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RESUMO

A diarreia é uma sindrome de etiologia complexa gfeta diversas
espécies animais. Entre os agentes infecciososeinégmente associados estéo
0 coronavirus bovino (BCaoV), rotavirus, virus darddia viral bovina (BVDV),
Salmonellaspp., Escherichia colie Cryptosporidiumspp., dentre outros. Na
primeira parte deste estudo, descreveu-se um dartbsenteria de inverno em
vacas adultas, durante o verdo. Foram avaliadasltasacfes clinicas e
patolégicas dos bovinos acometidos, sendo realizadatedRT-PCR e imuno-
histoquimica (IHQ) para a confirmagdo do envolvitoesto coronavirus bovino
no surto. De 30 bovinos, 15 vacas apresentarameidiag, dentre estas, uma
veio a Obito. Na necropsia, a principal alteragiimbservada na alca espiral do
célon ascendente, caracterizada por erosfes e tagjiaona mucosa e grande
guantidade de sangue no limen, e, na histopatplog&ervou-se necrose das
criptas intestinais nesta area. Os achados forampatveis com a infeccéo pelo
BCoV, o que foi confirmado pela presenca de antigeato virus nas lesfes e o
material genético deste nas fezesndstedRT-PCR foi também positiva em
quatro amostras fecais de vacas diarreicas codmédst Todas as amostras
testadas na sorologia pareada para o virus deeidiariral bovina resultaram
negativas e a IHQ par8almonellaspp. na vaca necropsiada também foi
negativa. Ressaltam-se, neste surto de coronavepsebovinos adultos, a
ocorréncia em estacao quente e o envolvimento imad do virus nos sistemas
respiratorio e gastrintestinal. Na segunda parttediabalho, realizou-se um
estudo morfolégico, imuno-histoquimico e molecwarcasos fatais de diarreia
espontanea em bovinos, no periodo de 2007 a 2@l2egido sul de Minas
Gerais. Nesta pesquisa foram avaliados 32 bovimoslif¢rentes idades e a
enterite/colite necrotizante aguda a subaguda faliagnostico morfoldgico
predominante nos bovinos diarreicos (17/32). Hoiuweinomarcacdo para
Salmonella spp. e BVDV em 9,4% (3/32) e 6,25% (2/32) dos casos
respectivamente. AestedRT-PCR para o BCoV resultou positiva em quatro
amostras (4/9). Os resultados deste trabalho tassajue a diarreia € uma
sindrome de etiologia complexa e que a pesquisasiss fatais deste distirbio,
por meio de métodos morfologicos, imuno-histoquasie moleculares, pode
trazer informacdes importantes para o diagnostidoatamento e o controle da
enfermidade.

Palavras-chave: @ BVDV. Coronavirus bovino. Enteriténfecciosa.
Enteropatégenosalmonellaspp.



ABSTRACT

Diarrhea is a syndrome of complex etiology thaeetff several animal
species. The infectious agents that are often mdedcare bovine coronavirus
(BCoV), rotavirus, Bovine Viral Diarrhea virus (BWD, Salmonellaspp.,
Escherichia coli Cryptosporidiumspp., among others. In the first part of this
study, an outbreak of winter dysentery in adult e@uring the summer was
presented. Clinical and pathological features ¢écaéd cattle were disclosed
and a nested RT-PCR and immunohistochemistry wdsrpeed to confirm the
involvement of bovine coronavirus in the outbre@kit of 30 bovine, 15 cows
presented diarrhea and, among these, one diede&bpsy, the main change
was observed in the spiral loop of the ascendihgn¢c@haracterized by mucosal
erosions and haemorrhage in the mucosa and a dangeint of blood in the
lumen and, in histopathology, necrosis of intestiogpts in this area. The
findings were consistent with BCoV infection, asfioned by the presence of
viral antigens in lesions and genetic materialdgachl sample. The nested RT-
PCR was also positive in four faecal samples frawinbabitants diarrheic
cows. All samples tested in paired serology for B¥Dand in
immunohistochemistry foBalmonellaspp. of the necropsied cow were negative.
It is highlighted in this coronavirus outbreak ithudt cattle the occurrence in the
warmer season and the simultaneous involvemerteofitus in the respiratory
and gastrointestinal tracts. In the second parthisf work, was performed a
morphological, immunohistochemical and molecularvestigation of
spontaneous fatal cases of bovine diarrhea, frod7 20 2012, in the Southern
region of Minas Gerais. In this research were etalll 32 animals of different
ages and an acute to sub-acute necrotizing estediftis was the predominant
morphologic diagnosis in bovine diarrhea (17/32)hefe was positive
immunostaining forSalmonellaspp. and BVDV in 9.4% (3/32) and 6.25%
(2/32) of cases, respectively. The nested RT-PCBE&oV resulted positive in
four samples (4/9). The present results emphaki@edtarrhea is a syndrome of
complex etiology and that the research of fataksasf this disorder through
morphological, immunohistochemical and moleculachteques can provide
important informations for diarrhea diagnosis, timeent and control.

Keywords: Bovine coronavirus. BVDV. Enteropathogehdectious enteritis.
Salmonellaspp.
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1 INTRODUCAO GERAL

A pecuaria bovina é de extrema importancia na eon@nanundial.
Contudo, uma ampla gama de enfermidades aguda@nieas afeta, direta ou
indiretamente, a producdo animal, o bem-estar earadade do rebanho
(WILSON et al., 2005). Uma dessas afeccbes de grangacto na criagdo de
bovinos é a diarreia, doenca de etiologia multifataque afeta tanto o gado
leiteiro quanto de corte e que, ainda nos diassatparmanece como um grande
desafio aos sistemas de producdo (FERREIRA, 2CDSTER; SMITH, 2009).

Existem vérias estimativas econdmicas que atestampartancia das
doencas relacionadas a diarreia no mundo e nolBKas Estados Unidos, a
estimativa de prejuizos relativos a diarreia é @leade 95 milhdes de dolares
por ano. Em ambito mundial, a estimativa de peélds 1,7 bilhdo de dolares
(BRANDAO et al., 2007a; DAR; KAPIL; GOYAL, 1998)nfeccdes causadas
pelo coronavirus e pelo rotavirus resultam em pend@dias anuais de 16,7 a
28,4 milhdes de dolares e 3,1 a 8,7 milhGes deraklarespectivamente
(CALDOW:; MUNRO, 1995).

Em Minas Gerais, a estimativa da taxa de mortadidpetal em bovinos
jovens é de 14%. As afeccGes com maior participagias mortes séo a
diarreia, a tristeza parasitaria e as pneumoni&RREIRA, 2009; FROIS;
MODENA; VIEGAS, 1994). Tendo estes numeros como apetro e
considerando a grande importancia econdmica daapadoovina no estado de
Minas Gerais, tem-se uma ideia do impacto que ter@ratdogenos podem ter
na economia desta regiao.

O presente trabalho foi realizado com objetivo ealizar um estudo,
retrospectivo e prospectivo, das doencas relacamasd mortes de bovinos
associadas a diarreia, diagnosticadas no Setoratigofia Veterinaria da

Universidade Federal de Lavras (UFLA). Pretendeusseda, descrever as
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lesBes encontradas na histopatologia, correlacittmaa com a presenca de
antigenos bacterianosSdlmonella spp. e Escherichia coli e/ou virais
(coronavirus bovino e virus da diarreia viral bayjnbem como pesquisar o
material genético do coronavirus e do rotavirusrmem amostras de contetdo
intestinal congeladas.



19

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais

As infeccdes intestinais constituem uma importafmerome em varias
espécies de animais domésticos. Particularmenteboemos, € importante
causa de perda econbmica para a cadeia produtargp tem paises
desenvolvidos quanto em paises em desenvolvim&8aNO et al., 2010;
BUZINARO et al., 2003; DINTER; MOREIN, 1990; EL-ATR et al., 2001;
FUENTE et al.,, 1998, GONZALEZ et al.,, 2010; WHITD®, 1992). A
etiologia da diarreia em bovinos é complexa, repregla por uma série de
agentes infecciosos, como virus, bactérias, pratoz® e metazoarios, além de
sofrer influéncia de diversos fatores néo infeamsgsredisponentes (ASANO et
al., 2010; BARTELS et al., 2010; BUZINARO et alQa8; CHO et al., 2001;
HALL et al., 1988; RYCKE et al., 1986).

O reconhecimento clinico da diarreia ndo é djffdlseado nos sinais de
diminuicdo da consisténcia das fezes e aumentoedméncia de defecacéo,
associados a desidratacdo, fraqueza e perda de (Pa4stoiLOCK, 1992).
Entretanto, a determinagcdo do agente etioldgicoén@widente a partir dessas
observacdes, ja que estes sinais clinicos sdo copmndoencas causadas por
diversos enteropatdégenos e, além disso, a ocoarétei coinfeccdes nao é
incomum. As lesdes provocadas por diferentes ngarasmos também podem
se apresentar indiferenciaveis, muitas vezes, memmexame histopatolégico
(DINTER; MOREIN, 1990; MORRIS et al., 2011). Potaes por outras razdes,
em todo o mundo, pesquisadores vém tentando estisdeglacBes causais de
diversos agentes na patogenia da diarreia em ®OJWRERREIRA, 2009;
MORRIS et al., 2011).
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Existem diversos patégenos entéricos responsaetas plteracdes no
equilibrio dindmico hidroeletrolitico intestinalue podem cursar com diarreia
(BROWN; BAKER; BARKER, 2007). Entre eles destacaensEscherichia
coli enterotoxigénicaSalmonellaspp.,Clostridium perfringengirus da diarreia
viral bovina (BVDV), rotavirus tipo A, coronavirdsovino, Cryptosporidium
spp., Eimeria spp., helmintoses gastrintestinais e, menos fragoamte,
Clostridium difficile (BARTELS et al., 2010; BRANDAO et al., 2007a;
BROWN; BAKER; BARKER, 2007; CALDOW; MUNRO, 1995; HREIRA,
2009; FUENTE et al., 1998; HALL et al., 1988; HAMWMI et al., 2008;
MORRIS et al., 2011; TURNER, 2009; WHITLOCK, 1992)

Entre os fatores ndo infecciosos relacionados &@&muua de diarreia, a
falha de transferéncia de imunidade passiva paraa# jovens constitui um
dos mais relevantes fatores que predispdem ao \d#genento de diarreia
(FUENTE et al., 1998; WHITLOCK, 1992).

Existem ainda outras condigBes importantes, comdade do animal, a
condicdo imunoldgica materna, as situacdes dessstr@ exposicdo a outros
animais contactantes, o fornecimento de alimentaamssiva de leite ou
sucedaneos a individuos ndo adaptados e o usonpvevede antimicrobianos
orais (FERREIRA, 2009; MARTELLA et al.,, 2010; SCOTat al., 2008;
WHITLOCK, 1992).

Dentre os fatores externos, a grande variacdo mditade térmica, a
exposicdo a chuvas e ventos, e a superlotacdoiadsar cama Umida podem
afetar negativamente a homeostase e facilitar datmre a infeccdo pelos
enteropatégenos (SCOTT et al., 2008).
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2.2 Tipos de diarreia

A diarreia é, primariamente, o resultado de umsparte anormal de
fluidos e/ou ions pela mucosa do intestino delgadgrosso, agravado por uma
motilidade exacerbada (SCOTT et al.,, 2008). Asreias associadas ao
intestino delgado sdo classificadas em secretémadabsortivas e efusivas,
embora estes mecanismos ndo sejam mutuamente exielad(BROWN;
BAKER; BARKER, 2007). Na diarreia secretéria, o$egacitos, em resposta a
colonizacao por bactérias produtoras de enterasxigpresentam hipersecrecéo
de eletrdlitos, resultando em aumento na quantidedéuido no limen. Por
outro lado, as diarreias malabsortivas resultamattafia das vilosidades
produzidas por agentes virais, bactérias e pasagtavocando perda massiva
de fluidos intestinais, sem envolver a hiperse@ega nas diarreias efusivas, a
perda de fluido e/ou solutos esté relacionadajmgerde, ao aumento da presséo
hidrostatica ou da permeabilidade de vasos da raugusstinal, além de
obstrucdo de vasos linfaticos (ARGENZIO, 1992; BROQWBAKER,;
BARKER, 2007; FERREIRA, 2009).

A absorcdo de agua no intestino grosso também pedafetada em
algumas enfermidades, como na infeccdoQrygptosporidiunmspp., coronavirus
e Escherichia colentero-hemorragica (SCOTT et al., 2008). A diarngiadlon
€ caracterizada pela frequente eliminacdo de pequemantidade de fezes
fluidas, podendo conter muco e sangue (BROWN; BAKERRKER, 2007).
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2.3 Principais enteropatdgenos associados a diaraedm bovinos

2.3.1 Rotavirose

O rotavirus é considerado um importante agentelégiam da
gastroenterite viral aguda em animais jovens e ggangas, em todo o mundo,
principalmente no periodo do inverno (ASANO et 2010, 2011; BASERA et
al., 2010; BUZINARO et al., 2003; GONZALEZ et a2010; MARTELLA et
al., 2010;WHITLOCK, 1992). Estes virus pertencemgé@oeroRotavirus da
familia Reoviridaee sao classificados, sorologicamente, em set@gigtintos
(A ao G), em funcdo da proteina estrutural VP6 (N®Aet al., 2011;
BUZINARO et al, 2003; CHO et al.,, 2001; EL-ATTARt al., 2001;
GONZALEZ et al., 2010).

O grupo sorolégico A é o mais frequentemente emadatnas diarreias
de humanos e animais, apresentando alta variatglidaomplexidade dentro do
mesmo grupo, o que dificulta a implementacdo deisasdde controle e
profilaxia dessa infeccdo (ASANO et al., 2011; MARTA et al.,, 2010;
PARK et al., 2007b). Buzinaro et al. (2003) encaram prevaléncia de 41,7% a
82,4%, em fezes de bezerros de corte com diarezinatal. Embora o quadro
associado ao rotavirus seja estudado mais intensiv@ em animais jovens,
principalmente na primeira semana de vida, devig@gidade e a frequéncia da
enfermidade, a infeccdo pode ocorrer em todas aded] incluindo animais
adultos (ASANO et al., 2009; BASERA et al., 201BtJZINARO et al., 2003;
FERREIRA, 2009; PARK et al., 2007a ; PARRENO et 2010). Mais de 50%
dos bovinos neonatos infectados pelo rotavirusugosslesées relativamente
extensas no intestino delgado, mas nao desenvatiiarreia (WHITLOCK,
1992). Os casos fatais, em geral, ocorrem em lmezeom cerca de trés dias de
idade (VAN KRUININGEN, 1998).
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Por meio da infec¢cdo por via oral, o rotavirus icgplnas células
epiteliais maduras das vilosidades intestinais, aamsequente substituicdo
desses enterécitos por outros imaturos das crigtasintestino delgado
(ARNOLD; PATTON, 2009; CASHMAN et al., 2009; CHO at., 2001; EL-
ATTAR et al., 2001; FERREIRA, 2009; PARK et al00Za; PARRENO et al.,
2010; TURNER, 2009). A infeccdo se inicia com alicagdo nas células
epiteliais e, a medida que a multiplicacdo progrige células absortivas séo
eliminadas e as células imaturas das criptas cobrenperficie da vilosidade,
gerando uma mudanca brusca na relacdo entre absoggcrecao, que resulta
em uma diarreia malabsortiva, com acimulo de fliido IliGmen intestinal
(ARNOLD; PATTON, 2009; BASERA et al., 2010; CIARLE®t al., 2002;
DHAMA et al., 2009; FERREIRA, 2009). Ha evidéncids que a infec¢do
concomitante peldCryptosporidiumspp. agrava o quadro de diarreia causada
pelo rotavirus (HALL et al.,, 1998; SCOTT et al.,08). Segundo Whitlock
(1992), a infeccao pelo rotavirus predispde a éoémdio pele&Escherichia coli
enterotoxigénica, levando a infeccao mista de usnmesnterdcito.

As lesbes observadas na histopatologia sédo enamtane fusdo de
vilosidades, com epitélio cuboidal nas porcdes iptak e média do jejuno.
Estas lesdes sdo indiferenciaveis das observada®roaavirose BROWN;
BAKER; BARKER, 2007 WHITLOCK, 1992).

Em bezerros, a diarreia provoca consideraveis igasudevido ao atraso
no crescimento, ao tempo e ao peso inadequadacas® @bem alguns casos, até
a morte dos animais infectados (GONZALEZ et al1®KIM et al., 2011).
Vacinas ainda nao estao disponiveis comercialméaitando evidéncias de sua
efetividade no rebanho (GONZALEZ et al., 2010).

O diagnostico da doencga baseia-se na deteccéorag) dio material
genético ou do antigeno viral em material fecalaw®az que o isolamento do

virus em cultivo celular é demorado e laborioso AMAS et al., 2009; KIM et
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al., 2011). Anticorpos monoclonais tém sido empdegagara a identificagéo e o
diagnéstico da rotavirose humana em fezes, pewitinestudos
epidemioldgicos, ou como ferramenta para a detedfigotavirus bovino
(BECK et al., 2007; EL-ATTAR et al., 2001). Tant®®’AGE quanto a RT-PCR,
a microscopia eletrénica, a imuno-histoquimicae LOSBE sdo descritos na
literatura como métodos de diagnostico eficazesABBAO et al., 2007a;
SCOTT et al., 2008; WHITLOCK, 1992; ZHU et al., 201

2.3.2 Coronavirose

Na familia Coronaviridae, os virus importantes phowinos sdo o
coronavirus bovino, o torovirus e o bredavirus.odsos membros da familia,
embora com menor frequéncia, também podem estaciades a diarreia nesta
espécie (LOVATO; DEZENGRINI, 2007).

O coronavirus, diferente do rotavirus, ndo é umgeato exclusivo do
trato gastrintestinal, ja que esta frequentemess®cado a outras condigcdes
patolédgicas, incluindo hepatite, nefrite, pneumppiaritonite e encefalite, em
uma ampla variedade de espécies animais (ASANQ, €04.0; WHITLOCK,
1992; ZHANG et al., 1997; ZHU et al., 2011).

O BCoV é um agente causador de diarreia em bezelaadisenteria de
inverno em vacas adultas e de doenca do tratoragdpd em bezerros e
bovinos adultos (BEZERRA JUNIOR et al., 2009; DBR; MOREIN, 1990;
FERREIRA, 2009; HAN et al., 2006; HICK et al.,120 SOUZA, 2008). A
mesma cepa viral pode ser responsavel pelo apaweiisimultaneo de doenca
entérica e respiratdria nos mesmos animais (DECAR&., 2008; HAN et al.,
2006; NIKUNEN et al., 2007; PARK et al., 2007b). Bwna considerados
extremamente espécie e tecido-especificos, haigserde transmissdo de

coronavirus entre espécies e em novos sitios (ASANA., 2011; HAN et al.,



25

2006). A doenca causada pelo coronavirus tem sisioceda a outros agentes,
como torovirus, rotavirus, virus da diarreia vitavina, Salmonella sp.,
Cryptosporidium parvune Eimeria bovis(ASANO et al., 2009; CHO et al.,
2001; PARK et al., 2007b).

A coronavirose é caracterizada por baixa mortabdagrando grandes
perdas econdmicas decorrentes, principalmentesdieg@io na produgcédo, como a
observada na producéo leiteira na disenteria dermov(DECARO et al., 2008;
GELINAS et al., 2001). Nestes casos, a morbidadelanca no rebanho é
geralmente alta, variando de 15% a 63,6%, com sudportados em varias
regides do mundo (FERREIRA, 2009). O pico de inoii# no inverno tem sido
relacionado a maior estabilidade do virus no anbieresta estacdo,embora,
recentemente, alguns surtos sejam também obsenedosstacfes quentes
(PARK et al., 2006).

O BCoV replica nas células absortivas das vilosdado intestino
delgado e nas células ndo diferenciadas das crjatasdlon, resultando em
descamacao, encurtamento e fuséo das vilosiddatiagéo de criptas e diarreia
malabsortiva ( BRANDAO et al., 2007a; BROWN; BAKERARKER, 2007;
COLOGNA; HOGUE, 2000; VAN KRUININGEN et al., 1987A fusdo das
vilosidades ocorre, possivelmente, devido a addadamina propria adjacente,
mas, a medida que as células epiteliais se reganessa lesdo pode regredir
(BROWN; BAKER; BARKER, 2007). Acredita-se que os garismos das
lesdes intestinais causadas pelo BCoV sejam os osestescritos para o
rotavirus (SCOTT et al., 2008). No entanto, eldaafanto o intestino delgado
guanto o0 grosso e, na coronavirose, a diarreia c@meando o antigeno viral
esta presente nas células absortivas, antes messnaltdracbes morfologicas
detectadas na microscopia (WHITLOCK, 1992).

Surtos podem durar mais de 10 dias, com os sitiaisas aparecendo

durante os meses de inverno, inicialmente em urmgregnimero de animais.
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No caso da disenteria de inverno, em poucos diad,®% do rebanho pode ser
afetado pela diarreia, por vezes hemorragica, cerdapdo escore corporal,
desidratacdo e diminuicdo da producido de leite EBEZA JUNIOR et al.,
2009; BRANDAO et al., 2007b, 2007c; DECARO et 2008; SOUZA, 2008).

O coronavirus respiratério bovino é frequentemeletectado por meio
de ELISA e isolado da cavidade nasal através destaasodeswab Pode haver
diferencas ou ndo entre as cepas do trato regpiraténtérico (DECARO et al.,
2008, 2010; GELINAS et al., 2001). Um método siraple deteccao direta do
BCoV € a inibicdo de hemaglutinacdo (GELINAS et aD01; HAN et al.,
2006).

O ELISA, com anticorpos monoclonais ou policlonaisjsolamento
viral, a microscopia eletrdnica, a imunofluoresiéndireta e a imuno-
histoquimica podem ser utilizados como métodosedecddo diretos do BCoV
(ASANO et al., 2010; CHO et al., 2001; DAR; KAPIGOYAL, 1998; HAN et
al., 2006; MEBUS et al., 1973; PAVARINI et al., B)YAN KRUININGEN et
al.,, 1987; ZHANG et al., 1997). Varios protocoladizando reacfes de RT-
PCR tém sido descritos na literatura, para a d&tedg material genético do
virus (ASANO et al., 2009; BRANDAO et al., 2005,08@, 2007¢c; CHO et al.,
2001; KLEIN et al., 2009; OLIVEIRA FILHO et al2007; PARK et al.,
2007a, 2007b; SOUZA, 2008; ZHU etal., 2011).

Segundo Cho et al. (2001), em amostras fecais,-BE&H, comparada
ao ELISA, apresentou sensibilidade de 81% e esgéecifle de 96,6%,
enquanto a sensibilidade e a especificidadeaetedPCR foram de 100% e
66,6%, respectivamente.

Asano et al. (2009) padronizaram uma nova técnieaRd-PCR
multiplex semnestedcom primers depositados n&enBank representando um
método econbmico e acurado para o diagnéstico gined de BCoV e

rotavirus bovino.
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2.3.3 Diarreia viral bovina

A primeira descricdo dovirus da diarreia viral mavi{BVDV) ocorreu
em 1946 (VAN KRUININGEN, 1998). O agente foi isotadle surtos de
diarreia e lesbes erosivas no trato digestivo daénbe nos Estados Unidos
(WHITLOCK, 1992). Atualmente, o virus é reconhecidmmo sendo
responsavel por diversas manifestacbes clinicas eedap econdmicas
importantes, em rebanhos de bovinos de corte @ égit todo o mundo, com
prevaléncia de 50% a 90% de bovinos soropositivosrebanhos afetados
(CORNISH et al.,, 2005; DINTER; MOREIN, 1990; FULTO#t al., 2009;
SANTOS et al.,, 2011; VAN KRUININGEN, 1998; WHITLQC 1992). O
BVDV também causa doenga clinica em caprinos, @yirlisbes e uma
variedade de cervideos (DINTER; MOREIN, 1990; SIN&tal., 2011). Além
disso, pode infectar suinos, pelo uso de vacinaggonadas (WENSVOORT;
TERPSTRA, 1988).

O BVDV pertence a familia Flaviviridae, género Rasts, e é
classificado em dois tipos virais, 0 BVDV tipo IoeBVDV tipo 2, e em duas
cepas diferentes, a citopatogénica (CP) e a ndpatiigénica (NCP) (BROWN;
BAKER; BARKER, 2007; BEDEKOQOVIC et al., 2011; LIEBIETETENORIO,
2005; SANTOS et al., 2011).

A maioria das infeccbes pelo BVDV em bovinos imuwrpetentes é
subclinica ou resulta em sinais clinicos discretemamente causando
manifestacao clinica em bovinos com idade infaaiseis meses, afetando, com
maior frequéncia, animais da faixa etaria dos 6 2ésmeses (DINTER;
MOREIN, 1990; SANTOS et al., 2011).

O virus tem afinidade por células em diviséo e, ipep, o feto em
crescimento é afetado de modo importante pelacesgdb viral. O resultado da

infeccdo fetal depende, basicamente, da fase dacdese do biotipo viral
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(BROWN; BAKER; BARKER, 2007; DINTER; MOREIN, 199Q;EIBLER-
TENORIO, 2005).

A infeccdo de vacas gestantes soronegativas pagi@oper falhas
reprodutivas, tais como aborto e morte embrionalifgitos congénitos e
nascimento de animais fracos ou nascimento de roszgrersistentemente
infectados (PI) (CORNISH et al., 2005; DRISKELL; NDAPTH, 2006;
FULTON et al., 2009). Estes animais Pl podem seadgs pela infec¢@o de
fémeas gestantes, entre os dias 40 e 120 de gestppd amostras
naocitopatogénicas do BVDV e eliminam continuamentgrus em altos titulos
nas secrecbes e excregfes, constituindo a printipd de manutencédo e
transmisséo da infec¢do nos rebanhos (EDMONDSGIN,2007; FULTON et
al., 2009; LIEBLER-TENORIO, 2005). Estes bezerrdsa® se infectarem por
amostras citopatogénicas, invariavelmente deseerdava chamada doenga das
mucosas (BEDEKOVIC et al., 2011; DINTER; MOREIN,9D9 DRISKELL;
RIDPATH, 2006; EDMONDSON et al, 2007; FULTON et.,al2009;
LIEBLER-TENORIO, 2005).

A infeccao pés-natal de bovinos soronegativos dexscategorias pode
resultar também em enfermidade respiratéria, emtérhemorragica ou
infertilidade temporaria (BROWN; BAKER; BARKER, 200 DINTER,;
MOREIN, 1990; DRISKELL; RINDAPTH, 2006).

Na doenca das mucosas, 0s sinais clinicos mais nrmcluem
anorexia, depresséo, diarreia profusa, diminuic@@mbducdo de leite, febre,
atonia ruminal, salivacdo, lacrimejamento, secreg@sal mucopurulenta,
erosdes e Ulceras no focinho e na cavidade omds figtidas, podendo conter
muco e quantidades variaveis de sangue (SCOTT .et 2808; VAN
KRUININGEN, 1998). Na histopatologia, o0os achados riam
consideravelmente, principalmente nos casos aglaldsenca das mucosas. As

principais lesdes observadas sédo a deplecao lenfeid tonsilas, linfonodos,
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baco, placas de Peyer e aglomerados linfoides iagdesca mucosa, erosdes e
Ulceras na banda coronaria dos cascos, cavidaljeesdfago, reticulo, omaso,
abomaso e células apoptoéticas na superficie damenos intestinos delgado e
grosso. Ocasionalmente, pode haver congestao ditugaestino delgado, com
destruicao do epitélio das criptas e degeneragimie necrose fibrinoide de
vasos da submucosa e de arteriolas mesentérica®WBR BAKER,;
BARKER, 2007; LIEBLER-TENORIO, 2005).

O diagnostico é realizado por meio da observac&asithais clinicos, do
histérico do rebanho, dos achados macroscépicosiogosodpicos e do
isolamento viral (EDMONDSON et al., 2007). Entretanvarios métodos
rapidos e precisos, como teste ELISA, imunoflugasia direta,
virusneutralizagdo, RT-PCR e imuno-histoquimicam tésido descritos
(ANDRADE et al., 2005; BEDEKOVIC et al., 2011; COFSH et al., 2005;
DRISKELL; RIDPATH, 2006; FULTON et al., 2009; SINGét al., 2011).

A escolha das estratégias mais adequadas pardilaxmoe o controle
da infeccdo pelo BVDV depende, basicamente, dadigies especificas de
cada rebanho. Em geral, o foco principal consiateliminacdo dos animais PI
das unidades produtivas, além da utilizacdo densac{BEDEKOVIC et al.,
2011; CORNISH et al., 2005; EDMONDSON et al., 206ANTOS et al.,
2011; SCOTT et al., 2008).

2.3.4 Salmonelose

A salmonelose é uma doenca infectocontagiosa, darsade
importante morbidade e mortalidade em bovinos, alémarias outras espécies
animais. A doenca resulta em significativas pemamndmicas (BALOWS et
al.,, 1995; SCHAUSER; OLSEN; LARSSON, 2004; SELEB al., 2002;
WATANABE et al.,, 2011; WRAY; DAVIES, 2000) e apretga relevante
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potencial zoondtico, sendo veiculada, principalmgrio consumo de derivados
lacteos e carneos (BETANCOR et al., 2012; HOUSEITSMKAMIYA, 2001;
MOUSSA et al., 2012; WRAY; DAVIES, 2000).

A bactéria pertence a Familia Enterobacteriacegeanénegativa,
intracelular facultativa, ndo formadora de esporasrobia ou anaerdbia
facultativa e, geralmente, movel. O género é fooraal apenas uma espécie, a
Salmonella entericgue tem7 subespécies e, aproximadamente, 2.26tpser
(NIELSEN; KUDAHL; OSTERGAARD, 2012).0 agente conténéds tipos de
antigenos que sdo: somatico (O), associado a pasddmr e composto por
lipopolissacarideos; flagelar (H), de natureza gicat e capsular (Vi),
encontrado somente em alguns sorotipoSalmonella

Apesar de varios sorotipos ja terem sido encongramn bovinos, 0s
mais frequentemente observados Sadyphimuriura S. dublin(SILVA et al.,
2008). Este dltimo provoca, no bovino adulto, umtads de portador,
caracteristica de extrema importancia para a magéiteda enfermidade no
rebanho e como reservatério para infeccfes em husnéBALOWS et al.,
1995; BETANCOR et al., 2012; BROWN;BAKER; BARKERQ@7; SCOTT
et al., 2008; TURNER, 2009; WRAY; DAVIES, 2000)

Geralmente, a salmonelose acomete animais comsidaggeriores a
sete dias, ao contrario do que é observado naaciblse, que ocorre em
neonatos (BROWN; BAKER; BARKER, 2007). Os bezerjmegens sdo mais
suscetiveis a infeccdo pelalmonellasp. que bovinos adultos, devido a
imaturidade do seu sistema imunolégico, a inadesjuadrobiota gastrintestinal
e a exposicdo continua aos fatores estressantasbiente (SELEIM et al.,
2002).

A rota de infeccdo da Salmonella spp. em bovinos &,
predominantemente, pela via oral e, embora po$setanm virtualmente qualquer

lugar do trato gastrintestinal, o local classicoinlasédo é a placa de Peyer,
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principalmente por meio da entrada em células MSRIEDT; DUCATELLE;
HAESBROUCK, 1998; NIELSEN; KUDAHL; OSTERGAARD, 2012
SCHAUSER; OLSEN; LARSSON, 2004; SRINIVASAN; MCSORYE2006).
Dependendo da viruléncia e da resposta do hospedeibactéria pode se
multiplicar em macrofagos e neutréfilos e alcarganirculacdo sanguinea, os
tecidos linfaticos e 6rgaos, como baco e figadoLBWS et al., 1995; SILVA
et al., 2008; TURNER, 2009).

Os principais sinais clinicos observados sdo @@t de uma
combinacao dos mecanismos de diarreia dos intestielyado e grosso, aguda
ou subaguda, acompanhada de febre, desidratagftieemia. Ocasionalmente,
0s animais podem abortar ou manifestar um quadrodideeia cronica,
especialmente quando séo relatados casos esparaitandividuos adultos
(BROWN; BAKER; BARKER, 2007; CARRIQUE-MAS et al.020; SCOTT
et al., 2008; WRAY; DAVIES, 2000).

No exame macroscopico, as alteracdes visualizaatafases iniciais da
enfermidade sdo mais acentuadas no ileo, jejudoa,cem ordem decrescente
de intensidade. Observam-se aumento dos linfonodisentéricos, com areas
de hemorragia, petéquias nas serosas dos intestinesterite catarral ou
fibrinosa, associada a peritonite fibrinosa. Na rosicopia, as lesdes mais
marcantes sdo necrose extensiva e ulceracdo dasauamofia e edema de
vilosidades, com exsudato fibrinoso e neutrofiboo areas ulceradas (BROWN;
BAKER; BARKER, 2007; WRAY; DAVIES, 2000). Lesdes reateristicas,
denominadas nédulos paratifoides, também séo @ak®sy principalmente no
figado e no baco, embora possam ser encontradasémanmos rins, nos
linfonodos e na medula 6ssea (BROWN; BAKER; BARKERQO7;
SRINIVASA; MCSORLEY, 2006; WRAY; DAVIES, 2000).

O diagnéstico pode ser realizado pelo isolamenttebaldgico a partir

de contelildo fecal, semeando as amostras em meissletevidade baixa ou
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intermediaria (BALOWS et al., 1995; SCOTT et abp8). Entretanto, como o
estado de portador é possivel, o isolamento arpdgtiamostras fecais nédo
constitui prova inequivoca de relacdo com a doéR@&RSONS et al., 1984).
Em varios estudos tem sido demonstrada a utilizde&écnicas imunolégicas e
moleculares, como a imuno-histoquimica, a microscagetronica, ELISA,
teste de aglutinacdo e PCR, para a deteccdo ddeagen bovinos, suinos,
ovinos, aves e humanos (BETANCOR et al., 2012; DESNM DUCATELLE;
HAESBROUCK, 1998; HOUSE; SMITH; KAMIYA, 2001; MOUSSet al.,
2012; SELEIM et al., 2000; WATANABE et al., 2011; RRY; DAVIES,
2000).

2.3.5 Colibacilose

A bactéria Escherichia colié o agente etiol6gico envolvido nessa
afeccdo tipica de animais jovens. Em bovinos, gsmasceenterotoxigénica,
enteropatogénica e entero-hemorragica sdo, reddalneente, causadoras de
diarreia, porém, &scherichia colienterotoxigénica (ETEC) constitui a cepa de
maior importancia epidemiolégica, clinica e pataldg BALOWS et al., 1995;
CALLAWAY et al., 2009; FOSTER; SMITH, 2009; MULLANE, FRANCIS;
WILLGOS, 1991; OK et al., 2009; SCOTT et al., 2008HITLOCK, 1992). A
colibacilose tem grande impacto econdmico na p&uaundial e nacional,
representando uma das principais causas de madaliehntre bezerros leiteiros
(DE VERDIER; OHAGEN; ALENIUS, 2003; FERREIRA, 200RADOSTITS
et al., 2000; RIGOBELO et al., 2006).

A E. colié um bacilo gram-negativo, ndo formador de espongsel e
é frequentemente capsulado. Esta presente na ritmraal de intestinos de
humanos e animais (PIERARD et al., 2012). A baatériclassificada em

sorogrupos e sorotipos, de acordo com a sua aggattantigénica. Os varios
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sorotipos podem ser identificados a partir de guattigenos que sdo: somatico
(0), flagelares (H), capsulares (K) e fimbriais (BALOWS et al., 1995;
EWING; TUCKER, 2009; FERREIRA, 2009; TURNER, 2009).

A forma septicémica da colibacilose € mais comuniratividuos com
até quatro dias de idade, associado a falha narcdlos@mu na ingestdao do
colostro ou quando uma cepa altamente patogéniéapessente na cadeia
epidemiol6gica da afeccdo (EWING; TUCKER, 2009; R2ETITS et al,
2000;). Uma vez na corrente sanguinea, a bactéda provocar uma série de
alteracdes, que incluem poliartrite, poliserositeeningite, pielonefrite,
pneumonia e uveite (WHITLOCK, 1992).

A ETEC tem alta capacidade de adesdo a superficieosa dos
enter@citos, através de fimbrias, e produz toxinesnolabeis (LT) e
termoestaveis (ST), que vao culminar na hiperséorégtestinal (BROWN;
BAKER; BARKER, 2007; EWING; TUCKER, 2009; OK et a2009; SCOTT
et al.,, 2008; WHITLOCK, 1992). Essa adesdo fimbmdalmediada pelos
antigenos K99 (F5) e F41, que se ligam a superdiaie células do intestino
delgado por meio de receptores que sdo expresshespedeiro somente nos
primeiros dois a trés dias de vida (BROWN; BAKERARKER, 2007,
CHENEY; BOEDEKER, 1984; DE VERDIER; OHAGEN; ALENIYS003;
DOBBINS, 1984; PIERARD et al, 2012; RADOSTITS et., a2000;
RIGOBELO et al., 2006; SCOTT et al., 2008). Alérasdi, a producéo da toxina
ST estimula a atividade do GMPc, inibindo a absworgélos enterécitos (DE
VERDIER; OHAGEN; ALENIUS, 2003; FOSTER; SMITH, 2009
RADOSTITS et al., 2000).

A perda de fluidos e de eletrdlitos leva, rapidamero animal a
desidratacdo, fraqueza, coma, acidose, colapsalatibcio, hipercalemia e

hipoglicemia, resultando na morte, caso medidaapéarticas ndo sejam
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realizadas a tempo (RADOSTITS et al., 2000; RIGOBKHit al., 2006; SCOTT
et al., 2008; WHITLOCK, 1992).

As lesBes macroscépicas, quando presentes, sam mwdentes e
especificas. Entretanto, no exame histopatolégimbservam-se bactérias
aderidas na superficie das vilosidades e pode hawvela, atrofia e fusdo leves
das vilosidades no jejuno e ileo (RADOSTITS et2000; BROWN; BAKER,;
BARKER, 2007). A diarreia produzida pela ETEC prem@ouca inflamagéo e
alteragdes na mucosa intestinal, quando compasadatéas cepas (BROWN,;
BAKER; BARKER, 2007).

A E. colipode ser isolada por meio de cultura bacteriangnmoa base
do diagnostico esta na deteccdo dos antigenos efi@dadesinas). Outros
testes, como ELISA, soroaglutinacdo, imunofluoresizéindireta, PAGE, PCR
e imuno-histoquimica, também tém sido descritotertura (DE VERDIER;
OHAGEN; ALENIUS, 2003; FERREIRA, 2009; ISLING et a2011; OK et al.,
2009; THORNS et al., 1989).

2.3.6 Criptosporidiose

O Cryptosporidiumspp., parasito do filo Apicomplexa, encontra-se
frequentemente associado a quadros de diarreidsoeimos com uma a duas
semanas de idade. E uma zoonose que afeta todasses de vertebrados, com
uma aparente falta de especificidadex (BROWN; BAKBBRRKER, 2007;
FAYER; XIAO, 2007). Das dez espécies reportadasberinos, as de maior
importancia sdo dCryptosporidium parvurme o Cryptosporidium andersoni
(BROWN; BAKER; BARKER, 2007; FAYER; XIAO, 2007; FOER;
SMITH, 2009; FUENTE et al., 1999; SCOTT et al.020WHITLOCK, 1992).

O Cryptosporidium spp. pode ser encontrado tanto no trato

gastrintestinal quanto no respiratério de mamiferges, répteis e peixes
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(BROWN; BAKER; BARKER, 2007; DUBEY; SPEER; FAYER920). Em
bezerros leiteiros, a infeccdo entérica é mais conafetando tipicamente o
ileo, e a prevaléncia da infeccdo p€lyptosporidium parvunpode chegar a
100% (BRANDAO et al., 2007a; FOSTER; SMITH, 2009).ingestdo de
oocistos infectantes leva a multiplicacdo do ptrasios enterdcitos do
hospedeiro, em trés estagios - merogonia, gamogen&sporogonia- e a
eliminac@o de novos oocistos nas fezes, sem agieéads de maturacdo fora do
hospedeiro (SCOTT et al., 2008).

Sabe-se que nem todos os animais infectados mtanifes quadro de
diarreia e que, muitas vezes, a doencga clinicaassidciada a coinfeccdo com
outros patégenos, comBscherichia coli,coronavirus e rotavirus (BROWN;
BAKER; BARKER, 2007; DUBEY; SPEER; FAYER, 1990; FNEE et al.,
1999) . Os sinais clinicos observados incluem apatiorexia e perda de peso,
decorrentes da diarreia malabsortiva e secretdgiagsa, profusa, de coloracéo
esverdeada a amarelada, que se instala (SCOTT, €2088; WHITLOCK,
1992). As lesdes observadas séo congestdo da matwdea leve a moderada
das vilosidades do ileo, dilatacdo das criptas notgdas por células
descamativas e neutréfilos, acompanhada da alteraigh formato dos
enterdcitos, que se tornam cuboidais ou pavimest@s parasitos também séo
frequentemente encontrados na superficie das déldes (BROWN; BAKER;
BARKER, 2007; DUBEY; SPEER; FAYER, 1990; SCOTT dt, &008;
TURNER, 2009).

O diagndstico pode ser realizado por ELISA, imuwnaféscéncia direta,
“Western blot”, “dot blot” e métodos de colorac&peciais dos esfregacos de
amostras fecais ou de cortes histolégicos. As aglims mais empregadas sao
Giemsa e Ziehl-Neelsen modificado (FAYER; XIAO, ZOGFUENTE et al.,
1999; SCOTT et al., 2008).
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2.3.7 Eimeriose e giardiase

A eimeriose, ou coccidiose, é uma enfermidade dauspor
protozoarios coccideos do géndfameria spp. As espécieEimeria bovise
Eimeria zuerniisdo as mais comuns em bovinos jovens. A eimeriesegerdas
econbmicas para a cadeia produtiva, em virtudeudalrp de perda de peso e
emaciacdo progressivas, causadas pela diarreizaquentuada e, por vezes,
com presenca de sangue, principalmente nos antheaisés a seis meses de
idade. Macroscopicamente, observam-se hiperemiaeatasas e distensdo das
alcas intestinais por liquido. As lesBes se cariaer®a pela presenca de necrose
de vilosidades e criptas, que resulta em atrofim pla perda das células
epiteliais, associada a congestdo e infiltrado amé#tério tipicamente
mononuclear, embora, também, possam ser visuatizeokindfilos. O método
diagnéstico mais utilizado para a deteccaoEdaeria spp. é a contagem de
oocistos nas fezes, embora ndo permita a difeigiwiaentre espécies
(BROWN; BAKER; BARKER, 2007; VAN KRUININGEN, 1998).

A giardiase é uma afeccdo causada pelo protozhageladoGiardia
spp., que acomete o intestino delgado, particulateneluodeno, de varias
espécies de mamiferos e aves (TURNER, 2009; VAN KRUGEN, 1998). A
enfermidade esta relacionada a episédios de diaaiosa, acompanhada de
perda de peso e apatia, porém 0 impacto econémica ienportancia
epidemioldgica da giardiase nos sistemas de prodagdda sdo pouco
conhecidos. A doenca sé se manifesta quando hainfexéo macica ou o
animal tem algum tipo de imunossupressédo. A preselagGiardia spp. no
intestino inibe a absorcdo de agulcares, provocdiagieia osmotica (TURNER,
20009).

No exame histopatolégico, @iardia spp. pode ser vista aderida aos
enterécitos das vilosidades (VAN KRUININGEN, 199&). diagnéstico da
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giardiase, geralmente, é realizado por meio dariftggacao-flutuacdo em
sulfato de zinco (REY, 2008).
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3 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados e as observacbes do presente tralahmeram
contribuicbes para o conhecimento acerca da etigpata da diarreia e indicam
que esta pode ser uma causa importante de motieviteos na regido sul de
Minas Gerais. A doenca foi responsével por quageé d@s mortes em bovinos
necropsiados pelo Setor de Patologia VeterinaridJini@ersidade Federal de
Lavras, de 2007 a 2012. O reconhecimento adequan® dlversos
enteropatdégenos nas lesdes encontradas nos temdodtiu uma associacdo
clara entre o agente e a doenca instalada no bovino

As lesBes evidenciadas na histopatologia ajudaireaighar a pesquisa
do(s) agente(s) relacionado(s) a infec¢do no inteste diversos bovinos do
presente estudo. Uma das interferéncias importargste aspecto do estudo
foram as alteracBgsost mortemo que demonstra a necessidade da coleta de
material com a maior brevidade possivel apds @obit

A necropsia e a histopatologia em tecidos bem prades, associadas a
imuno-histoquimica e aestedRT-PCR, podem auxiliar na determinacdo do
papel de virus, bactérias e protozoarios no desemento da diarreia, em
infeccdes isoladas ou mistas, gerando dados pdmnada de decisdo e a
prevencédo da doenca nos rebanhos.

Em alguns casos nos quais a histopatologia e aoihistoquimica nao
permitem o diagnéstico, aestedRT-PCR pode ser til no diagndstico do
coronavirus bovino.

O surto de coronavirose em vacas (disenteria derrioy, durante o
verédo, descrito neste estudo, demonstrou que, eomoutros paises da Europa
e da Asia, no Brasil essa enfermidade também pooleer em estacdo quente.
O coronavirus bovino associado a este surto densonsbpismo concomitante

pelo trato digestivo e respiratério. Com o deserimmnto deste trabalho,
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pretende-se implementar a linha de pesquisa relag#oaos enteropatégenos de
bovinos, aumentando os servigos de extensdo alesepelo Setor de Patologia

da UFLA a comunidade.
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ARTIGO 1

(Este artigo sera submetido a revB&squisa Veterinaria Brasileija

SURTO DE CORONAVIROSE BOVINA EM VACAS LEITEIRAS EM
ESTACAO QUENTE NO BRASIL

ABSTRACT. — Lopes P.F.R., Abreu C.C., Pavarini S.P., DriemBigrBarros
I.N., Branddo P.E., Seixas J.N., Varaschin, M.SBé&zerra Junior P.S. 2013.
[Outbreak of bovine coronaviruses in dairy cattle duing the warmer
season in Brazil] Surto de coronavirose bovina em vacas leiteirasestacéo
guente no Brasil. Pesquisa Veterinaria Brasileira 00(0):00-@&tor de
Patologia Veterinaria, Universidade Federal de aagtJFLA), Cx. Postal 3037,
Lavras, MG 37200-000, Brasil. E-mail: bezerraj@dufla.br

An outbreak of winter dysentery in a dairy catteyd was monitored in
southern Minas Gerais, Brazil. In a total of 30 ineg, 15 (50%) cows exhibit
diarrhea, associated with serous nasal discharg®rnme animals and, among
those, one died (3%). A histopathological, molecalad immunohistochemical
investigation has been carried out to detect boem®navirus (BCoV) in the
dead cow. At necropsy, the most substantial alteratas observed in the spiral
loop of the ascending colon. Grossly, there werei fof erosions and
hemorrhage in the mucosa and a large amount oflblodhe colonic lumen
and, in the histopathology, crypt cells necrosisthese areas. It was also
observed a moderate amount of yellowish catarrisahdrge in the nasal cavity,
trachea and bronchi. Based on epidemiological aathopogical data, a
molecular and immunohistochemical investigation \pasformed to evaluate
the bovine coronavirus (BCoV) involvement in thetbyaak and to exclude
other possible differential diagnosis and coinfatéi By nested RT-PCR, five
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of the seven faecal samples from clinically affdctairy cows were BCoV
positive. In the immunohistochemical detection @d¥ in the necropsied cow
were found viral antigens in the cytoplasm of thie¢ted crypt enterocytes and
in the respiratory epithelium of the nasal turbésatThree of six faecal samples
from cows showed a moderate nematode coinfectidve paired serologic
testing for bovine viral diarrhea virus was negatim all samples tested. The
hematological analysis did not reveal any consiséterations in the diarrheic
cows. The present study reports the occurrenca afutbreak of coronaviruses
in adult cows at summer and the concomitant invokmt of the digestive and

respiratory tracts.

INDEX TERMS: bovine, diarrhea, respiratory coromagi summer, winter

dysentery.

RESUMO — Um surto de disenteria de inverno foi acompaohath marco de
2010, em um rebanho de gado de leite no sul desMBwais, Brasil. Em um
total de 30 bovinos, 15 (50%) vacas apresentaraanreifi, associada a
corrimento nasal seroso em alguns animais e, destes, uma veio a Obito
(3%). Na necropsia, a principal alteracao foi obasga na alca espiral do colon
ascendente. Macroscopicamente, havia erosfes erfaginona mucosa e
grande quantidade de sangue no limen e, na histogiat necrose de criptas
desta area. Foi também visualizada uma quantidaoldenada de secrecao
catarral amarelada na cavidade nasal, na tragumia leronquios. Com base nos
dados epidemiolégicos e patologicos, uma invediigamuno-histoquimica e
molecular foi realizada para avaliar o envolvimedim coronavirus bovino
(BCoV) no surto, bem como o diagnostico difereneiglossiveis coinfeccdes.
Cinco de sete amostras fecais de vacas clinicarefetadas submetidas a

nestedRT-PCR para BCoV foram positivas. Na imuno-histogjoé para BCoV
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na vaca submetida a necropsia foram detectadageant virais no citoplasma
dos enterécitos das criptas do célon e do epitédgpiratério dos cornetos
nasais. Trés de seis amostras fecais de vacaanawemoderada coinfeccao por
nematddeos. A sorologia pareada para o virus daeidiaviral bovina foi

negativa em todas as amostras testadas. O exanstoldgico ndo revelou

alteracdes consistentes nas vacas afetadas. Nenfgesstudo, relata-se a
ocorréncia de um surto de coronavirose em animdistcs, no verdo e o

envolvimento concomitante dos sistemas digestinaspiratorio.

TERMOS DE INDEXAC;AO: bovino, diarreia, verdo, coesirus respiratorio,
disenteria de inverno.

INTRODUCAO

O coronavirus bovino (BCoV) é um virus pneumoeoatérmembro do
género Coronavirus pertencente a familia Coronaviridae, responsdpael
guadros de diarreia e infec¢cdo do trato respi@i&m bovinos e em ruminantes
selvagens (Cho et al. 2001, Jeong et al. 2005, rDextaal. 2008, Scott et al.
2008, Saif 2010). Em neonatos, o BCoV, geralmenitesa com diarreia grave e,
em adultos, principalmente nas vacas leiteiras, aaanominada disenteria de
inverno (DI).

A DI é uma doenca infecciosa amplamente distriua aspecto
sazonal, que se caracteriza pela ocorréncia deeidiate curso agudo e, muitas
das vezes, hemorragica. Embora a morbidade sajeaattortalidade tende a ser
baixa e as perdas econdmicas de maior impacto adeéqueda acentuada na
producdo leiteira (Saif 1990; Park et al. 2006,n8& et al. 2007b, Decaro et al.
2008, Pavarini et al. 2008, Bezerra Jr et al. 2009)
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A DI ja foi descrita em varios paises e, no Brdsdl, registros de sua
ocorréncia nos estados de Sdo Paulo, Rio GrandS8ufloe Minas Gerais
(Brandao et al. 2002, Brandao et al. 2007a, Bramda@b. 2007b, Pavarini et al.
2008, Bezerra Jr et al. 2009). A DI é mais freqem@nte observada nas
estacOes frias, o que pode ser atribuido a maiositskdade do virus a
temperaturas mais elevadas e ao estresse térmio® @s animais sdo expostos
neste periodo (Park et al. 2006, Decaro et al. 2@®s surtos descritos no
Brasil acompanham esta tendéncia (Brandao et @R, Brandao et al. 2007a,
Brandéo et al. 2007b, Pavarini et al. 2008, Bezéret al. 2009). Nao obstante,
héa raras descri¢cdes de surtos de DI em épocasqmeaiges do ano, no leste da
Asia (Fukutomi et al. 1999, Park et al. 2006) eoaste da Europa (Decaro et al.
2008), situacdo que nao foi descrita no Brasibatéomento.

O diagnéstico da coronavirose é realizado, prificipate, pela deteccdo
do BCoV, seus antigenos ou RNA nas fezes de bqvihoante os surtos de
diarreia (Branddo et al. 2007a, Pavarini et al.82@ezerra Jr et al. 2009).
Porém, alguns autores questionam a correlacaotdecde isolada do virus nas
fezes com a doenca clinica, visto que o BCoV tampeéde ser encontrado em
fezes de bovinos clinicamente sadios (Radostas &000). Estudos patolégicos
e imuno-histoquimicos tém sido importantes parabed¢cer uma correlacéo
inequivoca do virus com a doenca do rebanho, endafaan pouco frequentes,
devido a baixa letalidade da doenca (Pavarini. &048).

Este trabalho foi realizado com o objetivo de dmgar um surto de
coronavirose bovina em vacas leiteiras duranteréoyena regido sul do estado
de Minas Gerais, Brasil. Foram avaliadas as afiesclinicas e patoldgicas dos
animais acometidos e realizadsasted RT-PCR, histopatologia e imuno-

histoquimica para o diagnéstico do BCoV.
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MATERIAL E METODOS

Dados metereolégicos, histérico do rebanho e daddsnicos

O surto de DI descrito ocorreu no més de marco @k,2em uma
propriedade leiteira da regido de Lavras, no sukskado de Minas Gerais,
Brasil. Os dados meteoroldgicos da regido para ® fordm obtidos no Banco
de Dados Metereoldgicos para Ensino e Pesquisanstituto Nacional de
Metereologia (Dados da Rede do INMET 2013). A terajea maxima média
registrada no periodo foi de 29,7°C e a minimal8&°C, com temperatura
compensada média de 23,1 °C. Nesse periodo, a denidiativa do ar média
foi de 78,3%, a precipitacdo pluviométrica totali fde 97,7mm, com
precipitacdo em 18 dias, e a insolacao total fdH&4 horas.

O histérico do rebanho e os dados clinicos dosnogvafetados foram
obtidos junto ao proprietario e aos funcionarios pdlapriedade, durante as
visitas para acompanhamento do surto. O rebanhacargosto por trinta
animais da raca Girolando, entre novilhas, vachszerros, alimentados com
capim e cana picados e farelo de milho. Emboraéase#s fossem criadas
separadamente dos bezerros, as instalagcdes eranprbaimas. Os animais
eram vacinados contra raiva, brucelose e clossadio anualmente e nao era
feita vacinacdo contra a diarreia viral bovina. Doieses antes do inicio do
surto, um bezerro com diarreia foi adquirido emateie introduzido na
propriedade. De todo o rebanho, 15 vacas (50%)sapt@am diarreia
esverdeada. Em sete vacas que desenvolveram unoglamco mais grave,
havia sangue nas fezes. Os sinais clinicos evig@oginos animais eram febre,
apatia, hiporexia, hipogalactia moderada a aceateatbrrimento nasal seroso,
em alguns animais. A diminuicdo da ingestdo de altm foi observada

principalmente nas novilhas e a evolucdo da doeagau entre dois edez dias,
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com curso médio de sete dias. Das vacas doent&s, apresentaram
sintomatologia mais branda, recuperando-se emeatélids. Apesar de 93,3%
(14/15) das vacas terem se recuperado da doengeydacdo de leite nédo

retornou aos niveis anteriores.

Histopatologia e imuno-histoquimica para deteccaoaBCoV

Submeteu-se a necropsia a vaca que evoluiu pdraocon@ propriedade,
procedendo-se a coleta de fragmentos de diverg@ogrem formol a 10%
tamponado, que foram processados rotineiramentéehistopatologia. Cortes de
5um foram confeccionados e corados pela hematoxdli@asina.

Fragmentos de cdlon espiral e corneto nasal fordymstidos a imuno-
histoquimica para BCoV, conforme protocolo desquiteviamente por Pavarini
et al. (2008). Como anticorpo primario foi empremadanticorpo monoclonal
para BCoV 8F2 (Rural Te€h South Dakota, USA), na diluicdo de 1:300 em
PBS, por uma hora, em temperatura ambiente.

Fragmentos do intestino também foram submetidos manao-
histoquimica paré&almonellaspp., segundo protocolo adaptado descrito por
Watanabe et al. (2011). Foi utilizado o anticormigional antissalmonella
(8209-4006, AbD SeroT&¢ Oxford, UK), na diluicdo de 1:10000 em PBS e
incubadogvernighta 4°C

Em todos os testes foi utilizado, como controleitpms um caso
confirmado laboratorialmente pelo isolamento b&mber ou PCR e, como
controle negativo, foi realizada a incubacdo dedtsc suspeitos com PBS,

omitindo-se os anticorpos primarios.
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Nested RT-PCR para detec¢do do BCoV

Amostras fecais das sete vacas e do bezerro izichmdois meses
antes do surto foram coletadas diretamente da amptdl, acondicionadas e
congeladas para pesquisa de RNA do BCoV por meioedtedRT-PCR. Na
primeira reacdo de PCR foi utlizado @rimer senso 2Bp 5
ACTCARWTRAATYTNAAATAYGC 3’ e o primer antissenso 4Bm 5
TCACAYTTWGGATARTCCCA 3. Ja na segunda reacdo, psmers
adicionados foram o senso CV2U 5 TACTATGACTGGCAGRBTTTCA 3’
e o0 antissenso CV2L 5 AACATCTTTAATAAGGCGRCGTAA 3'para
amplificar um fragmento de 136bp do gene codificada RNA-polimerase
RNA-dependente (RpRd) dos coronavirus do gruposeigundo protocolo
descrito por Brandéo et al. (2005). Os produtoslifiognios foram visualizados

em gel de agarose 1,5%, corados com brometo dmetid

Investigacéo soroldgica para BVDV

De seis vacas com diarreia e do bezerro introduhii® meses antes do
surto foram coletadas amostras pareadas de sapazea obtencdo de soro,
com intervalo de trés semanas. O sangue foi olg@ovenopuncdo da veia
epigastrica cranial (nas vacas) e jugular (bezeem)tubos sem anticoagulante.
As amostras de soro foram encaminhadas para o at@bior de Virologia da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), no Riande do Sul, para a
realizacdo de sorologia pareada para diarreia Vimlina, pela prova de

soroneutralizagéo.
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Investigacao parasitologica e hematoldgica

Amostras de fezes foram coletadas diretamente g@lametal de sete
animais doentes, em sacos plasticos individuaigidamente identificados e
acondicionados sob refrigeracdo até a chegada laaratario. O exame
coproparasitolégico para contagem de ovos (OPGpastos (OOPG) por
grama de fezes foi empregado segundo a técnica aldaMer modificada,
descrita por Gordon & Whitlock (1939).

O perfil hematoldgico de seis animais também failiado, por meio da
coleta de sangue por venopunc¢ao da veia epigastdanél (nas vacas) e jugular
(no bezerro) em tubos com anticoagulante (EDTA)amtidos resfriados até a
analise das amostras, por método automatizadoritogeama, determinaram-
se 0 numero de hemacias, hemoglobina e hemat6cow; indices
hematimétricos; o volume corpuscular médio (VCMEna de hemoglobina
corpuscular média (HCM) e concentracdo da hemaggoborpuscular média
(CHCM). No leucograma procedeu-se a contagem glebaliferencial do
namero de leucécitos, bem como a avaliagcdo daaelaeutréfilo:linfocito. O

namero de plaquetas também foi descrito.

RESULTADOS

Durante o exame de necropsia do Unico caso fasgredo neste surto,
foi observado que as mucosas externas e a carstzmm hipocoradas. Os
principais achados macroscépicos foram observadoalga espiral do cdélon
ascendente. A serosa deste segmento apresentaventigoleve a moderada e o
limen estava preenchido por grande quantidade dgulms sanguineos e
conteddo liquido sanguinolento. Na mucosa destmsdravia hiperemia difusa

e moderada, além de petéquias, equimoses e eliasipsares de 0,1 a 0,5cm
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de didmetro na mucosa que, por vezes, se apregentamn arranjo linear
(Fig-1). No limen da cavidade nasal, da traquelasebrénquios foi observada
moderada quantidade de secrec¢éo catarral ama(Eigda).

Os principais achados histopatologicos também sieirrgiram a alca
espiral do colon ascendente. Havia um moderado mirde criptas com
dilatagdo, desnudamento ou revestimento por célutaboidais e/ou
pavimentosas, e com detritos necréticos no lumea. |&mina propria foi
observada inflamac¢éo predominantemente mononueleare difusa, com raros
eosindfilos. No exame imuno-histoquimico, houverisa marcacédo para BCoV
no citoplasma de enterdcitos de criptas do célaw epitélio respiratorio do
corneto nasal (Fig.3 e 4). A imuno-histoquimicaap8almonellaspp. néo
detectou nenhum antigeno associado as lesdesatoexpiral.

O teste deneste®RT-PCR para deteccdo do BCoV foi positivo em
71,4% (5/7) das amostras avaliadas, resultandoormaatdo do fragmento
esperado de 136pb e nenhuma amplificacdo inesgectie bandas foi
observada. A amostra fecal do bezerro introduzil@nmopriedade dois meses
antes do surto foi negativa.

A sorologia para BVDV foi negativa em todas as anagstestadas,
tanto as da primeira coleta quanto as dos mesnio®ian trés semanas apos,
evidenciando que ndo houve soroconversdo dos amimaiperiodo avaliado,
durante o surto de diarreia. A contagem de OPGazas revelou a presenca de
ovos deStrongyloideasp. em 57,1% (4/7) das amostras, com indices vhrian
de 100 a 1800 ovos por grama de fezes. Somentenemnimal (14,3%) foi
detectado um baixo nimero de oocistos, compatteaEEimeriasp.

Na avaliacdo hematolégica, as médias e o desvid@paths principais
variaveis estdo sumarizadas na Tabela 1, obtideseideamostras de sangue

coletadas durante o surto de coronavirose.
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DISCUSSAO

O diagndstico da coronavirose nos bovinos desteled$bi baseado nos
aspectos epidemiolégicos, clinicos e patoldgicesjethantes aos descritos na
literatura para a disenteria de inverno (DI) dosvitbms. Caracteristicas
importantes descritas no histérico da DI, e obsk&sao rebanho deste estudo,
séo diarreia em vacas de inicio abrupto, com samguelguns animais, com
alta morbidade, baixa mortalidade e queda acentmagaoducédo leiteira (Saif
1990, Cho et al. 2001, Brand&o et al. 2007b, Nk&isiaal. 2007, Pavarini et al.
2008, Bezerra Jr et al. 2009). Em surtos de DIquaEs ha obitos, erosbes e
hemorragias na alca espiral do colon ascendenteiadas a necrose em criptas
nesta area, como as observadas na vaca deste sghidetida a necropsia, sao
as lesbes consistentemente descritas (Van Kruimiregeal. 1987, Cho et al.
2001, Natsuaki et al. 2007, Pavarini et al. 2008).

Estes achados, em conjunto, foram importantes paradiagnostico
provisério da doenca no rebanho em estudo. No &ntanconfirmacdo do
envolvimento do BCoV depende de exames adiciohsste surto descrito, a
confirmacéo se deu pela presenca de antigenos wiagilesdes intestinais e na
mucosa nasal da vaca submetida a necropsia e gielecélo do RNA viral nas
fezes de cinco vacas afetadas. No caso apresentddo, havia lesdes
significantes em outros 6rgdos, nem mesmo nos wwmasais, em que houve
marcacgdo imuno-histoquimica para o BCoV. Além dissste surto merecem
destaque a época de ocorréncia da doenca e o iemeote concomitante do
trato digestivo e do respiratorio.

O relato de sinais clinicos respiratorios em algios bovinos afetados,
associados aos antigenos virais observados no reaforatério do bovino
submetido a necropsia, sugerem que o BCoV relad®mrep presente surto

também apresentava tropismo pelo trato respirasinierior. Tal fato tem sido
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mencionado, na literatura, para bezerros e vacmantd surtos e em trabalhos
experimentais de DI (Saif, 1990; Fukutomi et al99,9Cho et al. 2000, Travén
et al. 2001, Decaro et al. 2008, Saif 2010). Eaitet, apenas um dos surtos de
DI descritos no Brasil faz mencéo a sinais regfuii@t em animais acometidos,
caracterizados por secrecdo serosa nasolacrimakr@edr et al. 2009). No
presente trabalho, no entanto, a correlacdo do B&woW os sinais clinicos e as
lesdes respiratorias pode ser confirmada por meidmaino-histoquimica. E
proposto, na patogénese da DI, que a replicacdmuwsa nasal seria um
evento inicial e que a presenca de sinais respmaté variavel, podendo ser
leves ou mesmo ausentes (Saif 2010). Tal fatozahsifique a ndo observacao
destes sinais clinicos em outros surtos reportad®@sasil.

O surto descrito no presente estudo ocorreu dumfitel do verdo, o
gue € incomum e descrito apenas em alguns dos sleseritos no trabalho de
Park et al. (2006), na Coreia do Sul. Os demaitoswcorridos em periodos
considerados quentes do ano foram relatados no@Eukutomi et al. 1999,
Park et al. 2006, Decaro et al. 2008) e na prinzageark et al. 2006). Os surtos
descritos no Brasil ocorreram, principalmente, maeino (Brandao et al. 2002,
Brandao et al. 2007a, Brandéao et al. 2007b), nmabéde no outono (Brandao et
al. 2007a, Pavarini et al. 2008) e na primavera¢Ba Jr et al., 2009).

Dos trabalhos de surtos em periodos consideradestes) apenas
Decaro et al. (2008) mencionam a temperatura deirantsurto, sendo a
temperatura média de 30°C, com maximas de 34°ficasi para 0 outono da
regido estudada. No presente caso, as temperatorasm relativamente
inferiores as descritas por Decaro et al. (200&r@aram de 18°C a 30°C, com
média de 23°C, temperaturas dentro do esperadoap&paca do ano na regiao
(Dados da Rede do INMET, 2013). Estas temperatyrass,sua vez, foram
superiores as mencionadas no surto descrito parifaet al. (2008), no inicio

do outono, no Rio Grande Sul, Brasil, que foraml@ea 24°C. Os dados do
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presente estudo corroboram o indicado por outrttgesi(Fukutomi et al. 1999,
Travén et al. 2001, Park et al. 2006, Decaro 2G08, Pavarini et al. 2008) de
gue a temperatura ambiente nem sempre sera unpfattisponente importante
para a ocorréncia da DI.

Os fatores predisponentes para a ocorréncia dacaoem estacdes
guentes ndo tém sido determinados (Park et al.,Z086aro et al. 2008). A
manutencao do virus no ambiente em esta¢des quentesido atribuida a alta
prevaléncia de infeccdo em determinadas regiGealteracGes nas propriedades
biolégicas do virus, com aumento de sua resisté@midemperaturas elevadas
(Park et al. 2006). Estudos filogenéticos e dagléecia da infeccdo pelo BCoV
em bovinos adultos sdo necessarios para determingsortancia destes fatores
em surtos na regido sul de Minas Gerais.

No presente estudo, a introducdo de um bezerro diameia no
rebanho, dois meses antes do surto, foi menciopadta proprietario. No
entanto, a importancia deste bezerro no desencadéamia doenca no rebanho
nao pode ser determinada, uma vez que este n&eafaea diarreia quando das
visitas a propriedade e a pesquisa de BCoV nas fizste animal foi negativa.
Alteracdes no manejo do rebanho estudado, que gemescarretar em estresse,
ndo foram mencionadas pelo proprietario.

Sao escassos os trabalhos na literatura que avamnalteracbes
hematoldgicas em bovinos naturalmente infectadds BEoV. As principais
alteracdes hematoldgicas nestes casos sdo anermadfica normocrémica,
neutrofilia com neutréfilos téxicos e linfocitos&.anemia tem sido atribuida a
hemorragia associada a lesdo no trato gastrirdégtirovocada pelo virus
(Natsuaki et al. 2007, Pavarini et al. 2008). Nasag do presente estudo, ndo
foram evidenciadas altera¢Bes na contagem dasaséahnguineas. Apenas o
bezerro introduzido dois meses antes do surto eqi@sm uma anemia

normocitica normocrémica moderada (3,14 °%dl). N&o foi possivel
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determinar a causa da anemia neste animal, quatrdibuida a debilidade
cronica, decorrente de sua condicéo geral.

O diagnostico diferencial deve incluir outras cauda surtos de diarreia
em bovinos adultos, de inicio abrupto, com altabidade, baixa mortalidade e
importante impacto na producédo leiteira. O prinkcigiéerencial é a infeccao
aguda pelo virus da diarreia viral bovina (Radesttal. 2000, Laureyns et al.
2011). A sorologia pareada demonstrou que o rebanh@studo permaneceu
negativo para BVDV ap06s o surto de diarreia e goganto, este virus ndo teve
participacdo no presente surto.

A coinfeccdo com outros enteropatégenos pode aamargravidade da
doenca relacionada ao BCoV (Saif 1990, Park 10816, Natsuaki et al. 2007).
Nos casos apresentados foi identificada uma caiitecnoderada por parasitas
em trés de sete bovinos avaliados. A pesquisa titgeans deSalmonellaspp.
no intestino da vaca submetida a necropsia foi thvega No exame
histopatolégico desta vaca ndo havia, além dasdeafsociadas ao antigeno do
BCoV, outras lesGes que indicassem infeccdo conantei ou que pudessem
justificar o quadro de diarreia.

A ocorréncia deste surto de coronavirose em bovathstos (DI) no
verdo no hemisfério sul demonstra que, como na Asiaa Europa, o
envolvimento do BCoV deve ser também considerads@mos de diarreia em
bovinos adultos, mesmo nos periodos quentes ndl Brasn outras regides de
clima semelhante. O presente trabalho também deraomsecessidade de se
considerar o envolvimento do BCoV em quadros ragfmios em bovinos
adultos, principalmente se associados com diarreia.
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Fig.1. Coronavirose bovina em vacas. Al¢ga espiral do c@ecendente. Hiperemia
difusa, hemorragia e erosdes irregulares na muc(sstas) com arranjo
predominantemente linear, grande coagulo sanguwremteldo liquido sanguinolento
no limen.

Fig.2. Coronavirose bovina em vacas. Traqueia e brosg@iecrecdo catarral amarelada
em moderada quantidade, observada na porcao famalratjueia e no inicio dos
brénquios.
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B =R e LT x 3
Fig.3. Coronavirose bovina em vacas. Al¢a espiral doorcéhscendente. Imuno-
histoquimica para coronavirus bovino. Intensa ngé@@ano citoplasma de enterécitos de
criptas (cabeca de seta). Notar cripta com revestioncuboidal e pavimentoso (seta) e
infiltrado mononuclear na lamina prépria. Métoddregstavidina-biotina, cromégeno
Vectof® NovaRELF. Barra = 5Qum.

Fig.4. Coronavirose bovina em vacas. Corneto nasal. dnhlis'toquihica para
coronavirus bovino. Intensa marcagdo no citopladmapitélio respiratério. Método
estreptavidina-biotina, cromégeno VeétdtovaREL'. Barra = 2Qum.
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Tabela 1 - Valores médios das variaveis hematahdgaaliadas em bovinos, durante

um surto de coronavirose no sul do estado de MBsaais, Brasil.

Variaveis Média Desvio padrao

Hemécias (1%uL) 5,9 1,7
Hematocrito (%) 26,7 8,6
Hemoglobina (g/dL) 10,1 3,1
Leucdcitos totais (x1ImL) 10,7 4,3
Neutréfilos (mL) 2601,6 913,0
Linfécitos (mL) 7181,6 2415
Eosinéfilos (mL) 611,7 568,4
Monécitos (mL) 288,3 474.0
Relagéo neutrofilo:linfécito (N/L) 0,41 0,20

Plaquetas (mil/mr) 241,5 71,2
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ARTIGO 2

(Este artigo sera submetido a revPstaquisa Veterinaria Brasileija

ENTEROPATOGENOS ASSOCIADOS A CASOS FATAIS DE
DIARREIA BOVINA NO SUL DE MINAS GERAIS: UM ESTUDO
MORFOLOGICO, IMUNO-HISTOQUIMICO E MOLECULAR

ABSTRACT. — Lopes P.F.R., Orlando D.R., Paglis J.R., Costa,R@squita
L.P., Costa G.M., Raymundo D.L., Varaschin, M.SBé&zerra Junior P.S. 2013.
[Enteropathogens associated with fatal bovine diarrsa in southern of
Minas Gerais state, Brazil: A histopathological andimmunohistochemical
study.] Enteropatégenos associados a casos fatais deidimovina no sul de
Minas Gerais: Um estudo histopatolégico e imundekisimico. Pesquisa
Veterinaria Brasileira 00(0):00-0&etor de Patologia Veterinaria, Universidade
Federal de Lavras (UFLA), Cx. Postal 3037, LavhM& 37200-000, Brasil. E-
mail: bezerraj@dmv.ufla.br

The present study describes the pathological, inohistochemical
(IHC) and molecular (nested RT-PCR) findingsof tmain enteropathogens
isolated from spontaneous fatal cases of diarnheattle in the southern region
of Minas Gerais. Were evaluated 32 animals of difie ages, necropsied in the
field or had histological material referred to theboratory. The
histopathological lesions and the degree of auwlysas also described and
graded by a intensity scale. The age of the animaiged from 1 day to 48
months (11.9 + 17.8 months),43.75% (14/32) wereaferand 56.25% (18/32)
were males. The acute to sub-acute necrotizing rigeteolitis was the
predominant morphologic diagnosis in diarrheic leatl7/32). There was
positive immunostaining foGalmonellaspp. and BVDV in 9.4% (3/32) and
6.25% (2/32) of cases, respectively. Concomitafeéction with BVDV and
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Salmonellaspp. was confirmed only in one case. The nested8R-for BCoV
resulted in four positive samples of intestinal tem (4/9). Rotavirus and
Cryptosporidiumspp. were not associated with infection in any sasaluated
in this study, suggesting that these agents hageitgportance in the etiology of
fatal diarrhea in this region. Conclude that histbplogy, IHC and molecular
techniques contributed to elucidate the pathoger@diiarrhea in the described

cases, being helpful in the decision making inslideherds.

INDEX TERMS: bovine viral diarrhea virus, coronaw; paraffin embedded

tissue, pathologysalmonella

RESUMO. — O presente trabalho foi realizado com o objetivo
principalde descrever os achados patol6gicos, iAmistoquimicos (IHQ) e
molecularesriestedRT-PCR) dos principais enteropatdgenos isoladosasas
fatais de diarreia espontdnea em bovinos, na regigéde Minas Gerais. Foram
avaliados 32 bovinos de diferentes idades, neadpsia campo ou que tiveram
material encaminhado ao laboratério. As lesGepatblogicas e o grau de
autolise foram descritos e graduados por meio de esaala de intensidade. A
idade dos animais variou entre 1 dia e 48 mese®911,8 meses);43,75%
(14/32) dos animais eram fémeas e 56,25% (18/32memachos. A
enterite/colite necrotizante aguda a subaguda fdiagnostico morfoldgico
predominante nos bovinos diarreicos (17/32). Homvenomarcacao positiva
para Salmonellaspp. e BVDV em 9,4% (3/32) e 6,25% (2/32) dos casos
respectivamente. Infeccdo concomitante de BVDVSa@monella spp. foi
confirmada apenas no bovino 1. WestedRT-PCR para o BCoV resultou
positiva em quatro amostras de conteddo intesi#é). O rotavirus e o
Cryptosporidium gp. ndo estavam associados a nenhum dos casoadasgali

neste trabalho, sugerindo que esses agentes temmhpomtancia menor na
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etiologia de diarreias fatais na regido estudadaldbse que o exame
histopatolégico, a IHQ e astécnicas molecularedribairam para esclarecer a
etiopatogenia da diarreia nos casos descritosliantkd nas tomadas de deciséo
dentro dos rebanhos.

TERMOS DE INDEXAC}AO: coronavirus, patologiaSalmonella tecido

parafinado, virus da diarreia viral bovina.

INTRODUCAO

A diarreia constitui uma das mais importantes sim#ts em animais
domésticos e humanos e, em bovinos, mesmo noatdias, € considerada uma
importante causa de perda econdmica para a pecuéridial, permanecendo
como um grande desafio nos sistemas de producadtlde¥h1992, De La
Fuente et al. 1998, Buzinaro et al. 2003, SmitH2201

Diversas estimativas econdmicas atestam a impaatéses doencas
relacionadas a diarreia, no Brasil e no mundo. Ekiados Unidos, estimativas
de prejuizos relativos a diarreia indicam perdascelea de 95 milhdes de
dolares por ano. Em ambito mundial, a estimatida ém torno de 1,7 bilhdo de
dolares (Dar et al. 1998, Brandao et al. 2007ck BJA, estima-se que de 8% a
25% de todos os bezerros nascidos morrem de deetéaca (Whitlock 1992).
Um estudo em Minas Gerais indica que a estimativdada de mortalidade
geral em bovinos jovens é de 14%, sendo as afecefmsonadas a diarreia
uma das importantes causas destas mortes (Festesla 2009). Entretanto, a
etiologia da diarreia em bovinos é complexa e famdtiial, determinada por
uma série de agentes infecciosos, como virus, r@stéprotozoarios e
metazoarios, além de sofrer influéncia de divefatses ndo infecciosos que

predispdem o individuo a infec¢do e modulam a spdo hospedeiro frente ao
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patégeno (De Rycke et al. 1986, Hall et al. 1988,La Fuente et al. 1998,
Ferreira 2009, Bartels et al. 2010, Smith 2012).

Apesar da comprovada importancia da deteccdo despatdégenos nas
fezes por meio de cultura e métodos ultraestrigurainunolégicos e
moleculares, em varios estudos tem sido demonstoado alguns animais
podem eliminar esses agentes, mesmo sem manifestéigica de diarreia
(Radostits et al. 2000, Oliveira Filho et al. 200J¢ssa forma, a histopatologia
e a imuno-histoquimica em casos de 6bitos ocoredosurtos de diarreia tém
fornecido uma oportunidade de localizacéo dirematentes, de seus fatores de
viruléncia ou de suas toxinas em associacdo comlesBes teciduais,
contribuindo para o diagndstico e permitindo umaretacdo inequivoca do
agente com o quadro clinico-patoldgico (Parsoras. 1984, Thorns et al. 1989,
Pavarini et al., 2008, Hazlett et al. 2011, Blamdha012). Adicionalmente,
estudos com este enfoque tém possibilitado a fasgio de variagbes no
tropismo tecidual por alguns enteropatégenos (Bumgle et al., 2006, Saif,
2010).

Exames baseados na morfologia das lesdes e/ougdoses, embora
menos sensiveis, permitem avaliar diferentes tig@senfermidades e, por
fornecer informacdes diversas, a histopatologiaepmbicecionar ou adicionar aos
resultados de exames complementares, reduzindooscusbm outros
exames(Rosai 2007, Saif 2010). Além disso, em @esm de dificuldade de
remessa de material refrigerado, o envio de ma&diikados em formol pode
ser uma opg¢do conveniente (Parsons et al. 1984)emianto, os achados
histopatolégicos podem ser inespecificos ou preagdtis pela putrefacéo,
particularmente no intestino delgado,no qual edteragéopost mortemse
apresenta precocemente (Pearson & Logan 1978a, SRdana et al. 1999,
Svara et al. 2003, Oliveira et al. 2009). A imunstdguimica tem contribuido

para o diagndstico patolégico nestas situacdegd®i et al., 2009).
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Os objetivos principais do presente trabalho s&wrdger os achados
patolégicos, determinar a prevaléncia e diagnastiatiizando a imuno-
histoquimica e aestedRT-PCR, 0s principais enteropatdgenos associados a
casos fatais de diarreia espontanea em bovinos/desas idades na regiao sul
de Minas Gerais. O padrdo de distribuicdo de amigedos enteropatégenos
pesquisados em diversos 6rgdos dos bovinos comeididatal também sera
apresentado, assim como o grau de interferénciatimagda autélise intestinal

no diagndstico definitivo desta enfermidade.

MATERIAL E METODOS

Caracterizacdo das amostras e avaliacdo histolégica

O presente estudo foi realizado na microrregidd.aeas, situada na
mesorregido do Campo das Vertentes, estado de Nipeas, Brasil. Foram
avaliados 32 bovinos com sinais clinicos e achatioscépicos sugestivos de
diarreia infecciosa, selecionados a partir dosiaoguestudo retrospectivo) e de
necropsias realizadas a campo (estudo prospecped), Setor de Patologia
Veterinaria (SPV) da Universidade Federal de Layt#5LA), no periodo de
2007 a 2012. Os dados do histérico e os sinaigcofirforam obtidos com o
proprietario ou o responsavel pelo animal.

Durante as necropsias, fragmentos de diversos ®fgéam coletados e
processados rotineiramente para histopatologiaandigz-os em formol
tamponado a 10%, por um periodo maximo de 48 horas.

A graduacédo das lesfes encontradas foi obtida pr de uma escala
de intensidade: - (ausente); + (leve); ++ (modérada++ (acentuada), para os

cortes histolégicos avaliados, de acordo com osnpetros descritos e
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adaptados de Hall et al. (1988). O grau de autdsaenaterial também foi

avaliado para posterior confronto com os resultadisios.

Avaliag&o imuno-histoquimica

Todos o0s animais que apresentaram lesfes compatigem
enterite/enterocolite e/ou deplecao linfoide naliagdo histopatol6gica foram
submetidos a técnica de imuno-histoquimica paratecdéo dos antigenos de
Salmonellaspp. e de BVDV, em fragmentos intestinais emblosao parafina,
de acordo com as recomendacdes gerais descritblepat & Gatter (1992).

O protocolo para deteccdo 8almonellaspp. foi adaptado do descrito
por Watanabe et al. (2011), utilizando diluicadld€d000 em PBS do anticorpo
policlonal antissalmonella (8209-4006, AbD SerdTe®xford, UK) e
incubadogvernighta 4°C A imuno-histoquimica para BVDV foi realizada
segundo protocolo descrito por Santos et al. (20btubando-se o anticorpo
monoclonal anti-BVDV (D89, VRMDInc., Pullman, USA) na diluicdo de 1:50
em PBS, por 2 horas,a temperatura ambiente (37°C).

Em todos os testes foi utilizado, como controleitpms um caso
confirmado laboratorialmente pelo isolamento b#mter ou PCR e, como
controle negativo, foi realizada a incubacdo dedtesc suspeitos com PBS,

omitindo-se o0s anticorpos primarios.
Avaliacdo parasitolégica
Os estagios enddgenos dos oocistokideeria spp. foram pesquisados

nos cortes histolégicos de abomaso, intestinosadelge grosso, corados

rotineiramente pela HE. Para a identificacdo destms deCryptosporidium
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spp., hos casos suspeitos, foi empregada a tédaiZaehl-Nielsen modificada
(Luna 1968).

Investigac@o molecular de coronavirus e rotavirus

Nove (28,12%) amostras de contelido entérico codgelram
enviadas para a realizacdo dested RT-PCR e eletroforese em gel de
poliacrilamida (PAGE), para pesquisa de particulass do coronavirus bovino
e rotavirus, respectivamente.n&stedRT-PCR foi utilizada para amplificar um
fragmento de 136bp do gene codificador da RNA-palare RNA-dependente
(RpRd) dos coronavirus do grupo Il, segundo prdtodescrito por Brandao et
al. (2005). Os produtos amplificados foram viswalizs em gel de agarose
1,5%, corado com brometo de etideo.

Para deteccdo do rotavirus, as amostras foram sidasyé PAGE, de
acordo com o protocolo adaptado de Herring etlBZ?). Procedeu-se a PAGE
descontinuo, a 3,5%/7,5%, sob 20mA, por duas he@ando-se o gel com
nitrato de prata.

RESULTADOS

Na Tabela 1 estéo discriminados os dados epidégniols dos animais
avaliados neste estudo, incluindo sexo, racga, id&goca do ano relacionada ao
guadro de diarreia manifestado pelos individuosliggnéstico histopatol6gico
principal das lesdes observadas no intestino tanfbé&ihescrito, bem como o
provavel agente etiolégico (viral e/ou bacteriarts) diarreia, baseado no
histérico e nos achados macroscépicos e microsasipic

Durante o periodo de janeiro de 2007 a novembr@@k2, foram
realizados 230 exames histopatoldgicos e 307 ngia®pe bovinos no SPV da

UFLA. Trinta e dois animais (6%) foram selecionagos apresentarem sinais



82

clinicos e achados patolégicos sugestivos de dhanfecciosa, dos quais 84,4%
(27/32) correspondiam a exames de necropsia e owmisla exames de
histopatologia em materiais enviados em formol &b,1@or veterinarios de

campo. Na distribuicdo por sexo e racga, 43,75%3@)40os animais eram
fémeas e 56,25% (18/32) eram machos. A maioricadveais pertencia a raca
Holandesa (78,2%), seguida por Nelore (12,5%), pada3,1%), Girolando

(3,1%) e um mestico (3,1%). A idade variou de 1ali48 meses (11,9+17,8
meses). A maioria dos casos teve predominio de@eoa durante a primavera
(53,1%), enquanto os demais ocorreram no inverb®¢2), no verdo (15,6%) e
no outono (9,4%).

A evolucéo clinica do quadro de diarreia na maidos animais variou
entre 1 e 7 dias. Somente o bovino 3 apresentogunso clinico de 25 dias,
desde a observacdo dos primeiros sinais até o. @bit@nte a necropsia dos
animais, 0 exame macroscopico revelou que as leséés evidentes estavam
relacionadas ao trato gastrintestinal. O conteatisiinal dos animais variou de
um contelido pastoso a liquido esverdeado (bovinpadt)vezes com presenca
de estrias de sangue (bovinos 2 e 30), amareladdgn@s 11 ao 26) ou
escuro/sangue vivo (Fig.1A) (bovinos 5, 9, 10, 3132). Alteracdes
macroscoépicas observadas na mucosa intestinagdesahnimais, em maior ou
menor grau, incluiram petéquias, ulceracdes aooldagintestino delgado e/ou
grosso, evidenciacdo das placas de Peyer, espegeaanermelhamento tanto
na mucosa quanto na serosa, e material fibrinotiegraderido a superficie da
mucosa (Fig.1B). Observou-se que a coloracdo dassas externas variou de
hipocoradas a congestas e todos apresentaram ggumde desidratacao,
evidenciados pela enoftalmia. No bovino 28, aoraf@rricarcaca, os 6rgéos
abdominais estavam cobertos com uma pequena cadetide exsudato

fibrinoso, resultante de uma peritonite, sem hawerentanto, algum ponto de
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ruptura em visceras (Fig.1C). Nos bovinos 2 e 4, pggueno numero de
exemplares dEurytrema pancreaticuroi visualizado no pancreas.

As principais lesdes microscépicas dos bovinosreaiieos estavam
relacionadas ao trato gastrintestinal, sendo aitaitelite necrotizante aguda a
subaguda a mais prevalente, ocorrendo em 50% dos ¢86/32). Esse tipo de
alteracdo era caracterizado por necrose predoremmante nas criptas
intestinais, com dilatagdo, revestimento por célglaboidais ou pavimentosas e
preenchimento por detritos necroéticos (Fig.1D). &guns casos, estas lesdes
foram observadas concomitantemente ao encurtameat® vilosidades
intestinais (bovinos 6, 16, 22, 23, 27 e 30) e heagia (bovinos 2, 30 e 32). Na
enterite fibrinonecrética (6,25%) ou necrossupuaat(3,125%), a lesédo se
caracterizava por focos de necrose que se estemdéamlamina propria e, por
vezes, a submucosa, sendo associados a deposifidrdee/ou infiltracéo de
neutréfilos. Em alguns destes casos, havia col@mgaserianas intralesionais
(bovinos 1, 14, 22, 23, 27, 28 e 29). Enterite od@morragica aguda foi
observada apenas no bovino 32. Nos bovinos 8 e228)( ndo foram
visualizadas alteracdes significativas, ao longtrato gastrintestinal.

Adicionalmente as lesdes do trato gastrintestirddjuns bovinos
(bovinos 1, 14, 17, 25, 27 e 29) apresentaram dleasecrose de coagulacdo
multifocal aleatéria no figado e/ou no baco, paregeassociadas a infiltrado de
células mononucleares e polimorfonucleares. Oulkea$es extraintestinais
observadas com menor frequéncia foram broncopndansupurativa aguda
leve (bovinos 7 e 27) a moderada (bovino22), ruminecrossupurativa, difusa
leve (bovino 12) e abomasite ndo supurativa, nagkif, leve (bovino 1).

Em relacdo as infecgBes parasitarias, em nenhumbdusos do
presente estudo foi observada, na histopatologfac¢do de enterdcitos por
Cryptosporidiunmspp. em cortes de intestinos corados pela hema@xileosina

e Ziehl-Neelsen. Entretanto, no bovino 7 foi enmma pequeno nimero de
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estruturas compativeis coBimeria spp. em enterdcitos do intestino delgado.
Em 15,6% dos animais (bovinos 1, 2, 3, 4, 14) fordetectados raros
nematddeos na mucosa e na submucosa do intestgeddes/ou grosso, em
meio a tecido necrotico.

As alteragbepost mortemestavam presentes em maior ou menor grau
em 100% dos animais, consequente do periodo ddgoerntre a morte do
animal e a coleta e fixacdo dos tecidos. Um graaudélise leve, moderado e
acentuado foi visto em 56,25% (18/32), 15,625%2AbE 28,125% (9/32) dos
bovinos, respectivamente. Somente dois bezerrogingm 16 e 22) foram
submetidos & eutanasia, em funcdo do agravamengoiatiro clinico.Nestes,o
grau de autdlise foi leve. Em oito (25%) bovinosawdlise inviabilizou o
diagnéstico histopatolégico.

Marcacdo imuno-histoquimica positiva paraSalmonellaspp. foi
observada em 9,4% (3/32) dos casos, associadaasde necrose na superficie
da mucosa do intestino delgado (Fig.1E), predondémaente no ileo, com
intensidades acentuadas nos bovinos 1 e 14 e telsevino 29. Fragmentos de
figado dos bovinos 1, 14, 25, 27 e 29, que continfacos de necrose
fibrinoide, também foram testados, para tentaretacionar a presenca da leséao
com antigenos bacterianos. Entretanto, nenhumaag@ocfoi evidenciada
dentro das areas necréticas ou nos hepatécit@slaodas lesdes (Fig.1F).

No exame imuno-histoquimico para o virus da diarseial bovina,
houve marcacdo positiva em 6,25% (2/32) dos lirdoso(bovinos 1 e 3),
principalmente em células mononucleares em folicudo zona do manto
(Fig.1G). Nenhuma marcacao foi visualizada na maans na submucosa do
intestino e em fragmentos de orelha. No bovino darfo observadas, na
macroscopia, areas multifocais de ulcera¢fes agololo abomaso e intestino
delgado. Neste Ultimo, foram encontrados raros Sfode necrose no centro

germinativo dos foliculos linfoides intestinais. @& bovino 3 havia, além de
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ulceracdes focais na mucosa labial e esofagicadeplecdo folicular moderada
a acentuada, associada a um infiltrado inflamaténfo-histiocitico difuso
moderado nos tecidos linfoides das tonsilas, linflms, placas de Peyer e nos
aglomerados linfoides do intestino grosso (Fig.lef)) algumas areas com
projecdo das criptas intestinais adjacentes paratayior do aglomerado
(herniacdo das criptas).

O rastreamento ponestedRT-PCR para o BCoV foi realizado em
amostras de conteldo intestinal de nove animaisngugeram com quadro
clinico de diarreia e que tinham lesdes sugestieaimfeccdo viral (necrose de
criptas intestinais). Esta pesquisa resultou paséim quatro (44,4%) amostras,
amplificando uma banda Unica correspondente aofeatp de 136pb (Fig.2). O
controle negativo, por sua vez, ndo formou nenhbaraa. As mesmas nove
amostras também foram submetidas a PAGE, paraeagdet do rotavirus e em

nenhuma delas foi evidenciada a formacéo de basmirciica para o virus.
DISCUSSAO

A maioria dos 6bitos encaminhados para necropsia lestopatologia
ocorreu entre o inverno e o verao (90,6%), em ueggdo onde o clima é
considerado do tipo CWA, segundo a classificacdoKdppen, com duas
estacdes bem definidas durante o ano. A chuvosajngmte, comeca em
outubro e se estende até marco, e a seca compresndeses de abril a
setembro (Antunes, 1986). Embora, neste trabalBo, tenha sido possivel
estabelecer uma relacéo entre a época de ocordirgigpisddios de diarreia e o
tipo de agente etiolégico envolvido (viral/bactagy sabe-se que, de modo
geral, as diarreias infecciosas tendem a ndo seguircarater sazonal, por
possuir uma ecologia complexa e multifatorial, mafsem influéncia de fatores
climaticos, como variacbes drasticas de temperawirale precipitacéo,

favorecendo a manifestacdo de surtos em uma péoulausceptivel,
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principalmente as que possuem envolvimento bantrie La Fuente et al.
1998, Chou et al. 2010, Smith 2012).

Conforme observado no Bovino 2, que veio a Obitdsapm surto de
coronavirose na propriedade de origem, surtos denawirose em bovinos
adultos podem ser esporadicamente observados eamdest mais quentes
(Fukutomi et al. 1999, Park et al. 2006, Decaroakt2008).Dos agentes
etiolégicos pesquisados, somente hd uma assoctagdpporal evidente nas
disenterias de inverno causadas pelo coronavirdsidomas épocas mais frias
do ano (Brandao et al. 2002, Decaro et al. 2008eBa Jr et al. 2009).

A desidratacéo e o contelido intestinal pastosquedlh foram achados
macroscoépicos observados em todos 0s animais rs&dog € corroboram os
sinais clinicos descritos na literatura (Whitloc®92, Khan & Khan 1997). A
intensidade pode variar com o tipo de lesdo caupaltaenteropatdgeno e 0s
distarbios sistémicos que irdo resultar, frequertdm em grandes perdas de
fluidos e eletrélitos, decorrentes de malabsorcabageia secretéria, choque
circulatério e conduzir a morte do animal (Argenk892).

S&d0 escassos 0s estudos que avaliam a etiopatatgerdarreia em
animais que vieram a 6bito em diferentes surtopogas, concomitantemente.
Em outros trabalhos que avaliaram a prevalénciaeneropatégenos em
amostras fecais de bezerros vivos foram encontdidd®o de infeccdes mistas
em bezerros diarreicos infectados p€lyptosporidiumspp. (De La Fuente et
al. 1999), 25,7% em bezerros naturalmente infestéBartels et al. 2010), 38%
em bezerros diarreicos naturalmente infectadosdp@ ou mais patdgenos e
6,7% em animais ndo diarreicos (Oliveira Filho kt2907). Na avaliacdo
histoldgica, infeccdes mistas foram atribuidas @%1dos animais avaliados,
com les@es sugestivas tanto de infeccao viral quzatteriana.

As alteracdes frequentemente associadas as infepgobeoronavirus e

rotavirus incluem necrose de criptas intestinaisn concomitante atrofia das
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vilosidades. Ja as que possuem envolvimento baeteincluem necrose das
vilosidades e lesbes decorrentes da septicemiagada pela disseminacdo das
bactérias no organismo. Infeccdo mista de BVDV-sakella, confirmada pela
imuno-histoquimica, foi observada apenas em umnioowgidulto. Na diarreia
viral bovina, o virus pode contribuir com o quadediarreia por meio de uma
imunossupresséao inespecifica do sistema imune;geendo a entrada de outros
patégenos (Blanchard 2012). Nao é muito clara aithpcia dessas associacdes
de patégenos no desenvolvimento da diarreia ermbsyimas acredita-se que
possa resultar em infeccdes mais graves e, até oneanmorte, quando
comparadas a presenca de apenas um agente (Dertz Etial. 1999).

O diagnéstico morfolégico de enterite/colite neizaite foi realizado
em 50% dos casos (16/32). Em dois bovinos (bovihesl3) com este padrao
morfolégico foi detectado material genético do BC&vitretanto, oito bovinos
(bovinos 14, 15, 16, 20, 21, 22, 23 e 24) do mesmdio do bovino 13
apresentaram o mesmo padrdo morfologico de lesS&miA como este padréo
foi frequentemente relacionado ao BCoV, a idert{f@m do mesmo pode ser
importante para um diagnéstico provisério da enfdace, em casos
espontaneos da infeccdo por este virus, pois lesbesptas do intestino grosso,
semelhantes as observadas nos bovinos supracitignssido relacionadas
também & infeccdo com outros patégenos bacterigpasticularmente
Escherichia colienteroaderente, EAEC e entero-hemorragicas, EHEZa)s
(parvovirus bovino, BVDV) ou mesmo toxicos (expési@ altas doses radiacéo
ionizante) (Brown, Baker &Barker 2007). Esta cagdlo, embora caracteristica,
ndo € patognoménica e necessita de confirmacammalicConsequentemente,
além da PCR empregada neste e em outros estudasdé®r et al. 2007a,
Natsuaki 2007), a imuno-histoquimica também podeusdéizada para esta

confirmacéo, em casos em que h4 ébitos (Pavarahi 2009).
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O envolvimento concomitante com outros patégenosmoc 0s
relacionados anteriormente, também deve ser coasiole Em relagdo a
infeccdo por EAEC e EHEC, ndo foram observadaséklast aderidas a
superficie dos enterdcitos nos casos apresentadws,vez que o diagnostico
histopatolégico desses tipos de infeccdo, que paderear lesdes em cripta do
intestino grosso, é baseado no reconhecimentoatelgmnimero de bactérias no
apice de enterocitos nas vilosidades do intestielgado e na superficie do
intestino grosso (Brown, Baker & Barker 2007).

Embora, em alguns casos, a avaliacdo das vilosdaaestinais
estivesse comprometida pela autélise, as criptasintestino grosso nao
apresentavam alteracog®stmortema ponto de comprometer esse tipo de
avaliacdo, nos casos com este padrdo morfolégictesin. O diagndstico
diferencial com a infeccdo pelo BVDV nestes aninfi@iisealizado por meio da
IHQ, enquanto a exposicao a radiacdo ionizantddscartada pelo histoérico e a
infeccdo pelo parvovirus bovino foi improvavel, urez que este é raramente
diagnosticado como causa de morte e seu papel pamdgeno entérico ainda
nao foi esclarecido (Brown, Baker & Barker 2007didlonalmente, as lesées
em criptas do intestino grosso, quando presengs, iportantes para o
diferencial com a infeccdo por rotavirus, que naasgociada a les@es nesta
estrutura nem a esse segmento intestinal (BrowkerBsaBarker 2007).

A restricdo das lesdes em criptas do intestinosgrasm alguns casos do
presente estudo,deveu-se ao ndo envio do intedligado para exame (Bovino
8) ou autdlise mais intensa no intestino delgade, igviabilizou a avaliacao
deste segmento. Somente lancando méo do histéduoe i possivel sugerir o
provavel agente etioldgico envolvido na morte desims5 e 31 e, por meio de
exames complementares, foi isolado o BCoV do bo9indos bovinos 11, 12,

17, 18 e 19, a etiologia provavel ndo foi determinaembora estivessem
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envolvidos no mesmo surto que outros animais (lmsvi8, 14, 15, 16, 20, 21,
22,23 e 24).

E conhecido que a autdlise no intestino delgaddesenvolve mais
precocemente que no intestino grosso, particulaemem animais com leséo
intestinal, podendo ser notada ja trés minutos apdwrte (Pearson & Logan,
1978a, Pearson & Logan 1978b). Tal fato gera urfieutiade na avaliacdo de
lesbes degenerativo-necréticas de casos esponté@ieedsarreia de bovinos,
particularmente nas vilosidades, tornando difidifarenciacdo de lesdes, como
atrofia e desnudamento de vilosidades, causadadiyensos enteropatdégenos
(Brown, Baker & Barker 2007). Por outro lado, estatricdo das lesdes de
criptas no intestino grosso pode representar @ @it avaliacdo do intestino em
uma fase mais tardia da infec¢éo por coronaviuendp a colonizacao viral do
célon se encontra ainda em fase ativa (Van Kruamnegt al. 1987).Tais fatos
demonstram a necessidade da coleta de materiah coaior brevidade possivel,
apds a morte do animal.

Outro padrdo morfolégico importante no presentaidestfoi o das
enterites fibrinonecréticas ou necrossupurativhsgwvado em 6,25% e 3,13%
dos casos, respectivamente. Estes casos forantacanados as infeccbes por
bactérias, juntamente com outros nove animais cossipeis complicacdes
bacterianas. Em trés bovinos (bovinos 1, 14 ea@fijenos d&almonellaspp.
foram detectados, associados a &reas de necrosé@nwilas de fibrina na
superficie da mucosa do intestino delgado. Estd®$esdo compativeis com as
alteracbes descritas na literatura para a salmeméttestinal (Mohler 1zzo &
House 2009). A salmonelose aguda se caracterizaumer enterite catarral
difusa, acompanhada de uma enterocolite fibrindrieer. Por vezes, também
esta presente uma colecistite fibrinosa, considepatiognoménica na infec¢éo
aguda em bezerros (Mohler 1zzo & House 2009, ZacRavicGavin 2009). O

animal 28 apresentava uma enterite fibrinonecrétigada moderada, com
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presencga de coldnias bacterianas associadas as,leséis ndo houve marcacéo
positiva paréSalmonellaspp. nestas &reas. Neste caso especifico, ougnteag
bacterianos devem ser considerados no diagnéstarential.

Nodulos paratifoides, caracterizados como necrose cdagulacédo
multifocal, aleatéria, com infiltrado inflamatériisto,no figado e/ou no baco,
foram observados em alguns bovinos deste estudin@ol, 14, 17, 25, 27 e
29). Entretanto, a avaliacdo IHQ n&o permitiu comdir o envolvimento da
Salmonella gp. nas lesdes hepaticas e esplénicas, mesmo sas em que
foram identificados antigenos deste agente nasdesfestinais. Esses nédulos
sdo frequentemente associados a salmonelose ant#giecda em bovinos
(Brown, Baker & Barker 2007) e o mecanismodessa$ele parece estar
relacionadoa circulacéo sistémica e/ou a liberagimxinas d&almonellaspp.
no organismo (Stoycheva 2006). Além disso, deveesesiderar que muitas
infecgBes bacterianas sistémicas também podem progsse mesmo padrdo
morfoldgico no figado (Kelly 1993).

O envolvimento d&. coli, concomitante nos casos mencionados acima
ou isolados nos casos negativos gaimonellaspp., ndo pode ser totalmente
desconsiderado, embora ndo fosse observada aderéecibactérias em
enterdcitos nas areas de lesdo ou adjacentes. ifol@®& apresentou peritonite
fibrinosa difusa e moderada, que também é considere indicio de infecgdo
bacteriana sistémica, frequentemente relacionadtdeacdo subaguda pdE.
coli septicémica (Brown, Baker & Barker 2007). Nestenah foi isoladaE.
coli na cultura bacteriana (dados ndo apresentados).

A pesquisa de antigenos Becoli através de IHQ nas lesdes com estes
padrées morfoldgicos poderiam contribuir nesta @GeeSlos bovinos 8 e 26 ndo
foram observadas alteragbes microscépicas sigtvésa e, portanto, ndo foi

possivel estabelecer o diagnéstico definitivo. Ovotrimento d&. coli
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enterotoxigénica foi considerado, devido ao quaedrdiarreia sem alteracfes na
histopatologia (Brown, Baker & Barker 2007).

A avaliacdo IHQ permitiu confirmar o envolvimento drus da diarreia
viral bovina em 6,25% (2/32) dos animais, por naaodeteccdo dos antigenos
virais em linfonodos (bovinos 1 e 3). As principéésdes observadas nestes
casos foram eros6es em mucosas do trato digesypasisr e deplecédo linfoide.
As lesdes mais tipicas de BVDV, incluindo Ulceregioe esofagicas, necrose
do rimen, do epitélio das criptas intestinais #déitos das placas de Peyer, sao
usualmente observadas em bovinos entre 4 e 14 miesdade (Brown, Baker
& Barker 2007, Blanchard 2012). Estas alteracGescs@npativeis com o que
foi descrito para os bovinos 1 e 3, porém, a idadsuperior aquela descrita
pela literatura.

Andrade et al. (2005) observaram, por meio de gesteuno-
histoquimicos em individuos infectados experimemeaite, que o BVDV tem
forte tropismo pelo tecido epitelial do trato geméstinal, pele, glandulas e por
células do sistema fagocitico-mononuclear circelaou em tecidos linfoides.
Esta distribuicdo dos antigenos também foi relapadd.iebler-Tenorio (2005).
Nos bovinos 1 e 3, houve marcacdo somente nasasémibnonucleares dos
linfonodos. A marcacdo negativa em orelha e na saudo trato gastrintestinal
pode estar associada a uma reduzida concentrac@mtidgnos nos tecidos
avaliados.

A criptosporidiose ndo demonstrou ser um problewideate como
etiologia das mortes por diarreia no presente estdté o primeiro més de
idade, o rotavirus e @ryptosporidiumspp. sdo considerados a maior causa de
diarreia em bovinos, muitas das vezes com elimmal@s dois agentes ao
mesmo tempo (De Rycke et al. 1986, De La Fuental.e1998, Blanchard
2012). No presente estudo, o rotavirus ndo foicteele em nenhum dos nove

animais testados na eletroforese, incluindo seteseas de bovinos com menos
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de 30 dias de vida. A explicacdo desse resultagative nas amostras dos
animais pode estar relacionada a viruléncia dotagépesar de causar atrofia
das vilosidades de maneira semelhante ao corosawrwotavirus causa uma
diarreia menos grave que na infeccdo por outrositege(Blanchard 2012).
Dessa forma, a letalidade da rotavirose é baixammante levando o animal ao
6bito. O mesmo raciocinio pode ser construido pa&ayptosporidiumspp., ja
gue cursa com infec¢cbes geralmente autolimitangssociadas a outros
patégenos, sendo pouco encontrado em casos fatdiardeia.

As principais espécies deimeria relacionadas a diarreia em bovinos,
principalmente entre 3 e 6 meses de idade, s& hovise E. zuernii
Entretanto, mais de 95% das infeccGes sdo suladingg quando é causa
substancial de diarreia, as lesdes sdo evidentesastino grosso (Brown Baker
& Barker 2007, Blanchard 2012). Um pequeno numeeoesdemplares de
Eimeria spp. foi detectado nas células das criptas do atdohovino 7, muito
embora a diferenciacédo entre as espécies ndo pusiessealizada. Neste caso,
em funcdo do baixo nudmero de coccideos, a diamdia foi atribuida
exclusivamente a presenca EHineria e uma associagdo viral foi considerada
pela presenca de outras lesfes concomitantes. Arvalgdio de um baixo
namero de nematédeos em 15,6% (5/32) dos bovindss go contribuido para o
agravamento do quadro, mas ndo pode ser atribuélesao fator determinante
da diarreia, uma vez que indicios do envolviment afentes virais e
bacterianos foram observados nos bovinos 1 (salla@éDV), 2 (BCoV), 3
(BVDV) e 14 (BCoV), e estes séo justificados pdésdes encontradas nesses
animais.

No presente estudo, a ferramenta molecularndste®RT-PCR foi
empregada para uma rapida deteccao do BCoV. Of@ogene RdRp, que é
altamente conservado no grupo Il dos coronaviesyltando na amplificacé@o

de um fragmento de 136 pb e na confirmacéo damgas#o virus nas amostras
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suspeitas, em concordancia com estudos prévioadBoaet al. 2005, Brandao
et al., 2007, Bezerra Jr et al. 2009). Destas aamdtés estavam relacionadas a
disenteria de inverno, tendo uma delas ocorrid@stiacdo quente, e um caso de
coronavirose neonatal. Os aspectos clinicos e guatols observados nos trés
animais com disenteria sdo tipicos da afeccédo,olsorando os achados
descritos no Brasil (Pavarini et al 2008) e em wigs partes do mundo
(Fukutomi et al. 1999, Decaro et al. 2008).

A PCR foi uma técnica importante para elucidaragdostico,quando a
avaliacdo histologica das lesbes ndo foi possivel fencdo da autdlise
acentuada nos bovinos 9 e 10. Ela também podepleada na detec¢do do
BCoV em amostras provenientes de animais vivos, odetcdo clinica ou
subclinica, auxiliando na compreensdo da dindmioda eepidemiologia da
doenca.

Os resultados deste trabalho ressaltam que aidiatese ser tratada
como uma sindrome de etiologia complexa e é umariame causa de Obito
em bovinos de diferentes idades, no sul de Minaai&eAnesteiRT-PCR pode
ser (til no diagnéstico do coronavirus bovino, daatn bezerros quanto em
adultos.A necropsia e a histopatologia em teci@os preservados, associadas a
imuno-histoquimica, podem ajudar a determinar epdpsses enteropatégenos
no desenvolvimento da diarreia, auxiliando nas tamade decisdo e na

prevencédo da doenca nos rebanhos.
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Fig.1. Bovino 10. Coronavirose. Alga espiral do cllonemstente apresentando grande

gquantidade de contetdo sanguinolento no Iimen.

Fig.2. Bovino 30. Mucosa do ileo com areas de ulceragatescentes recobertas por
material friavel amarelo-acinzentado.
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Fig.3.Bovino 28. Intestino delgado apresentando distegadosa, serosa avermelhada e
exsudato fibrinoso aderido a superficie.
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Fig.4. Bovino 22. Intestino grosso com moderado nl]merr'rptas dilatadas, revestidas
por células cuboidais ou pavimentosas e preenclpidaslebris necréticos. Barra = 50
pm.
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Fig.5. Bovino 1. Marcag&o positiva 'd'SaImoneIIaspp. na superficie da mucosa do
estreptavidina-biotina, cromégenotuécNovaREL. Barra = 5um.
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Fig.6. Bovino 27. Figado com &areas multifocais de necoose infiltrado inflamat6rio
misto com células mononucleares e polimorfonuckeat@séncia de marcag¢édo imuno-

histoquimica para&almonellaspp. Método estreptavidina-biotina, cromégeno Mécto
NovaRELF. Barra = 5Qum.
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Fig.7.Bovino 1. Marcacdo positiva do virus da diarreigalvibovina em células
mononucleares no linfonodo mesentérico. Métodoep&tvidina-biotina, cromégeno
Vector® NovaRED. Barra = 5Qum.
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Fig.8. Bovin Cdlon apresent acentuada deplegémde folicular associada a
infiltrado histiocitario nos aglomerados linfoidéa submucosa. Barra = hfh.
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Fig,9. Eletroforese do gel de agaroserdstedRT-PCR para deteccdo do coronavirus
bovino (BCoV). O fragmento amplificado corresporald36pb. L = DNA ladder de
100pb; 1-9 = amostras de conteldo intestinal dembs 2, 3, 8, 9, 10, 13, 14, 22 e 27,
P = controle positivo; N = controle negativo (aglteapura tratada DEPC).



Tabela 1. Suméario do diagnéstico histopatolégicoyfvel etiologia e grau de autdlise
observada no intestino delgado e colon de 32 dasais de diarreia bovina na regido

sul de Minas Gerais, Brasil.
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Dados epidemioldgicos

Histopatologia

Animal
Sexo dade Raca Diagnostico morfolégico Etlolqg|a Autélise
(meses) provavel
Viral

1 F 30 NEL Enterite necrotizante agéi@let) (BVDV)/Bacterianais +

2 F 36 GIR Colite necrotizante subaguda (++) \(iBdoV)t ++
Deplecao linfoide moderada em )

3 F 42 MES tecidos linfoide’ Viral (BVDV) § ++
Deplecao linfoide acentuada em )

4 M 23 NEL tecidos linfoides Viral (BVDV) +

5 F 48 HPB Colite necrotizante aguda (++) ViraC(R/)° +++

6 = 13 dias HPB Enterocolite necrotizante Viral (BCoV) +

subaguda (+)

7 M 6 NEL Colite necrotizante subaguda (+) ViBCEV) +

8 F 2 HPB Sem alteragdes significativas Nao detea ++

9 F 48 HPB Inconclusivo N&o determinadat +++

10 M 24 TAB Inconclusivo N&o determinadat +++

11 M 1 HPB Inconclusivo N&o determinada +++

12 M 1 HPB Inconclusivo N&o determinada +++
Enterocolite necrotizante aguda Viral

13 M 1 HPB (+) (BCoV)/Bacterianat *
Enterocolite necrotizante aguda Viral

14 M L HPB (++) (BCoV)/Bacterianat o

15 M 1 HPB Colite necrotizante subaguda (++) MBCoV) +

16 M 1 HPB Colite necrotizante subaguda (++) MBCoV) +

17 M 1 HPB Inconclusivb N&o determinada +++

18 M 1 HPB Inconclusivo N&o determinada +++

19 M 1 HPB Inconclusivo N&o determinada +++

20 M 1 HPB Colite necrotizante aguda (+) Viral @G +

21 M 1 HPB Colite necrotizante aguda (++) ViraO@®/) +

22 M 1 HPB Enterite necrotizante aguda (++) V{BCoV)/Bacteriana +

23 M 1 HPB Enterite necrotizante aguda (+) VIiBCoV)/Bacteriana +

24 M 1 HPB Enterocolite (n+e+c)rot|zante aguda viral (BCoV) +

25 F 1 HPB Colite necrotizante ag@dg+) Viral (BCoV)/Bacteriana ++

26 F 5 dias HPB Sem alteracGes significativas Baota +

27 F 20 dias HPB Enterocolite necrossupurativa Bacteriana +

agudd (++)

28 F 3 HPB Enterite flbrl?ﬂ?)ecrotlca aguda Bacteriana +

29 = 5 HPB Enterite flbrkrlarle;crotlca agutla Bacterianat +

30 F 48 HPB Enterocolite (nic)rotlzante aguda viral (BCoV) +

31 M 6 NEL Inconclusivo Viral (BcoV) +++
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32 F 48 HPB Enterite necro-hemorragica aguda Baog

F = fémea; M = macho; HPB = Holandés preto e braN&i = Nelore; TAB = Tabapud; GIR = Girolando;
MES = mesti¢o; BVDV = virus da diarreia viral boainBBCoV = coronavirus bovino; + leve; ++ moderado;

+++ acentuado.F IHQ positiva paBalmonellaspp.;d IHQ positiva para BVDV; t PCR positiva para BCoV.

2 Focos de necrose aleatorios no figado e/ou 'badizionalmente necrose e ulceragéio em mucosa ésafég
labial® Com base nos sinais clinicos e/ou nos achados sw#picos! Intestino delgado ndo enviado para
exame.



