bezerros, encontrando-se diferencas relacionaveis
as idades dos animais amostrados e as condi¢cdes sanitarias em casa fazenda.

Em relacdo ao coronavirus bovino e aos rotavirus do grupo A, a freqiéncia de
ocorréncia foi baixa, encontrando-se raros casos de animais positivos nas duas
fazendas, sendo que ndo houve nenhuma deteccdo destes virus em animais com
idade superior ou igual a 149 dias (figura 13).

BCoV e rotavirus sédo patégenos associados com grande freqiiéncia em casos
de diarréias em bovinos, sobretudo em neonatos (BOILEAU; KAPIL, 2010; STIPP et
al., 2009; OLIVEIRA FILHO et al.,, 2007; BUZINARO et al.,, 2003; JEREZ et al.,
2002), mas, também em animais adultos (BRANDAO et al., 2007) sendo raros em
animais sadios, com poucos relatos desta deteccao (STIPP et al., 2009).

Assim sendo, uma vez que entre 0s animais amostrados no presente estudo
raros se apresentaram com diarréia, dentre os quais apenas dois para 0s quais se
detectaram rotavirus e coronavirus, pode-se sugerir que estes patdgenos, ainda que
presentes na populacao estejam em baixa freqtiéncia em contaminagcdo ambiental.

A deteccédo destes virus em animais mais velhos, como aqueles das colheitas
2 e 3 de ambas fazendas (figura 13) pode elevar a probabilidade de que estes
animais se comportem como importantes fontes de infeccdo para animais mais
jovens, mais susceptiveis a manifestacéo de enterites.

Entretanto, a maior parte dos estudos publicados em coronavirus bovino e
rotavirus refere-se a rebanhos leiteiros, sendo raros aqueles em gado de corte
(STIPP et al., 2009; OLIVEIRA FILHO et al., 2007; BUZINARO et al., 2003).

Em um estudo realizado em gado de corte do Estado de S&o Paulo, criado
em modalidade semi-extensiva, investigou-se a presenca de rotavirus, por
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) e ensaio imunoenzimatico (ELISA) em

amostras fecais de bezerros apresentando diarréia, durante trés estacfes de paricao
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consecutivas, tendo se encontrado rotavirus do grupo A em 63,8% (44/69) das
amostras investigadas (BUZINARO et al., 2003).

Deve-se considerar, entretanto, que no trabalho supracitado, todos os animais
amostrados apresentavam diarréia no momento da colheita, o que pode de fato ter
sido a causa da elevada deteccdo de rotavirus quando em comparagdo com 0S
resultados aqui apresentados, visto que, neste caso, a maioria dos animais era de
assintomaticos a colheita.

Paralelamente, em um levantamento realizado em amostras fecais de
bezerros de corte e de leite, com até 60 dias de idade, provenientes das regides Sul,
Sudeste e Centro-Oeste do Brasil, utilizou-se uma semi-nested PCR para deteccao
de coronavirus bovino, tendo sido encontrado BCoV em 15,6% (44/282) das
amostras, sendo que 95,4% delas (42/44) eram diarréicas e 4,6% (2/44) eram
normais, tendo-se associado a presenca do virus com sinais clinicos de diarréia, e
havendo maior freqiéncia de ocorréncia em animais entre 16 e 30 dias de idade
(STIPP et al., 2009).

Sabe-se que a excrecdo de agentes virais em animais com diarréia ocorre
com titulos mais elevados no inicio do aparecimento dos sintomas, estimando-se
que a eliminacdo nas primeiras horas seja da ordem de 10%® — 10° particulas
virais/mL de fezes, caindo progressivamente (JEREZ, 2006). Para coronavirus, em
animais experimentalmente infectados, foi verificada a excrecao viral em altos titulos
por apenas 3 dias e, posteriormente, a excrecao intermitente e em baixos titulos
(KAPIL; TRENT; GOYAL, 1990).

Assim, ainda que as idades dos animais nos quais se detectaram rotavirus do
grupo A e BCoV no presente estudo sejam compativeis com aquelas ja descritas
para infeccOes por estes virus, a amostragem de animais sadios no presente estudo
€ a mais provavel causa da baixa frequéncia de deteccéao.

Nota-se que para as cinco amostras de BCoV detectadas pela RT-PCR de
triagem para o gene codificador da RNA-polimerase RNA-dependente,presente na
ORF1, nenhuma resultou no amplicon esperado de 488pb para a regido codificadora
da subunidade S1 da proteina S, o que impediu que se realizassem estudos de
diversidade molecular para este virus em gado de corte.

Uma das razBes mais provaveis para explicar esta discrepancia é que a RT-

PCR utilizada para a triagem ja foi demonstrada como sendo mais sensivel do que
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aquela para o gene S (BRANDAO, 2004), principalmente em funcdo do menos
intenso polimorfismo encontrado na ORF1 de BCoV (MASTERS, 2006).

Observando-se a frequéncia de deteccdo de helmintos e coccideos, nota-se
(Figura 14) uma tendéncia ascendente de acordo com a idade dos animais
amostrados, com uma queda na frequéncia na ultima das colheitas para a fazenda
com casos esporadicos de diarréia.

Sabe-se que a imunidade contra parasitas em é dependente da concentracéo
de imunoglobulinas colostrais, a qual decresce até os 60 dias pés-parto, enquanto
que, para gado leiteiro, este periodo € de 60 dias (VETTORATO et al., 2009).

Somando-se a isto o fato de que a exposicdo continuada dos bezerros as
pastagens contaminadas leva a um mais intenso desafio parasitario, pode-se propor
gue a tendéncia crescente inicial na freqiéncia de helmintos nesta fazenda seja e
vida a associacdo das primo-infeccbes a imunidade ainda em desenvolvimento a
qual, uma vez estabelecida, contaria para o decréscimo na freqténcia quando os
animais estavam com 239 dias de idade na quarta colheita.

Entretanto, observando-se a frequéncia de parasitas para a fazenda com
casos recorrentes de diarréia, ainda que a mesma tendéncia ascendente tenha sido
observada com a progressédo das idades dos animais, ndo se observou queda para
0s animais mais velhos (149 dias), ao contrario do que foi observado para a fazenda
1.

Este achado é concordante com o fato de ter sido detectada diferenca
estatisticamente significativa para a frequéncia de ocorréncia de parasitas entre as
duas fazendas, quando tal frequéncia foi superior para aquela com casos
recorrentes de diarréia.

Observando-se as diferencas de manejo e de sanidade entre as duas
fazendas, podem-se sugerir como variaveis associaveis a esta maior freqiiéncia uma
mais elevada densidade populacional, auséncia de separagéo de animais por idades
e qualidade da dieta das vacas em gestacao e lactagao.

Por exemplo, em uma investigacdo realizada em rebanhos leiteiros, na
Noruega, apontaram-se 0s seguintes fatores de risco para diarréia: alta densidade
animal, especialmente em aglomerados de vacas e bezerros (fato que poderia
promover a disseminacéo de agentes infecciosos e aumentar a infeccdo ambiental),
aumento da tecnificacdo da producao (o que poderia reduzir a atencao diaria a cada

animal), nascimento em estacfes frias e Umidas (que aumentam a viabilidade de
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patdgenos no ambiente) e a qualidade do colostro produzido (potencialmente pior
em estacdes de privacdo de alimento, contendo concentracdes inferiores de IgGs) e
seu adequado consumo pelos neonatos (GULLIKSEN et al., 2009).

No Rio Grande do Sul, investigou-se a influéncia do clima sobre a viabilidade
de parasitas em pastagens, monitorando-se o numero de ovos por grama de fezes
em bezerros de corte criados extensivamente, com idade média de 5 meses, e 0
namero de larvas nas pastagens, em intervalos de 15 dias. Esse estudo encontrou
aumento significativo da infeccdo por Eimeria spp e Strongyloidea nas sucessivas
colheitas, e os autores o associaram ao aumento de parasitas infectantes nas
pastagens e ao aumento do indice pluviométrico no referido periodo, e as alteracdes
de temperaturas nao influenciaram na contagem de parasitas (HECK et al., 2005).

Assim, como na fazenda com casos recorrentes de diarréia ndo havia estacao
de paricdo controlada, o nascimento de bezerros em épocas do ano nas quais a
qualidade nutricional dos alimentos fosse menor e a viabilidade dos patdgenos no
meio ambiente fosse prolongada, como em meses de inverno, com menores
temperatura e incidéncia de luz ultra-violeta, pode ter favorecido ndo sé a
recorréncia de casos mas também a manutencdo de uma mais elevada carga
parasitaria no ambiente.

Apoiando esta hipétese de mais intensa carga parasitaria ambiental fator de
risco em detrimento da causalidade entre parasitas e diarréia, nota-se que, ainda
qgue na fazenda com casos recorrentes de diarréia a frequéncia de animais positivos
tenha sido superior com significancia estatistica, a diferenca entre animais com e
sem diarréia positivos para a presenc¢a de helmintos ou protozoarios, contabilizados
entre as duas fazendas, ndo foi estatisticamente significativa, sugerindo que a
presenca de fatores predisponentes como imunossupressao poderiam desencadear
infeccdes sintomaticas.

Foi notavel, no presente estudo, a auséncia de qualquer animal positivo para
a presenca de oocistos de Cryptosporidium spp. Ainda que este seja um patdégeno ja
descrito como importante para diarréia em bezerros (OLIVEIRA FILHO et al., 2007)
sua pesquisa em amostras fecais é imperativa, dada a relevancia deste protozoario
em Saude Publica.

Observando-se 0s resultados dos exames bacteriolégicos para as duas
propriedades amostras, nota-se que a diversidade das espécies bacterianas

encontradas progrediu com a idade dos animais.
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Inicialmente, pode-se sugerir que este achado seja devido ao perfil e a
progressdo da formacdo da microbiota entérica nos bovinos, uma vez que
enterobactérias fazem parte da microbiota de bovinos saudaveis e espera-se que a
mesma tenha sua complexidade elevada com a continuidade da exposi¢cdo dos
animais as bactérias presentes no meio ambiente.

Observando-se 0 anexo A, entretanto, nota-se que houve casos nos quais
culturas puras de bactérias foram isoladas, como, por exemplo, Salmonella spp,
Serratia spp e, em maioria, E. coli, tanto em animais com diarréia quanto em animais
saudaveis.

Pode-se sugerir que estes achados sejam devidos a competicdo entre as
espécies de bactérias durante seu isolamento, prevalecendo aquela que estivesse
em maior contagem inicial, indicando uma menos complexa microbiota entérica.

Pode-se, com isto, especular que, em alguns casos para 0S quais se
obtiveram isolamentos de culturas puras representem animais nos quais houve
favorecimento da expansao populacional determinada espécie bacteriana que
poderia resultar em diarréia caso a populagdo bacteriana da espécie em questédo
continuasse em ascensdo ou fatores predisponentes como co-infecgdes virais ou
parasitarias e estresse de manejo.

Deve-se considerar, ainda, que alguns destes casos de isolamento de
culturas bacterianas puras de E. coli, estes achados podem ser simplesmente
devidos ao fato de que esta espécie é uma das primeiras a colonizar o trato
gastrointestinal de bovinos (FOSTER; SMITH, 2009).

Com relacéo aos isolamentos de Salmonella spp tanto no caso em cultura
pura quanto naqueles casos nos quais a diversidade de espécies foi maior (Anexo
A), ainda que os animais em questao ndo apresentassem diarréia no momento da
colheita, deve-se considerar que as salmonelas sdo bactérias de relevancia em
Saude Publica (OLIVEIRA FILHO et al., 2007) e que podem eventualmente levar a
enterite em bezerros (LANGONI et al., 2004).

Para as col6nias de E. coli nas quais se pesquisaram fatores de viruléncia e
de adesao, encontraram-se os fatores Stx1, eae e K99 para a fazenda com casos
esporadicos e Stx1 e 2 e eae para a fazenda com casos recorrentes de diarréia.

A presenca de E. coli com os genes para Shiga-like toxinas simultaneamente
ao gene para intimina (eae), encontrado em algumas das coldnias aqui detectadas

caracteriza bactérias capazes de levar a lesGes de adesédo e erosdao (HORNITZKY et
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al., 2005; SALVADORI et al., 2003), associado a colite hemorragica e sindrome
urémica-hemolitica em seres humanos (SALVADORI et al., 2003).

Com isso, uma vez que este padrdo Stx e eae foi encontrado sem uma
tendéncia em relacdo a presenca ou ndo de diarréia nos animais do presente
trabalho, deve-se considerar que as cepas de E. coli com estes fatores sejam, na
verdade, de maior significado para a saude dos tratadores em contato com estes
animais ou para a cadeia de producédo de carne, considerando manipuladores e
consumidores dado o seu potencial zoondtico.

Para a cepa de E. coli na qual se encontraram simultaneamente os fatores
K99 e eae (Anexo A), cabe a denominacdo de gendtipo atipico de E. coli, ja descrita
como potencial patégeno para humanos com transmissao alimentar (HORNITZKY
et al., 2005).

Para a maioria das coldnias de E. coli isoladas nas duas fazendas
amostradas, houve a deteccdo de apenas um dos seis fatores de viruléncia
pesquisados; ainda que considerando apenas a colbnia em questdo o encontro de
um unico fator de viruléncia reduza seu potencial patogénico em um nivel individual,
a existéncia de mais de um fator de viruléncia em uma populacédo de E. coli, ainda
qgue em individuos diferentes, possibilitaria a troca de fatores de viruléncia entre E.
coli por meio de conjugacdo e transformacdo, elevando a probabilidade da
emergéncia de um gendtipo de maior significado patoldgico.

Como o encontrado para o caso de parasitas (helmintos e protozoarios), a
freqiéncia de E.coli com pelo menos um fator de viruléncia ou adesédo foi
significativamente superior na fazenda com casos recorrentes de diarréia. Neste
caso, pode-se propor que este achado possa ser interpretado como consequéncia
do menor padrdo sanitario nesta fazenda em comparacdo aquela com casos
esporadicos, podendo-se considerar estes genes como marcadores de risco para a
emergéncia de gendtipos virulentos.

Deve-se considerar, finalmente, que o simples encontro de um determinado
fator de viruléncia em uma col6nia de E. coli ndo necessariamente significa que
aguela é de fato uma colénia de bactérias patogénicas, sendo mais adequada a
atribuicdo de potencial patdégeno, isto devido ao fato de que nem sempre a presenca
de um determinado gene de viruléncia significa necessariamente que a proteina por

ele codificada e que exerce de fato o papel patogénico esteja sendo expressa.
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O conjunto de primers utilizados no presente trabalho foi eleito para a
pesquisa de fatores de viruléncia em funcdo de terem os fatores em questdo sido
propostos como os mais frequentemente isolados em E. coli de bezerros de corte
(OK et al., 2009).

Todavia, deve-se considerar que algumas das cepas de E. coli aqui
classificadas como ndo patogénicas podem na verdade ser portadoras de fatores
outros nao previstos neste conjunto de primers, tanto em funcdo de diversidade
molecular dos genes codificadores destes fatores ou pela presenca de outros fatores
nao pesquisados.

Assim sendo, para uma mais aprofundada elucidacdo do potencial patogénico
das E. coli aqui encontradas, sugere-se pesquisar a presenca de genes
codificadores de um mais diverso numero de fatores de viruléncia, incluindo aqueles
nao descritos para bezerros de corte.

Estudos longitudinais sobre patégenos entéricos em gado de corte sdo raros,
0 que impossibilita que os resultados aqui obtidos sejam levados a comparagdo com
situacdes epidemioldgicas quer similares, quer diversas aquelas presentes nas
populacdes estudadas.

Um dos exemplos € um estudo conduzido em gado de corte criado
extensivamente, foram colhidas amostras de bezerros sadios e com diarréia, em
uma propriedade localizada no estado do Mato Grosso do Sul, com o intuito de se
investigar a presenca de: Salmonella spp, Escherichia coli, rotavirus, coronavirus,
Cryptosporidium spp e ovos de helmintos. Foi verificada a presenca de
enteropatdogenos em 79% das amostras diarréicas e em 70% das ndo diarréicas.
Nas amostras diarréicas, a E. coli foi o agente mais freqlientemente isolado (69%),
seguido por Cryptosporidium spp (30%), coronavirus (16%) e rotavirus (11%). Entre
as amostras colhidas de animais sadios, a E. coli foi novamente o agente mais
encontrado (66,7%), seguindo-se o0s Cryptosporidium spp (10%) e coronavirus
(3,3%) (OLIVEIRA FILHO et al., 2007).

O presente trabalho colabora para a caracterizacdo da microbiota entérica de
bezerros, mas mantém abertas as questdes relativas as diferencas especificas entre
as biotas entéricas de bezerros sadios e com diarréia, enfatizando a importancia de
se realizarem mais estudos que investiguem simultaneamente diversos

enteropatdgenos potenciais nestes animais.
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Embora ndo se tenha esclarecido o papel direto de cada um dos
enteropatdogenos potenciais no desencadeamento dos quadros de diarréia, foi
possivel marcar algumas das diferencas que podem expor lotes de bezerros a um
risco mais elevado de ocorréncia de casos de diarréia, destacando-se as medidas
de manejo como provaveis causas para a maior freqiéncia de deteccdo de
protozoarios, helmintos e E. coli portadoras de genes codificadores para fatores de
viruléncia.

Por fim, o presente trabalho colaborou para a caracterizacdo genotipica de
colonias de E. coli isoladas de bezerros de corte do Brasil, nas quais encontraram-se
padrées genéticos de relevancia em Saude Publica, como as E. coli produtora de
toxina Shiga-like (STEC) dos tipo 1 e 2 e as E. coli aderentes-erosivas (AEEC),
comumente associadas a quadros de a colite hemorragica e sindrome urémica-
hemolitica em seres humanos. Além de terem sido encontradas amostras atipicas,
nas detectou-se, simultaneamente, K99 e eae.

Esses achados ressaltam a importancia de se continuar investigando os
potenciais reservatérios de E. coli potencialmente patogénica, com o intuito de se

delinearem estratégias que previnam os agravos a saude animal e humana.
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6 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos e dos pontos notados na Discussao, podem

feitas as seguintes conclusdes:

e Nas populagdes de bezerros de bovinos de corte estudadas, a freqiiéncia de
ocorréncia de coronavirus bovino e rotavirus do grupo A foi baixa, restrita a
animais com até quatro meses de idade, enquanto que protozoarios,
helmintos e enterobactérias apresentaram tendéncia crescente em frequéncia

relacionada a progressao da idade dos animais.

e Em bezerros de corte, ocorrem os patotipos STEC, EAEC e um padrao atipico

com os genes de K99 e eae.

Ha associacdo entre baixo padrédo sanitario e maior frequéncia de ocorréncia
de Eimeria spp, Strongyloidea, Strongyloides spp, Trichuris spp e Escherichia coli

portadora de fatores de viruléncia Stx1, Stx2, K99 e eae.
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APENDICES
Coproparasitoldgico Multiplex
Animal I(g?:; Clinica| BCoV RV Sacarose_ HZO-éter_ Bacterioldgico st | stx2 | eae | K99 | F41 | sta Obs.
Qtd. | Parasita | Qtd. | Parasita
E. coli + Nao
1843 8 |Normal| Neg. Neg. 0 Neg. 0 Neg. fermentadora - - - - - -
1845 8 Normal Neg. Neg. 0 Neg. 0 Neg. E.coli - - - - - -
1847 8 Normal Neg. Neg. 0 Neg. 0 Neg. E.coli - - - - - -
1855 8 Normal Neg. Neg. 0 Neg. 0 Neg. E.coli - - - - - -
1870 6 Normal Neg. Neg. 0 Neg. 0 Neg. E.coli - - - - - -
1871 6 Normal Neg. Neg. 0 Neg. 0 Neg. E.coli - - - - - -
1881 3 Normal Neg. Neg. 0 Neg. 0 Neg. E.coli - - - - - -
1882 3 Normal Neg. Neg. 0 Neg. 0 Neg. E.coli - - - - - -
1883 3 Normal Neg. Neg. 0 Neg. 0 Neg. E.coli - - - - - -
1884 3 Normal Neg. Neg. 0 Neg. 0 Neg. E.coli - - - - - -
1886 2 Normal Neg. Neg. 0 Neg. 0 Neg. E.coli - - - - - -
1887 2 Normal Neg. Neg. 0 Neg. 0 Neg. E.coli - - - - - -
1892 1 Normal Neg. Neg. 0 Neg. 0 Neg. E.coli - - - - - -
E. coli +
1893 1 Normal Neg. Neg. 0 Neg. 0 Neg. Klebsiella - - - - - -
oxytoca
E. coli +
2097 6 |Normal| Neg. Pos. 0 Neg. 0 Neg. Klebsiella - - - - - -
pneumoniae
sbsp. azanae
2098 NA NA NA NA NA NA NA NA NA - - - - - - | Incluido na C2
E. coli +
2101 5 Normal Neg. Pos. 0 Neg. 0 Neg. Aeromonas - - - - - -
hydrophila
2102 5 Normal Neg. Neg. 0 Neg. 0 Neg. E. coli - - - - - -

Quadro 9 - Resumo dos resultados obtidos na primeira colheita de amostras na fazenda com casos esporadicos de diarréia (Continua)
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Coproparasitolégico Multiplex
Animal I(g?;jse) Clinica| BCoV RV Sacarose. H20-éter. Bacteriolégico sixd | stx2 | eae | K99 | Fa1 | Sta Obs.
Qtd. | Parasita | Qtd. | Parasita
2103 5 Normal | Neg. Neg. 0 Neg. 0 Neg. E. coli - - - - - -
2106 4 Normal Neg. Neg. 0 Neg. 0 Neg. E. coli - - - - - -
2107 4 Normal Neg. Neg. 0 Neg. 0 Neg. E. coli - - - - - -
2108 4 Normal | Neg. Neg. 0 Neg. 0 Neg. E. coli - - - - - -
Klebsiella
2109 4 Normal | Neg. Neg. 0 Neg. 0 Neg. pneumoniae - - - - - -
sbsp. azanae
2110 1 Normal Neg. Neg. 0 Neg. 0 Neg. E. coli - - - - - -
2111 1 Normal | Neg. Neg. 0 Neg. 0 Neg. E. coli - - - - - -
2112 1 Normal | Neg. Neg. 0 Neg. 0 Neg. E. coli - - - - - -
2114 1 Normal | Neg. Neg. 0 Neg. 0 Neg. E. coli - - - - - -
2115 1 Normal | Neg. Pos. 0 Neg. 0 Neg. E. coli - - - - - -
2116 1 Normal Neg. Neg. 0 Neg. 0 Neg. E. coli - - - - - -
2117 Klebsiell_a
(RN) 1 Normal Pos. Neg. 0 Neg. 0 Neg. pneumoniae - - - - - -
sbsp. azanae

Quadro 9 - Resumo dos resultados obtidos na primeira colheita de amostras na fazenda com casos esporadicos de diarréia. (Conclusao)
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dad Coproparasitologico Coproparasiotolégico Multiplex
Animal | ;23%€ 1 Clinica |BCoV| RV Sacarose H20-éter Final Bacteriolégico Obs.
(dias) : Stx1 | Stx2 | eae | K99 | F41 | Sta
Qtd. | Parasita | Qtd. | Parasita | Qtd. | Parasita
E. coli +
Eimeria L L Edwarsiella
1843 70 Normal | Neg. |Neg.| + spp raros | Eimeria spp + Eimeria spp tarda biogrupo - - + + - -
|
raros | Eimeria spp |raros | Eimeria spp
1845 70 Normal | Neg. | Neg. | raros Eimeria E. coli + Nao - - - - - -
spp . ) fermentadora
raros | Strongyloidea | raros | Strongyloidea
Eimeria N L .
1847 70 Normal | Neg. | Neg. | raros Spp raros | Eimeria spp |raros | Eimeria spp E. coli - - - - - -
Lavado de
1855 70 Normal | Neg. |Neg.| O Neg. 0 Neg. 0 Neg. E. coli - - - - - - luva, pouco
contetido
1870 68 Normal | Neg. | Neg. | raros E|g1p%rla raros | Eimeria spp |raros | Eimeria spp E. coglcel?afnla - - - - - -
E. coli +
1871 68 Normal | Neg. |Neg.| + Eimeria raros | Eimeria spp + Eimeria spp Kleb|S|eI!a - - - - - -
spp pneumoniae
sbspp azanae
: x Lavado de
1881 | 65 | Normal | Neg. |[Neg.| 0 | Neg. | © Neg. 0 Neg. fE' °°"t+dNa° - - -+ | -] - | va pouco
ermentadora contetido
Coldnia 1
. . - - - + - - .
Eimeria . . . E.coli
1882 65 Normal | Neg. | Neg. | raros 0 Neg. raros | Eimeria spp E. coli
spp Colbnia 2
- - + - . - X
E.coli
1883 65 Normal | Neg. | Neg. | raros Elgnpeprla 0 Neg. raros | Eimeria spp E. coli - - - - - -
S Eimeria N L .
1884 65 | Diarréia | Pos. | Neg. | ++++ spp raros | Eimeria spp |++++| Eimeria spp E. coli - - - - - -

Quadro 10 - Resumo dos resultados obtidos na segunda colheita de amostras na fazenda com casos esporadicos de diarréia (continua)



Coproparasitologico Coproparasiotoldgico Multiplex
Animal Idade Clinica |BCoV | RV Sacarose H20-éter Final Bacteriolégico
(dias) , : . Stx1 | Stx2 | eae | K99 | F41 | Sta
Qtd. Parasita | Qtd. Parasita | Qtd. Parasita
1886 64 Normal | Neg. | Neg. |raros | Eimeria spp |raros| Eimeria spp |raros| Eimeria spp E. coli - - - - - -
1887 64 Normal | Neg. | Neg. |raros | Eimeria spp |raros| Eimeria spp |raros| Eimeria spp E. coli - - - - - -
1892 63 Normal | Neg. |Neg.| O Neg. 0 Neg. 0 Neg. E. coli - - - - - -
1893 63 Normal | Neg. |Neg.|raros| Eimeriaspp |raros| Eimeriaspp |raros| Eimeria spp E. coli - - - - - -
E. coli +
L L L Klebisiella
2097 58 Normal | Neg. |Neg.|raros| Eimeriaspp |raros| Eimeriaspp |raros| Eimeria spp pneumoniae - - - - - -
sbspp azanae
2098 58 Diarréia | Neg. | Pos. |raros| Eimeria spp |raros| Eimeria spp |raros| Eimeria spp E. coli - - - - - -
raros | Eimeria spp |raros| Eimeria spp |raros| Eimeria spp
2101 59 Normal | Neg. | Neg. E. coli - - - - - -
raros | Strongyloidea | raros | Strongyloidea | raros | Strongyloidea
raros | Eimeria spp |raros| Eimeria spp |raros| Eimeria spp
2102 59 Normal | Neg. | Neg. E. coli - - - - - -
raros | Strongyloidea | raros | Strongyloidea | raros | Strongyloidea
raros | Eimeria spp raros | Eimeria spp
2103 59 Normal | Neg. | Neg. 0 Neg. E. coli - - - - - -
raros | Strongyloidea raros | Strongyloidea
2106 60 Normal | Neg. | Neg. |raros | Eimeria spp |raros| Eimeria spp |raros| Eimeria spp E. coli - - - - - -
2107 60 Normal | Neg. | Neg. |raros | Eimeria spp |raros| Eimeria spp |raros| Eimeria spp E. coli - - - - - -

Quadro 10 - Resumo dos resultados obtidos na segunda colheita de amostras na fazenda com casos esporadicos de diarréia (continua)
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Coproparasitologico Coproparasiotolégico Multiplex
Animal dade Clinica|BCoV | RV Sacarose H20-éter Final Bacteriolégico
(dias) . . , Stx1 | Stx2 | eae | K99 | F41 | Sta
Qtd. | Parasita | Qtd. | Parasita | Qtd. Parasita
2108 60 | Normal | Neg. | Neg. |raros | Eimeria spp 0 Neg. raros | Eimeria spp E. coli - - - - - -
E. coli +
2109 60 | Normal | Neg. | Neg. |raros | Eimeria spp 0 Neg. raros | Eimeria spp Kleb|3|e|_|a - - - - - -
pneumoniae
sbspp azanae
2110 63 | Normal| Neg. |Neg.| + Eimeria spp |raros| Eimeria spp + Eimeria spp E. coli - - - - - -
2111 63 | Normal | Neg. | Neg. |raros| Eimeriaspp |raros| Eimeria spp |raros| Eimeria spp E. coli + - - - - -
raros | Eimeria s raros | Eimeria s raros | Eimeria s
2112 63 | Normal | Pos. | Neg. .pp .pp .pp E. coli - - - - - -
raros | Strongyloidea | raros | Strongyloidea | raros | Strongyloidea
2114 63 | Normal | Neg. | Neg. |raros| Eimeria spp |raros| Eimeria spp |raros| Eimeria spp E. coli - - - - - -
raros | Eimeria spp raros | Eimeria spp
2115 63 | Normal | Neg. | Neg. raros | Eimeria spp E. coli - - - - - -
raros | Strongyloidea raros | Strongyloidea
2116 63 | Normal | Neg. |Neg. |raros | Eimeriaspp |raros| Eimeriaspp |raros| Eimeria spp E. coli - - - - - -
raros | Eimeria spp E. c_o!i +
2117 63 | Normal | Neg. [Neg.| + Eimeria spp . + Eimeria spp Kleb|3|e|_|a - - - - - -
raros | Strongyloidea pneumoniae
sbspp azanae

Quadro 10 - Resumo dos resultados obtidos na segunda colheita de amostras na fazenda com casos esporadicos de diarréia (conclusao)
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da Coproparasitolégico Coproparasiotolégico Multiplex
. ade | . . . - C o
A N . I BCoV | RV Sacarose H20-éter Final B |
nima (dias) Clinica | BCo acteriologico Stx1 | Stx2 | eae | K99 | F41 | Sta
Qtd. Parasita Qtd. Parasita Qtd. Parasita
1843 92 |Normal | Neg. |Neg.|raros| Eimeria spp 0 Neg. raros | Eimeria spp E. coli - - - - - -
raros | Eimeria spp raros | Eimeria spp .
1845 92 |Normal | Neg. | Neg. raros | Strongyloidea 0 Neg. raros | Strongyloidea E. col
1847 92 | Normal | Neg. |Neg.|raros| Eimeria spp |raros| Eimeriaspp |raros| Eimeria spp E. coli - - - - - -
L raros | Eimeria spp |raros| Eimeria spp .
1855 92 |Normal| Neg. |Neg.|raros| E - - E. col - - - - - -
' 9 g.|raros| EIMenaspp o ros Strongyloidea | raros | Strongyloidea col
1870 90 | Normal | Neg. |Neg.|raros| Eimeria spp 0 Neg. raros | Eimeria spp E. coli - - - - - -
L raros | Eimeria spp |raros| Eimeria spp .
1871 90 | Normal| Neg. |Neg.|raros| Eimeria - - E. col - - - - - -
9 g 'MeNaseP Mraros Strongyloidea | raros | Strongyloidea !
E. coli +
1881 87 | Normal | Neg. |Neg.|raros| Eimeria spp 0 Neg. raros | Eimeria spp Klebsiella + - - - - -
oxytoca
. : . . . . E. coli +
1882 87 | Normal | Neg. |Neg.|raros| Eimeriaspp |raros| Eimeriaspp |raros| Eimeria spp Shigella sppp - - - - - -
L raros | Eimeria spp |raros| Eimeria spp E. coli + Nao
1 7 |N I'| Neg. |Neg. - - - - - - - -
883 8 orma €9 €g. | raros | Eimeria spp raros | Strongyloidea | raros | Strongyloidea | Fermentadora
1884 87 | Normal| Neg. |Neg.|raros| Eimeria spp |raros| Eimeriaspp |raros| Eimeria spp E. coli - - - - - -
E. coli +
Klebsiella
1886 86 | Normal| Neg. |Neg.|raros| Eimeriaspp |raros| Eimeriaspp |raros| Eimeria spp pneumoniae - - - - - -
subespp
azanae
E. coli +
2101 88 | Normal | Neg. | Pos. |raros| Eimeriaspp |raros| Eimeriaspp |raros| Eimeria spp Citrobacter - - + - - -
freudii
2102 88 | Normal| Neg. |Neg.| O Neg. 0 Neg. 0 Neg. E. coli - - - - - -

Quadro 11 - Resumo dos resultados obtidos na terceira colheita de amostras na fazenda com casos esporadicos de diarréia (continua)
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dad Coproparasitolégico Coproparasiotolégico Multiplex
Animal ! ad€ | Clinica|BCoV| RV Sacarose H20-éter Final Bacteriologico
(dias) - - - Stx1 | Stx2 | eae | K99 | F41 | Sta
Qtd. Parasita Qtd. Parasita Qtd. Parasita
2103 88 |Normal| Neg. |Neg. |raros| Eimeria spp |raros| Eimeria spp |raros| Eimeria spp E. coli
E. coli +
2106 89 |Normal| Neg. |Neg.|raros| Eimeria spp |raros| Eimeria spp |raros| Eimeria spp Citrobacter
diversus
2107 89 |Normal| Neg. |Neg.|raros| Eimeria spp 0 Neg. raros | Eimeria spp E. coli
2108 89 |Normal| Neg. |Neg. |raros| Eimeria spp |raros| Eimeria spp |raros| Eimeria spp E. coli
E. coli+
) ) . . Edwasiella
2109 89 |Normal| Neg. |Neg.|raros| Eimeria spp 0 Neg. raros | Eimeria spp tarda biogrupo
I
2110 91 |Normal| Neg. |[Neg.| O Neg. 0 Neg. 0 Neg. Salmonella spp | NA | NA | NA | NA | NA | NA
2111 91 |Normal| Neg. |[Neg.| O Neg. raros | Eimeria spp |raros| Eimeria spp E. coli
raros | Eimeria spp |raros| Eimeria spp |raros| Eimeria spp
2112 91 |Normal| Neg. |Neg. E. coli + +
raros | Strongyloidea | raros | Strongyloidea | raros | Strongyloidea
2114 91 |Normal| Neg. |[Neg.| O Neg. 0 Neg. 0 Neg. E. coli
2115 91 |Normal| Neg. |[Neg.| O Neg. 0 Neg. 0 Neg. E. coli + +
2116 91 |Normal| Neg. |Neg.|raros| Eimeria spp |raros| Eimeria spp |raros| Eimeria spp E. coli
2117 91 |Normal| Neg. |Neg.|raros| Eimeria spp |raros| Eimeria spp |raros| Eimeria spp E coli +
' ' Shigella sppp

Quadro 11 - Resumo dos resultados obtidos na terceira colheita de amostras na fazenda com casos esporadicos de diarréia (conclusao)




115

Coproparasitolégico Coproparasiotolégico Multiplex
Animal 'd?‘de Clinica | BCoV | RV Sacarose H20-éter Final Bacteriolégico
(dias) Stxl | Stx2 | eae | K99 | F41 | Sta
Qtd. Parasita | Qtd. Parasita | Qtd. Parasita
1843 | 270 |Normal| Neg. [Neg.| 0 Neg. 0 Neg. 0 Neg. E. CO"df’ Citrobacter : :
iversus
1845 270 Normal | Neg. [Neg.| O Neg. 0 Neg. 0 Neg. Klebsiella pneumoniae NA | NA | NA | NA | NA | NA
subspp. azanae
E. coli + Klebsiella
1847 270 Normal | Neg. [Neg.| O Neg. raros | Strongylidea | raros | Strongylidea | pneumoniae subspp. - -
azanae
1855 270 Normal | Neg. |Neg. | raros | Eimeria spp 0 Neg. raros | Eimeria spp Klebsiella pneumoniae NA | NA | NA | NA | NA | NA
subspp. azanae
1870 268 | Normal| Neg. [Neg.| O Neg. 0 Neg. 0 Neg. E. coli + | - -
E. coli + Salmonella
1871 268 Normal | Neg. | Neg. | raros | Eimeria spp |raros | Eimeria spp | raros | Eimeria spp | sppp + Enterobacter - -
Sppp
1881 265 Normal | Neg. | Neg. |raros | Eimeriaspp | O Neg. raros | Eimeria spp E. coli - -
1882 265 Normal | Neg. |Neg. | raros | Eimeria spp 0 Neg. raros | Eimeria spp E. coli - -
1883 265 Normal | Neg. | Neg. | raros | Eimeria spp |raros | Eimeria spp | raros | Eimeria spp E. coli - -
1884 265 Normal | Neg. | Neg. | raros | Eimeria spp |raros | Eimeria spp | raros | Eimeria spp E. coli - -
1886 264 | Normal | Neg. |Neg.| O Neg. 0 Neg. 0 Neg. E. coli - -
E. coli + Klebsiella
1887 264 Normal | Neg. | Neg. | raros | Eimeria spp |raros | Eimeria spp | raros | Eimeria spp | pneumoniae subspp. - -
azanae
1892 263 Normal | Neg. | Neg. | raros | Eimeria spp 0 Neg. raros | Eimeria spp E. coli - -
1893 263 | Normal| Neg. [Neg.| O Neg. 0 Neg. 0 Neg. E. coli - -
2097 220 | Normal | Neg. |Neg.| O Neg. 0 Neg. 0 Neg. E. coli - -
E. coli + Citrobacter
2098 220 Normal | Neg. [Neg.| O Neg. 0 Neg. 0 Neg. diversus - -

Quadro 12 - Resumo dos resultados obtidos na quarta colheita de amostras na fazenda com casos esporadicos de diarréia (continua)
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Coproparasitologico Coproparasiotolégico Multiplex
Animal Idgde Clinica |BCoV | RV Sacarose H20-éter Final Bacteriolégico
(dias) . _ . Stx1 | Stx2 | eae | K99 | F41 | Sta
Qtd. Parasita Qtd. | Parasita | Qtd. Parasita
raros | Eimeria spp raros | Eimeria spp E. coli + Klebsiella - - -
2101 21 N I'| Neg. | Neg. _ Neg. . i .
0 6 orma ©d 9| raros Strongylidea 0 9 raros | Strongyloidea pneumg;::}z:ubspp - - -
Edwarsiella hoshinae +
. L Citrobacter freudii +
2102 216 Normal | Neg. |Neg. | raros | Eimeria spp 0 Neg. raros | Eimeria spp Klebsiella pneumoniae | - -
sbspp. azanae
E. coli + Klebsiella
2103 216 Normal | Neg. |Neg. | raros | Eimeria spp 0 Neg. raros | Eimeria spp | pneumoniae azanae + | - - -
Shigella sppp
2106 215 Normal | Neg. | Neg. | raros | Eimeria spp 0 Neg. raros | Eimeria spp | E. coli + Shigella sppp | - - -
2107 215 Normal | Neg. | Neg. | raros | Eimeria spp |raros E|g1pepr|a raros | Eimeria spp E. coli - - -
E. coli + Klebsiella
2108 215 Normal | Neg. |Neg. | raros | Eimeria spp 0 Neg. raros | Eimeriaspp | pneumoniae subspp. - - -
azanae
2109 215 Normal | Neg. | Neg. | raros | Eimeria spp 0 Neg. raros | Eimeria spp E. coli - - -
2110 | 212 |Normal| Neg. |Neg.| © Neg. 0 Neg. 0 Neg. E.coli + Citrobacter | | :
amalonaticus
raros | Strongylidea raros | Strongylidea E. coli + Klebsiella
2111 212 Normal | Neg. | Neg. L 0 Neg. L pneumoniae subspp. - - -
raros | Eimeria spp raros | Eimeria spp azanae

Quadro 12 - Resumo dos resultados obtidos na quarta colheita de amostras na fazenda com casos esporadicos de diarréia (continua)
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dad Coproparasitolégico Coproparasiotolégico Multiplex
Animal ad® | clinica |BCoV | RV Sacarose H20-éter Final Bacteriolégico
(dias) - - , Stx1 | Stx2 | eae | K99 | F41 | Sta
Qtd. Parasita | Qtd. | Parasita | Qtd. Parasita
E. coli + Edwarsiella
2112 212 Normal | Neg. [Neg.| O Neg. 0 Neg. 0 Neg. hoshinae -
2114 | 212 |Normal| Neg. |Neg.| © Neg 0 | Neg 0 Neg E. coli + Edwarsiella :
' ' ' ' ' hoshinae
E. coli + Klebsiella
2115 212 Normal | Neg. | Neg. |raros | Eimeriaspp | O Neg. raros | Eimeria spp | pneumoniae subspp. -
azanae
2116 212 Normal | Neg. |[Neg.| O Neg. 0 Neg. 0 Neg. E. coli -
2117 212 Normal | Neg. | Neg. | raros | Eimeria spp 0 Neg. raros | Eimeria spp E. collhzsitijr;/;aersmlla -

Quadro 12 - Resumo dos resultados obtidos na quarta colheita de amostras na fazenda com casos esporadicos de diarréia (conclusao)
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Animal dad Coproparasitolégico Coproparasiotolégico Multiplex
Nim.| Nome a0% ! Clinica |BCoV| RV Sacarose H20Neg.éter Final Bacterioldgico Obs.
E Eldorad (dias) Stx1 | Stx2 | eae | K99 | F41 | Sta
Xp. orado Qtd.| Parasita |Qtd.| Parasita |Qtd.| Parasita
1 Brincado 10 Normal | Neg. | Neg. |raros| Eimeria spp |raros| Eimeriaspp |raros | Eimeria spp E. coli - - - - -
Brincado 7 Normal | Neg. | Neg. |raros| Eimeria spp |raros| Eimeriaspp |raros | Eimeria spp E. coli - - - - - -
raros | Eimeria spp raros | Eimeria spp
3 | Brincado| 30 Normal | Neg. | Neg. ) 0 Neg. . E. coli -]+ - - - -
raros | Strongyloidea raros | Strongyloidea
4 Brincado 60 Normal | Neg. | Neg. |raros| Eimeria spp |raros| Eimeriaspp |raros | Eimeria spp E. coli - - - - - -
5 Brincado 5 Diarréia | Neg. | Neg. | O Neg. 0 Neg. 0 Neg. E. coli - - - - - -
6 Brincado | 30 Normal | Neg. | Neg. |raros| Eimeria spp |raros| Eimeriaspp |raros | Eimeria spp E. coli + - - - - -
raros | Eimeria s, raros | Eimeria s
7 Brincado | 45 Normal | Neg. | Neg. | raros| Eimeria spp .pp 'pp E. coli - - - - - -
raros | Strongyloidea | raros | Strongyloidea
X . . raros | Eimeria spp | raros | Eimeria spp .
8 Brincado | 60 Normal | Neg. | Neg. |raros| Eimeria spp - - E. coli - - - - - -
raros | Strongyloidea | raros | Strongyloidea
raros | Eimeria spp | raros | Eimeria spp 2 colbnias
9 Brincado | 30 Normal | Neg. | Neg. |raros| Eimeria spp 3 ] E. coli + - + - - - | diferentes
raros | Strongyloidea | raros | Strongyloidea de E. coli
raros | Eimeria spp | raros | Eimeria spp POUC};
10 | Brincado| 60 Normal | Neg. | Neg. 0 Neg. E. coli - + - - - .| conteudo
8 8 g raros | Strongyloidea | raros | Strongyloidea SmLH20
DEPC
Pouco
11 | Brincado | 45 Normal | Neg. | Pos. |raros| Eimeria spp |raros| Eimeria spp |raros | Eimeria spp E. coli - - - - - - ;?:Ee:zdg
DEPC
12 | Brincado | 30 Normal | Neg. | Pos. |raros| Eimeria spp |raros| Eimeriaspp |raros | Eimeria spp E. coli - - - - - -
Pouco
. . . . teud
13 | Brincado | 30 Diarréia | Neg. | Neg. | O Neg. 0 Neg. 0 Neg. E. coli - - - - - - ;?:Le:zg
DEPC
raros | Eimeria spp raros | Eimeria spp
14 | Brincado | 60 Normal | Neg. | Neg. raros | Eimeria spp E. coli - - - - - -
raros | Strongyloidea raros | Strongyloidea

Quadro 13 - Resumo dos resultados obtidos na primeira colheita de amostras na fazenda com casos recorrentes de diarréia (continua)
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Animal Coproparasitolégico Coproparasiotoldgico Multiplex
Ndm.| Nome Idgde Clinica |BCoV | RV Sacarose H20ONeg.éter Final Bacteriolégico Obs.
(dias) , - - Stx1 | Stx2 | eae | K99 | F41 | Sta
Exp. | Eldorado Qtd. | Parasita | Qtd. | Parasita | Qtd. Parasita
raros | Eimeria spp | raros | Eimeria spp
15 | Brincado | 60 Normal | Neg. |[Neg.| O Neg. E. coli -
raros | Strongyloidea | raros | Strongyloidea
E. coli +
Eimeria Citrobacter
16 | Brincado 30 Normal | Neg. |Neg.|raros sop raros | Eimeria spp | raros | Eimeria spp diversus +
Aeromonas
hydrophila
E. coli +
17 | Brincado | 30 Diarréia | Neg. | Pos.| O Neg. 0 Neg. 0 Neg. Citrobacter +
diversus
E. coli +
Edwarsiella p
ouco
tarda biogrupo conteldo
18 | Brincado 7 Normal | Neg. |Neg.| O Neg. 0 Neg. 0 Neg. | + Citrobacter | + 7mL DEPC
diversus + / Com
Providencia diarreia
Spp
E. coli +
Serratia spp +
19 | Brincado| 10 Normal | Neg. [Neg.| O Neg. 0 Neg. 0 Neg. Klebsiella
pneumoniae
subesp. azanae
07 sem i E. coli + com
20 brinco 20 Diarréia | Neg. |Neg.| O Neg. 0 Neg. 0 Neg. Klebsiella + + diarréia
oxytoca
21 Adf;?)do 3 Normal | Neg. |Neg.| O Neg. 0 Neg. 0 Neg. E. coli +

Quadro 13 - Resumo dos resultados obtidos na primeira colheita de amostras na fazenda com casos recorrentes de diarréia (continua)
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Animal dad Coproparasitolégico Coproparasiotoldgico Multiplex
Ndm.| Nome a9% ! Clinica |BCoV| RV Sacarose H20ONeg.éter Final Bacteriolégico Obs.
(dias) , - - Stx1 | Stx2 | eae | K99 | F41 | Sta
Exp. | Eldorado Qtd. | Parasita | Qtd.| Parasita Qtd. Parasita
E. coli +
Edwarsiella
22 |Filha1l 7 | Normal | Neg. |Neg. Neg. Neg. Neg. -
ilha 160 orma eg eg 0 eg 0 eg 0 eg tarda biogrupo
/
E. coli + Tevel
, episédio
23 LA 2 | Normal | Neg. |Neg.| 0 Neg 0 Neg. 0 Neg. Citrobacter |\ | | | || | dediarréa
freudii + anterior a
Serratia spp coleta
E. coli +
Citrobacter
24 ocC 15 Normal | Neg. [Neg.| O Neg. 0 Neg. 0 Neg. amalonaticus + | - - - - - -
Citrobacter
diversus
E. coli + Tevel
. . . episddio
25 Garota 30 Diarréia | Neg. | Neg.|raros Eimeria 0 Neg. raros | Eimeria spp K/ebSIel/g - - - - - - | dediarréa
Spp pneumoniae anterior 3
subesp. azanae coleta
E. coli + Tevel
. . . episodio
26 | Princesa 20 Diarréia | Neg. | Neg.|raros Eimeria raros | Eimeria spp | raros | Eimeria spp EdWGI.’SIe//a - - - - - - | dediarréa
spp tarda biogrupo anterior 3
/ coleta
. Teve 1
Eimeria ) o E. COI"'" episédio
27 Garga 25 Normal | Neg. |Neg. |raros raros | Strongyloidea | raros | Eimeria spp Edwarsiella - - - - - - | dediarréa
spp hoshinae anterior a
coleta

Quadro 14 - Resumo dos resultados obtidos na primeira colheita de amostras na fazenda com casos recorrentes de diarréia (continua)
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Animal dad Coproparasitoldgico Coproparasiotolégico Multiplex
Ndm.| Nome 29% Clinica |BCoV| RV Sacarose H20ONeg.éter Final Bacteriolégico Obs.
(dias) - - - Stx1 | Stx2 | eae | K99 | F41 | Sta
Exp. | Eldorado Qtd. | Parasita | Qtd. | Parasita| Qtd. Parasita
Eimeri Eimeri
28 Pintura 15 Normal | Neg. |Neg. |raros imeria raros imeria raros | Eimeria spp E. coli -
Spp Spp
29 | Mansinha 5 Normal | Pos. |Neg.| + Eimeria raros Eimeria + Eimeria spp E. coli
Spp Spp
Ja
apresentou
Gémea . episédios de
30 Escura 60 Normal | Neg. |Neg.| O Neg. 0 Neg. 0 Neg. E. coli p;iarr'éia
anteriores a
coleta
A Com diarréia
31 | ©™M | 60 | Diarréia | Neg. |Neg.| O | Neg. | 0 | Neg | O Neg. E. coli /2 colénias
Clara de E. coli

Quadro 14 - Resumo dos resultados obtidos na primeira colheita de amostras na fazenda com casos recorrentes de diarréia (conclusao)



Animal

Num.

Exp.

Nome
Eldorado

Idade
(dias)

Clinica

BCoV

RV

Coproparasitolégico

Sacarose

H20-éter

Coproparasiotoldgico

Final

Qtd.

Parasita

Qtd.

Parasita

Qtd.

Parasita

Bacteriolégico

Multi

lex

Stx1

Stx2

eae

K99

FA1l

Sta

Brincado

75

Normal

Neg.

Pos.

raros

Eimeria spp

raros

Eimeria spp

raros

Eimeria spp

raros

Strongyloidea

raros

Trichuris

raros

Strongyloidea

raros

Strongyloidea

raros

Trichuris

E. coli +
Edwarsiella
hoshinae +

Klebsiella
pneumoniae
subesp.
pneumoniae

Brincado

72

Normal

Neg.

Neg.

raros

Eimeria spp

raros

Eimeria spp

raros

Eimeria spp

E. coli +
Klebsiella
pneumoniae
subesp.
pneumoniae +
Edwarsiella
tarda biogrupo |

Brincado

95

Normal

Neg.

Neg.

+++

Eimeria spp

raros

Eimeria spp

+++

Eimeria spp

Klebsiella
pneumoniae
subesp. azanae +
Citrobacter
diversus

NA

NA

NA

NA

NA

NA

Brincado

125

Normal

Neg.

Neg.

raros

Eimeria spp

raros

Eimeria spp

raros

Eimeria spp

E. coli +
Edwarsille tarda
biogrupo |

Brincado

70

Normal

Neg.

Neg.

raros

Eimeria spp

raros

Strongyloidea

raros

Eimeria spp

raros

Eimeria spp

raros

Strongyloidea

E. coli +
Klebsiella
pneumoniae
subesp.
pneumoniae

Brincado

95

Normal

Neg.

Neg.

raros

Eimeria spp

raros

Eimeria spp

raros

Eimeria spp

raros

Trichuris

raros

Trichuris

E. coli +
Citrobacter
diversus +
Klebsiella
pneumoniae
subesp. azanae

7

Brincado

110

Normal

Neg.

Neg.

raros

Eimeria spp

raros

Eimeria spp

raros

Eimeria spp

E. coli +
Enterobacter spp

Quadro 15 - Resumo dos resultados obtidos na segunda colheita de amostras na fazenda com casos recorrentes de diarréia (continua)
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Animal Coproparasitolégico Coproparasiotolégico Multiplex
Num.| Nome ||dade Sacarose H20-éter Final
Exp. | Eldorado | (dias) | Clinica|BCoV | RV |Qtd.| Parasita |Qtd.| Parasita | Qtd. Parasita |Bacteriol6gico | Stx1 | Stx2 | eae | K99 | F41 | Sta
raros | Eimeria spp |raros| Eimeriaspp |raros | Eimeriaspp | E.coli+Serratia
spp + Klebsiella
8 Brincado | 125 | Normal | Neg. | Pos. neumoniae - + - - - R
¢ raros | Strongyloidea | raros | Strongyloidea | raros | Strongyloidea P subesp.
pneumoniae
raros | Eimeria spp |raros| Eimeria spp | raros | Eimeria spp E. coli +
Citrobacter
raros | Strongyloidea | raros | Strongyloidea | raros | Strongyloidea i
9 |Brincado| 95 | Normal | Neg. | Neg. » 9 9 diversus + A
Klebsiella
raros | Trichuris |raros| Trichuris raros Trichuris pneumoniae
subesp. azanae
raros | Eimeria spp raros | Eimeria spp | Enterobacter spp
10 | Brincado | 125 | Normal | Neg. | Neg. . raros | Eimeria spp . + Citrobacter NA | NA | NA | NA | NA | NA
raros | Strongyloidea raros | Strongyloidea diversus
E. coli +
11 | Brincado| 110 | Normal | Neg. |Neg.|raros| Eimeria spp |raros| Eimeriaspp |raros | Eimeria spp Edwarsiella - - + - - -
hoshinae
E. coli +
Citrobacter
. . . . . . . amalonaticus +
12 | Brincado| 95 | Normal | Neg. |Neg. |raros| Eimeriaspp |raros| Eimeriaspp | raros | Eimeria spp Serratia spp + + - - - -] -
Aeromonas
hydrophyla
E. coli +
13 | Brincado| 95 Normal | Neg. | Neg. |raros| Eimeria spp |raros| Eimeriaspp |raros | Eimeria spp Edwarsiella - - - - - -
tarda biogrupo |
raros | Eimeria spp | raros | Eimeria spp E. coli +
14 | Brincado | 125 | Normal | Neg. | Neg.|raros| Eimeria spp , ) Citrobacter R N
raros | Strongyloidea | raros | Strongyloidea | amalonaticus +
Serratia spp
++ | Eimeria spp ++ Eimeria spp E. coli +
. . . Enterobacter spp
15 | Brincado | 125 | Normal | Neg. | Neg. raros | Eimerias ) - - - - - -
§ 8| raros Trichuris PP raros Trichuris + Edwarsiella
tarda biogrupo |
raros | Eimeria spp | raros | Eimeria spp E. coli +
16 | Brincado 95 Normal | Neg. |Neg.| O Neg. . . . . Edwarsiella + - - - - -
raros Trichuris raros Trichuris hoshinae

Quadro 15 - Resumo dos resultados obtidos na segunda colheita de amostras na fazenda com casos recorrentes de diarréia (continua)
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Animal Coproparasitolégico Coproparasiotoldgico Multiplex
Num.| Nome ||dade Sacarose H20-éter Final
Exp. | Eldorado | (dias) | Clinica |BCoV | RV | Qtd.| Parasita |Qtd.| Parasita | Qtd. Parasita | Bacteriol6gico | six1 | Stx2 | eae | K99 | F41 | Sta | Obs.
++ Eimeria spp | +++ Eimeria spp E. coli +
Edwarsiellatarda
raros | Strongyloidea | raros | Strongyloidea biogrupo | +
17 | Brincado| 95 Normal | Neg. |Neg.| +++ | Eimeria spp Klebsiella - + - - - -
pneumoniae
raros Trichuris raros Trichuris subesp.
pneumoniae
raros | Eimeria s raros | Eimeria s i
18 | Brincado| 72 Normal | Neg. | Neg. 'pp raros | Eimeria spp 'pp E. coli+ - - - - -
raros | Strongyloidea raros | Strongyloidea | Enterobacter spp
E. coli +
19 |Brincado| 75 Normal | Neg. |Neg.|raros| Eimeriaspp |raros| Eimeria spp | raros | Eimeria spp Citrobacter - - - - - -
diversus
raros | Eimeria spp |raros| Eimeria spp | raros | Eimeria spp
20 07 sem 59 Diarréia | Ne Ne E. coli+ + - - ) ) )
brinco & & | raros Strongyloidea | raros | Strongyloidea | raros | Strongyloidea | Salmonella spp
Pouco
Adotado . N L L . ido -
21 42 Diarréia | Neg. |Neg.|raros| Eimeriaspp |raros| Eimeriaspp | raros | Eimeria spp E. coli - - - - - _ | conteddo
160 7mLH20
DEPC
22 |Filhal60| 46 Normal | Neg. |Neg.|raros| Eimeriaspp |raros| Eimeriaspp | raros | Eimeria spp E CO/I:p;ermm - - - - -
raros | Eimeria spp |raros| Eimeria spp | raros | Eimeria spp Edwarsiella
tarda + Diarréia
23 LA 41 Normal | Neg. | Neg. oid oid oid Klebsiella NA | NA | NA | NA | NA | NA | entreCle
raros | Strongyloidea | raros | Strongyloidea | raros | Strongyloidea preumoniae 2
subesp. azanae
E. coli +
24 ocC 54 Normal | Neg. |Neg.|raros| Eimeria spp |raros |Strongyloidea | raros | Eimeria spp Klebsiella + - - - - -
oxytoca

Quadro 15 - Resumo dos resultados obtidos na segunda colheita de amostras na fazenda com casos recorrentes de diarréia (continua)
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Animal Coproparasitolégico Coproparasiotoléogico Multiplex
Ndm.| Nome | |dade BCo Sacarose H20-éter Final Bacterioldgi
Exp. | Eldorado | (dias) | Clinica| V | RV |Qtd.| Parasita |Qtd.| Parasita | Qtd.| Parasita co Stx1 | Stx2 | eae | K99 | F41 | Sta | Obs.
E. coli +
25 Garota 69 Normal | Neg. | Neg.|raros| Eimerias raros | Eimerias raros | Eimeria s, - + - - - -
& & pp pp PP Salmonella spp
++ Eimeria spp |raros| Eimeria spp ++ Eimeria spp Klebsiella
pneumoniae
26 Princesa 59 Diarréia | Neg. |Neg. . . . subesp. azanae | NA | NA | NA | NA | NA | NA
raros | Strongyloidea | raros | Strongyloidea | raros | Strongyloidea .
+ Edwarsiella
hoshinae
raros | Eimeriaspp | raros | Eimeria spp E. coli + Diarréia
27 Garga 64 Normal | Neg. | Neg. | raros| Eimeria spp . . Citrobacter + - - - - - entre
raros | Strongyloidea | raros | Strongyloidea . CleC2
diversus
Pouco
conteud
28 Pintura 54 Normal | Neg. | Neg. |raros| Eimeria spp 0 Neg. raros | Eimeria spp E. coli - - - - - - | o-7mL
H20
DEPC
Pouco
conteud
29 | Mansinha 44 Normal | Neg. [Neg.| O Neg. 0 Neg. 0 Neg. Serratia spp NA | NA | NA | NA | NA | NA | 0o-7mL
H20
DEPC
Gémea E. coli +
30 Escura 99 Normal | Neg. |Neg.|raros| Eimeriaspp |raros| Eimeriaspp | raros | Eimeria spp Edwarsiella - - + - - -
hoshinae
E. coli +
Enterobacter
Gé L L S +
31 Celgnr:a 99 Normal | Neg. |Neg.|raros| Eimeriaspp |raros| Eimeriaspp |raros | Eimeria spp Ed:/ZFr)siel/a - + - - - -
tarda biogrupo
/

Quadro 15 - Resumo dos resultados obtidos na segunda colheita de amostras na fazenda com casos recorrentes de diarréia (continua)
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Animal dad Coproparasitolégico Coproparasiotolégico Multiplex
ade | ~ . . ; o
{ . Clinica|BCoV | RV -6 Final Bacterioldgico
NUm.| Nome ' (gjas) Sacarose_ H20 eter_ : 9 Stx1 | Stx2 | eae | K99 | F41 | Sta
Exp. | Eldorado Qtd. | Parasita |Qtd.| Parasita | Qtd. Parasita
) raros | Eimeria spp |raros| Eimeria spp | raros | Eimeria spp Citrobacter
1 Brincado | 98 |Normal| Neg. | Neg. . . . diversus + NA | NA | NA | NA | NA | NA
raros | Strongyloidea | raros | Strongyloidea | raros | Strongyloidea Serratia spp
E. coli+
Klebsiella
. . . . . . . pneumoniae _ ) ) _ )
2 Brincado | 95 |Normal| Neg. | Neg.|raros | Eimeriaspp |raros| Eimeria spp | raros Eimeria spp subesp. azanae +
+ Citrobacter
amalonaticus
3 Brincado | 118 | Normal | Neg. |Neg. | raros | Eimeria spp |raros| Eimeria spp | raros | Eimeria spp E.coli + - - - - -
) raros | Eimeria spp |raros| Eimeria spp | raros | Eimeria spp E. coli +
4 Brincado | 148 | Normal| Neg. |Neg. . . : . . : Citrobacter + - + - - -
raros Trichuris raros | Trichuris raros Trichuris amalonaticus
raros | Eimeria spp |raros| Eimeria spp | raros | Eimeria spp E. coli +
Enterobacter
5 Brincado | 93 | Normal| Neg. | Neg. . . . + - - - - - -
9 g raros | Strongyloidea | raros | Strongyloidea | raros | Strongyloidea Citfgk?acter
diversus
E. coli +
6 Brincado | 118 | Normal | Neg. |Neg. |raros | Eimeria spp |raros| Eimeria spp | raros | Eimeria spp Edwarsiella - + - - - -
tarda biogrupo |
E. coli +
Klebsiella
7 Brincado | 133 | Normal | Neg. | Neg. | raros | Eimeriaspp |raros| Eimeria spp | raros | Eimeria spp pneumoniae - - - - - -
subesp.
pneumoniae
E. coli +
Klebsiella
. . . . . pneumoniae ) ) ) ) ) )
8 Brincado | 148 | Normal | Neg. | Neg. | raros | Eimeria spp 0 Neg. raros Eimeria spp subesp. azanae
+ Edwarsiella
tarda biogrupo |
Serratia spp +
9 Brincado | 118 | Normal | Neg. |Neg. | raros | Eimeriaspp |raros| Eimeria spp | raros | Eimeria spp Citrobacter NA | NA | NA | NA | NA | NA
amalonaticus

Quadro 16 - Resumo dos resultados obtidos na terceira colheita de amostras na fazenda com casos recorrentes de diarréia (continua)
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Animal dad Coproparasitologico Coproparasiotologico Multiplex
Num.| Nome ad€ | ciinica|BCoOV| RV Sacarose H20-éter Final Bacterioldgico
(dias) - - - Stx1l | Stx2 | eae | K99 | F41 | Sta
Exp. | Eldorado Qtd. | Parasita | Qtd. Parasita Qtd. Parasita
Eimer raros | Eimeria spp | raros | Eimeria spp | E. coli + Klebsiella
. imeria pneumoniae
10 | Brincado | 148 |Normal| Neg. | Neg. | raros . . -
9 9 spp raros | Strongyloidea | raros | Strongyloidea subesp.
pneumoniae
. Eimeria o o E. coli +
11 | Brincado | 133 | Normal| Neg. | Neg. | raros raros | Eimeria spp | raros Eimeria spp Edwarsiella tarda + -
SPp bio
grupo |
Cari raros | Eimeria spp | raros | Eimeria spp E. coli +
12 | Brincado | 118 |Normal| Neg. | Neg. | raros Eimeria . . Edwarsiella -
spp raros | Strongyloidea | raros | Strongyloidea hoshinae
E. coli + Klebsiella
Eimeria pneumoniae
13 | Brincado | 118 | Normal| Neg. | Neg. | raros raros | Eimeria spp | raros Eimeria spp | subesp. azanae + -
SPp Citrobacter
diversus
E. coli +
Citrobacter
. Eimeria L L amalonaticus +
14 | Brincado | 148 |Normal| Neg. | Neg. | raros Spp raros | Eimeria spp | raros | Eimeria spp Serratia spp + + -
Aeromonas
hydrophila
E. coli +
Edwarsiella
. Eimeria . . . . hoshinae +
15 | Brincado | 148 |Normal| Neg. | Neg. | raros spp raros | Eimeria spp | raros | Eimeria spp Klebsiella + -
pneumoniae
subesp. azanae
E. coli +
. Eimeria . . Enterobacter spp
16 | Brincado | 118 |Normal| Neg. | Neg. | raros spp 0 Neg. raros | Eimeria spp + Citrobacter -
diversus
. Eimeria . . : . E. coli +
17 | Brincado | 118 |Normal| Neg. | Neg. | raros Spp raros | Eimeria spp | raros Eimeria spp Enterobacter spp -

Quadro 16 - Resumo dos resultados obtidos na terceira colheita de amostras na fazenda com casos recorrentes de diarréia (continua)
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Animal Idade Coproparasitoldgico Coproparasiotologico Multiplex
NGm.| Nome (dias) Clinica|BCoV| RV Sacarose H20-éter Final Bacterioldgico it | soz oo | a1 | st
X X eae a
Exp. | Eldorado Qtd. Parasita Qtd. Parasita Qtd. Parasita
E. coli +
18 | Brincado | 95 |[Normal| Neg. |Neg.| O Neg. 0 Neg. 0 Neg. Edwarsiella -
hoshinae
raros | Eimeria spp |raros| Eimeriaspp | raros | Eimeria spp E. coli +
19 | Brincado | 98 |[Normal| Neg. | Neg. raros | Stronavicidea raros | Strongyloidea | raros | Strongyloidea Citrobacter + -
9y raros | Strongyloides | raros | Strongyloides | 2malonaticus
E. coli+
Edwarsiella
07 sem tarda biogrupo |
20 bri 112 |Normal | Neg. |Neg.|raros | Eimeriaspp |raros| Eimeriaspp | raros | Eimeria spp + Klebsiella -
rnco pneumoniae
subesp.
pneumoniae
Adotado o o E. coli +
21 160 95 |[Normal| Neg. |Neg.|raros | Eimeria spp 0 Neg. raros Eimeria spp Klebsiella - +
oxytoca
raros | Eimeria spp |raros| Eimeria spp | raros | Eimeria spp E coli+
22 | Filha160| 95 |Normal| Neg. | Neg. . raros | Strongyloidea | raros | Strongyloidea Citrobacter -
raros | Strongyloidea diversus
raros Trichuris raros Trichuris
raros | Eimeria spp | raros | Eimeria spp £ ItE C%” +t
23 LA 99 |Normal| Neg. |Neg.| O Neg. ) ) O et +
raros | Strongyloidea | raros | Strongyloidea | SPP spg"a 1a
raros | Eimeria spp | raros | Eimeria spp E. coli +
24 ocC 107 |Normal| Neg. |Neg.|raros | Eimeriaspp |raros| Trichuris raros Trichuris Edwarsiella -
raros | Strongyloides | raros | Strongyloides | tarda biogrupo |
raros | Eimeria spp |raros| Eimeriaspp | raros | Eimeria spp E. %0|i+
Citrobacter
2 r 122 | Normal| Neg. |Neg. . . ) " + -
5 Garota orma 9 cd raros | Strongyloidea | raros | Strongyloidea | raros | Strongyloidea freudii +
Serratia spp

Quadro 16 - Resumo dos resultados obtidos na terceira colheita de amostras na fazenda com casos recorrentes de diarréia (continua)
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Animal Coproparasitologico Coproparasiotolégico Multiplex
i Idade . 8 Final L
Nam. | Nome | (jjaq) | Clinica | BCOV| RV Sacarose Reo-cter = Bacteriologico Stx1 | Stx2 | eae | K99 | F41 | Sta
Exp. | Eldorado Qtd. Parasita | Qtd. | Parasita Qtd. Parasita
26 Princesa 112 Normal Neg. | Neg. | raros | Eimeriaspp | raros | Eimeria spp raros Eimeria spp E. coli + ESLerobacter - - - - R -
raros | Eimerias raros Eimeria s| i i
27 Garca 117 Normal Neg. | Neg. .pp raros | Eimeria spp .pp E. coli + Edwarsnalla + - - - - -
raros | Strongyloidea raros | Strongyloidea tarda biogrupo |
E. coli + Klebsiella
28 Pintura 107 Diarréia | Neg. | Neg. | raros | Eimeriaspp | raros | Eimeria spp raros Eimeria spp | pneumoniae subesp. - - - - - -
azanae + Serratia spp
raros | Eimerias raros Eimeria s| i i
29 Mansinha 97 Normal Neg. | Neg. _pp 0 Neg. .pp E. coli + I_Edwar3|ella - - - - - -
raros | Strongyloidea raros | Strongyloidea tarda biogrupo |
30 Eg{:ﬁ: 152 Normal Neg. | Neg. | raros | Eimeriaspp | raros | Eimeria spp raros Eimeria spp E. COllhgsi?r\]’;ZrSIe”a - - - - - -
Gémea raros | Eimeria spp raros | Eimeriaspp | E. coli+ Citrobacter
31 Clara 152 Normal Neg. | Neg. ] raros | Eimeria spp - diversus + Edwarsiella - - - - - -
raros | Strongyloidea raros | Strongyloidea tarda biogrupo |

Quadro 16 - Resumo dos resultados obtidos na terceira colheita de amostras na fazenda com casos recorrentes de diarréia (conclusao)
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Animal Coproparasitolégico Coproparasiotol4gico Multiplex
Idade o : S
g ; Clinica | BCoV | RV Sacarose H20-éter Final Bacterioldgico
Num. | Nome | (djas) . . . g Stxl | Stx2 | eae | K99 | F41 | Sta
Exp. | Eldorado Qtd. Parasita | Qtd. Parasita Qtd. Parasita
E. coli +
1 Brincado | 130 | Normal | Neg. | Neg. |raros| Eimeria spp |raros| Eimeriaspp | raros Eimeria spp Edwarsiella - - - - - -
hoshinae
raros | Eimeria spp raros Eimeria spp )
2 Brincado | 127 | Normal | Neg. | Neg. 0 Neg. E. coli + + - + - - -
) ) Enterobacter spp
raros | Strongyloidea raros Strongyloidea
raros | Eimeriaspp | raros Eimeria spp
3 Brincado | 150 | Normal | Neg. | Neg. | raros | Eimeria spp E. coli - - - - - -
raros Trichuris raros Trichuris
Enterobacter spp +
4 Brincado | 180 | Normal | Neg. | Neg. |raros | Eimeriaspp |raros| Eimeriaspp | raros Eimeria spp Citrobacter NA | NA | NA | NA | NA | NA
diversus
raros | Eimeria spp raros Eimeria spp
E. coli +
5 Brincado | 125 | Normal | Neg. | Neg. | raros Trichuris raros | Eimeria spp | raros Trichuris Edwarsiella - - - - - -
hoshinae
raros | Strongyloidea raros Strongyloidea
Serratia spp +
6 Brincado | 150 | Normal | Neg. | Neg. |raros | Eimeria spp 0 Neg. raros Eimeria spp Citrobacter NA | NA | NA | NA [ NA | NA
amalonaticus
raros | Eimeria spp |raros | Eimeriaspp | raros Eimeria spp
7 Brincado | 165 | Normal | Neg. | Neg. E. coli + - - - - -
raros | Strongyloidea | raros | Strongyloidea | raros Strongyloidea
Klebsiella
pneumoniae
8 Brincado | 180 | Normal | Neg. | Neg. |raros| Eimeria spp |raros| Eimeriaspp | raros Eimeria spp subesp. azanae + | NA | NA | NA | NA | NA | NA
Citrobacter
diversus

Quadro 17 - Resumo dos resultados obtidos na quarta colheita de amostras na fazenda com casos recorrentes de diarréia (continua)
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Animal Coproparasitolégico Coproparasiotolégico Multiplex
Nam. | Nome Idade Clinica |BCoV | RV Sacarose H20-éter Final Bacteriolégico
(dias) - - - Stxl | Stx2 | eae | K99 | F41 | Sta
Exp. | Eldorado Qtd. Parasita Qtd. Parasita Qtd. Parasita
. - E. coli +
+++++ Eimeria spp +++++ Eimeria spp Edwarsiella
hoshinae +
9 Brincado | 150 | Normal | Neg. |Neg.| raros Trichuris ++++ | Eimeria spp raros Trichuris Klebsiella - - - - - -
pneumoniae
. . subesp.
raros | Strongyloidea raros | Strongyloidea pneumoniae
E. coli +
10 Brincado | 180 | Normal | Neg. |Neg.| raros Eimeriaspp |raros| Eimeria spp raros Eimeria spp Edwarsiella tarda - + - - - -
biogrupo |
Enterobacter spp
. . . . . . . + Klebsiella
11 Brincado | 165 | Normal | Neg. |Neg.| ++ Eimeriaspp |raros | Eimeria spp ++ Eimeria spp pneumonia NA NA | NA | NA | NA | NA
subesp. azanae
) ) o o E. coli +
raros Eimeria spp raros Eimeria spp raros Eimeria spp Klebsiella
12 | Brincado | 150 | Normal | Neg. | Neg. pneumoniae - - - - - -
raros | Strongyloidea |raros| Strongyloidea | raros | Strongyloidea | Subesp.azanae
+ Serratia spp
13 Brincado | 150 | Normal | Neg. |Neg.| raros Eimeriaspp |raros| Eimeria spp raros Eimeria spp E. ;0"+ - - - - - -
’ ’ Edwarsiella tarda
Citrobacter
amalonaticus +
14 Brincado | 180 | Normal | Neg. |Neg.| raros Eimeriaspp |raros| Eimeria spp raros Eimeria spp Enterobacter spp | NA NA | NA | NA | NA | NA
+ Citrobacter
diversus

Quadro 17 - Resumo dos resultados obtidos na quarta colheita de amostras na fazenda com casos recorrentes de diarréia (continua)
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Animal dad Coproparasitolégico Coproparasiotol. Multiplex
Nam. | Nome Ed?as? Clinica | BCoV | RV Sacarose H20-éter Final Bacteriol6gico st | so oo | £a1 | st Obs.
- - - X X eae a
Exp. | Eldorado Qtd. | Parasita | Qtd. | Parasita | Qtd. | Parasita
E. coli + Klebsiella
pneumoniae subesp.
pneumoniae + 2 colon
15 Brincado 180 Normal Neg. Neg. | raros | Eimeria spp | raros Eimeria spp | raros | Eimeria spp | Citrobacter diversus + - - - - - - E coli'
Klebsiella '
pneumoniae subesp.
azanae
. L . . . . . 2 coldn.
16 Brincado 150 Normal Neg. Neg. | raros | Eimeria spp | raros Eimeria spp raros | Eimeria spp E. coli - - - - - - E coli
E. coli + Citrobacter
amalonaticus +
17 Brincado 150 Normal Neg. Neg. | raros | Eimeria spp | raros Eimeria spp | raros | Eimeria spp Entel;?lzigglrlaspp+ - - - - - -
pneumoniae subesp.
azanae
18 Brincado 127 Normal Neg. Neg. | raros | Eimeria spp | raros Eimeriaspp | raros | Eimeria spp E. coh+|§g;erobacter - - - - - -
raros Eimeria spp | raros | Eimeria spp
E. coli + Citrobacter Fceozr::;s
amalonaticus + consis-
19 Brincado 130 Normal Neg. Neg. | raros | Eimeria spp . . . . Serratia spp + + - - - - - P
raros Trichuris raros Trichuris Aeromonas te(;‘c'?
hydrophyla re dL;Z"
raros | Strongyloidea | raros | Strongyloidea

Quadro 17 - Resumo dos resultados obtidos na quarta colheita de amostras na fazenda com casos recorrentes de diarréia (continua)
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Animal

Nam.
Exp.

Nome
Eldorado

Idade
(dias)

Clinica

BCoV

RV

Coproparasitolégico

Sacarose

H20-éter

Coproparasiotolégico

Final

otd.

Parasita

otd.

Parasita

otd.

Parasita

Bacteriolégico

Multi

plex

Stx1

Stx2

eae

K99

F41

Sta

20

07 sem
brinco

139

Normal

Neg.

Neg.

raros

Eimeria spp

raros

Eimeria spp

raros

Eimeria spp

raros

Strongyloides

raros

Strongyloides

raros

Strongyloides

E. coli +
Citrobacter
amalonaticus +
Serratia spp

21

Adotado
160

122

Diarréia

Neg.

Neg.

Neg.

raros

Strongyloides

raros

Strongyloides

raros

Trichuris

raros

Trichuris

E. coli +
Klebsiella
pneumoniae
subesp. azanae
+ Citrobacter
amalonaticus +
Klebsiella
pneumoniae
subesp.
pneumoniae +
Klebsiella
pneumoniae
subesp.
rhinoscleromatis

22

Filha 160

122

Diarréia

Neg.

Neg.

raros

Eimeria spp

Neg.

raros

Eimeria spp

E. coli +
Klebsiella
pneumoniae
subesp. azanae
+ Citrobacter
amalonaticus

23

LA

126

Normal

Neg.

Neg.

raros

Eimeria spp

Neg.

raros

Eimeria spp

E. coli

24

ocC

134

Normal

Neg.

Neg.

raros

Eimeria spp

raros

Eimeria spp

raros

Eimeria spp

raros

Strongyloidea

raros

Strongyloidea

raros

Strongyloidea

E. coli

Quadro 17 - Resumo dos resultados obtidos na quarta colheita de amostras na fazenda com casos recorrentes de diarréia (continua)
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Animal Idad Coproparasitoldgico Coproparasiotoldgi Multiplex
ade - - . S
q . lini BCoV | RV Sacarose H20-éter co Final Bacteriolégico .
Nam. | Nome | jiaqy | Clinica | BCo : : : g stxi | st | eae | Koo | Fa1 | st | OPS
Exp. | Eldorado Qtd. Parasita Qtd. Parasita Qtd. Parasita
E. coli + Serratia spp
L L . + Klebsiella
25 Garota 149 Normal | Neg. | Neg. |raros| Eimeriaspp |raros| Eimeriaspp |raros| Eimeria spp - - - - - - -
pneumoniae subesp.
pneumoniae
raros | Eimeria spp |raros | Eimeria spp
) . E. coli + Yersinia spp Pouco
raros | Strongyloidea | raros | Strongyloidea + Klebsiella conted-
26 | Princesa| 139 Diarréia | Neg. | Neg. |raros | Eimeria spp pneumoniae.subesp. - - - - - - d&gg"
raros | Strongyloides | raros | Strongyloides pneumoniae + DEPC/
Serratia spp 2 E. coli
raros Trichuris raros Trichuris
) ] ) ) E. coli + Yersinia spp
raros | Eimeria spp raros | Eimeria spp + Klebsiella
27 Garca 144 Normal | Neg. | Neg. raros | Eimeria spp pneumoniae subesp. - - - - - -
raros | Strongyloidea raros | Strongyloidea | @zanae + Serratia
Spp
Conteud
o reduzi-
28 Pintura 134 | Diarréia | Neg. | Neg. | raros | Eimeriaspp |raros| Eimeriaspp |raros| Eimeria spp E. coli - + - - - - doe
trazei-ro
sujo

Quadro 18 - Resumo dos resultados obtidos na quarta colheita de amostras na fazenda com casos recorrentes de diarréia (continua)
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Animal dad Coproparasitolégico Coproparasiotologico Multiplex
ade - - . o
" ¢ - Final .
Num.| Nome |- | Clinica | BCoV | RV | Sacarose H20-éter_ . Bacteriol6gico | | o ol eae | koo | Fa1 | sta| ©OPS
Exp. | Eldorado Qtd. | Parasita | Qtd. | Parasita | Qtd. Parasita
E. coli + Pouco
Citrobacter contetido
. . . . diversus + 4mL H20
29 |Mansinha| 124 | Diarréia | Neg. |Neg. |raros Eimeria raros Eimeria raros | Eimeria spp Klebsiella + + DEPC -
Spp Spp pneumoniae Diarréia
subesp. com
azanae muco
E. coli +
Klebsiella
pneumoniae
Gémea Eimeria Eimeria . . subesp.
30 Escura 179 | Normal | Neg. | Neg. |raros Spp raros Spp raros | Eimeria spp pneumoniae +
Edwarsiella
tarda biogrupo
|
31 Gémea 179 | Normal | Neg. |Neg. |raros Eimeria raros Eimeria raros | Eimeria spp E. coli -
Clara spp Spp

Quadro 17 - Resumo dos resultados obtidos na quarta colheita de amostras na fazenda com casos recorrentes de diarréia (concluséo)






