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RESUMO

As afeccdes intestinais que cursam com diarreia em bezerros sdao complexas e multifatoriais.
Nos ultimos anos o protozoario Cryptosporidium sp. tem recebido destaque como causa de
doenca em bezerros nas primeiras semanas ap0s 0 hascimento. Esse coccidio pode agir como
agente primario ou associado a enteropatégenos como Rotavirus, Coronavirus, Escherichia
coli e Salmonella spp. Das 38 espécies de Cryptosporidium relatadas quatro infectam
bovinos; C. parvum, C. bovis, C. andersoni e C. ryanae, com variagdes em faixa etaria dos
animais afetados e localizagdo no sistema digestorio. Bezerros recém-nascidos demonstram
alta suscetibilidade a C. parvum, apontada como importante causa de diarreia e elevadas taxas
de eliminacdo em torno dos 15 dias de idade, além de ter potencial zoonético. C. parvum se
liga a enterdcitos de jejuno e ileo, levando a atrofia de vilosidades, bem como se liga a criptas
colénicas. O objetivo do trabalho foi identificar ocorréncia de infeccdo por Cryptosporidium
sp. em bezerros de até 12 meses de idade encaminhados para necropsia no Setor de Patologia
Veterinaria do Departamento de Medicina Veterinaria da Faculdade de Zootecnia e Medicina
Veterinaria da Universidade Federal de Lavras (SPV-DMV-FZMV-UFLA), por meio da
citologia e da histopatologia, identificar lesGes associadas e se a criptosporidiose foi a causa
da morte dos bezerros. Foram examinados bezerros de até 12 meses, com histdrico de diarreia
ou ndo, encaminhados ao SPV-DMV-FZMV-UFLA, provenientes de propriedades das
regides Campo das Vertentes e Sul e Sudoeste de Minas Gerais, no periodo de abril de 2021 a
maio de 2023. Amostras de conteudo intestinal foram colhidas na necrépsia, centrifugadas e o
sedimento distendido sobre laminas de microscopia, que foram secadas, fixadas com metanol,
coradas na técnica de Ziehl Neelsen modificada (ZNM) e entdo avaliadas em microscépio de
luz, com classificacdo da intensidade de infeccdo. Fragmentos de intestino delgado e grosso e
demais 6rgéos e tecidos foram colhidos, fixados em formol a 10% tamponado, processados
para histopatologia e corados com hematoxilina e eosina (HE) para analise microscépica. A
técnica histoquimica de Acido Periddico de Schiff (PAS) foi usada para evidenciacdo de
Cryptosporidium sp. nos cortes histologicos de intestino. No periodo do estudo foram
necropsiados 85 bezerros de até 12 meses, com predominio de fémeas, raca Holandés, criacao
intensiva com manutencao de bezerros lactentes em baias individuais e/ou coletivas. Em nove
bezerros foram observadas estruturas de Cryptosporidium sp. na microscopia. Os bezerros
positivos tinham seis a 21 dias de idade. A coloracdo de ZNM evidenciou as estruturas do
protozoario no contetdo intestinal, sendo uma técnica interessante para o diagndstico da
infeccdo. Na avaliagdo histologica em HE foram observadas estruturas do protozoario na
superficie das vilosidades intestinais, arredondadas e fracamente basofilicas e o PAS foi uma
ferramenta Gtil para evidenciacdo dessas estruturas, que se coraram em azul a arroxeado. Os
resultados evidenciaram que, apesar de Cryptosporidium sp. ser um patdgeno frequentemente
mencionado como causa de diarreia em bezerros, principalmente lactentes e em rebanhos
leiteiros, a infeccdo ndo foi a causa mais importante de doenca e morte, mesmo em bezerros
de até 30 dias, considerados 0s mais suscetiveis.

Palavras-chave: Diarreia. Lactente. Protozoario. Ziehl Neelsen. Acido Periddico de Schiff.
Halofuginona.



ABSTRACT

Intestinal disorders that course with diarrhea in calves are complex and multifactorial. In
recent years the protozoan Cryptosporidium sp. has emerged as an important cause of disease
in calves in the first weeks after birth. This coccidian can act as a primary agent or in
conjunction with enteropathogens such as Rotavirus, Coronavirus, Escherichia coli, and
Salmonella spp. Of 38 reported species of Cryptosporidium, four cause infection in cattle; C.
parvum, C. bovis, C. andersoni and C. ryanae, with variations in age of the affected animals
and location in digestive tract. Newborn calves are more susceptible to C. parvum, identified
as an important cause of diarrhea and high elimination rates around 15 days of age, in addition
to its zoonotic potential. C. parvum binds to jejunal and ileal enterocytes, leading to villous
atrophy, and binds to crypts in the colon. The aim of this study was to identify infection by
Cryptosporidium sp. in calves up to one year of age sent for necropsy at the Veterinary
Pathology Sector of the Department of Veterinary Medicine of the Faculty of Zootechnics and
Veterinary Medicine of the Federal University of Lavras (SPV-DMV-FZMV-UFLA), through
cytology and histopathology, identify related lesions, and whether cryptosporidiosis was the
cause of death. Calves up to 12 months of age with a history of diarrhea or not, sent to the
SPV-DMV-FZMV-UFLA, from properties of the Campo das Vertentes, South and Southwest
regions of Minas Gerais, from April 2021 to May 2023 were examined. Samples of intestinal
content were collected at necropsy, centrifuged and the sediment distended on microscopy
slides, which were dried, fixed with methanol, stained with the modified Ziehl Neelsen
technique (ZNM), and then, evaluated under a light microscope, with classification of the
intensity of infection. Intestine fragments and other organs and tissues were collected, fixed in
10% buffered formalin, processed for histopathology and stained with hematoxylin and eosin
(HE) for microscopic analysis. The Periodic Acid-Schiff (PAS) histochemical technique was
used to demonstrate Cryptosporidium sp. in histological gut sections. During the study, 85
calves of up to 12 months of age were necropsied, with a predominance of females, Holstein
breed and intensive rearing, with suckling calves kept in individual and collective pens.
Structures of Cryptosporidium sp. were found in nine calves at microscopic evaluation. All
positive calves were six to 21 days old. The ZNM staining clearly showed the protozoan in
the intestinal contents, being an interesting technique for the diagnosis of the infection. In the
histological evaluation in HE, structures of the protozoan were observed on the surface of the
intestinal villi, rounded and weakly basophilic, and the PAS staining was a useful tool for
highlighting these structures, which were stained in blue to purplish. The results showed that,
although Cryptosporidium sp. is a pathogen often mentioned as a cause of diarrhea in calves,
especially suckling calves of dairy herds, the infection was not the most important cause of
illness or death, even in calves up to 30 days old, considered the most susceptible.

Keywords: Diarrhea. Suckling. Protozoan. Ziehl Neelsen. Periodic Acid Schiff.
Halofuginone.
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1  INTRODUCAO

As causas de diarreia em bezerros sdo complexas e multifatoriais, destacando-se na
literatura dos ultimos anos o protozoario Cryptosporidium sp. (ASSIS-BRASIL et al., 2013).
Sdo descritas quatro espécies deste coccidio em bovinos; C. parvum, C. bovis, C. andersoni e
C. ryanae. Destes, C. parvum mostrou, em diferentes estudos, suscetibilidade marcada de
infeccdo em bezerros lactentes (OUAKLI et al., 2018). Sdo relatadas taxas elevadas de
eliminacdo do parasito em bezerros aos 15 dias de idade, além de infeccBes concomitantes
com bactérias, como Escherichia coli e Salmonella sp., ou virus, como Rotavirus e
Coronavirus, que exacerbam a gravidade da diarreia (FEITOSA et al., 2008; BLANCHARD,
2012; CARVALHO et al., 2014; MARTIN et al., 2020).

As causas de diarreia em bezerros de até 21 dias de idade podem resultar taxas de
morbidade de 90 a 100%. Ja a taxa de mortalidade descrita para esta fase é de
aproximadamente 50 a 75%, com pico de Obitos em torno dos 19 dias, no entanto,
Cryptosporidium sp. é considerado importante causa de morbidade e mortalidade em bezerros
de até um més de idade, impactando o sistema de criacdo (CARVALHO et al., 2014;
WINDEYER et al., 2014; OUAKLI et al., 2018).

Estudos demonstraram que C. parvum se liga as células epiteliais das vilosidades
intestinais levando-as a atrofia, bem como se liga as criptas do colon, com infiltrado
inflamatorio de neutréfilos. Podem também ocorrer hiperemia e congestdo, além de
ulceracdes multifocais a disseminadas na mucosa intestinal (MOHTESHAMUDDIN et al.,
2020). Os estagios do ciclo biologico do parasito ocorrem nos enterdcitos principalmente do
jejuno e do ileo (SANFORD; JOSEPHSON, 1982). No entanto, a histopatologia de amostras
intestinais colhidas na necrdpsia deve incluir secBes de duodeno, jejuno e ileo, além de
amostras de colon descendente (BLANCHARD, 2012).

Apesar da frequéncia da infec¢cdo por Cryptosporidium sp. ser considerada elevada em
bezerros, informacdes sobre a epidemiologia e a identificacdo das causas da diarreia em
bezerros se faz necessaria em Minas Gerais. O nimero de casos de casos sem diagnostico
definido, com queixa de manifestacdo de diarreia nas propriedades leiteiras e de casos de
bezerros com diarreia encaminhados para atendimento clinico e necrdpsia nas dependéncias
do Departamento de Medicina Veterinaria da UFLA ¢ alto e demonstra a necessidade de
pesquisas nesta area.

Os resultados da pesquisa de agentes causadores de diarreia associada ao estudo das
lesbes e as informacdes clinicas e epidemiologicas devem contribuir para o conhecimento das

causas de diarreia em bezerros, bem como para a sua prevencdo e o controle. Além disso,
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deve ser considerada a relevancia da infec¢do por Cryptosporidium sp. para a saide publica,
por ser uma zoonose.

O produtor € penalizado pelas perdas econémicas relacionadas a doenca e morte de
animais, gastos com uso de farmacos antiparasitarios e antimicrobianos, muitas vezes
indiscriminado, por ndo haver diagndstico da causa da diarreia e uso de tratamentos sem
eficiéncia comprovada.

A complexidade da etiologia da diarreia em bezerros lactentes tem sido a base para
discussbes sobre o beneficio do uso de antimicrobianos e antiparasitarios e outros farmacos
empregados como antidiarreicos (MARTIN et al., 2020). Dessa forma, 0 conhecimento sobre
a patogenia das diarreias, bem como a identificacdo dos enteropatdgenos envolvidos, é de
extrema importancia para que os médicos veterinarios adotem condutas adequadas de

tratamento, prevencéo e controle.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Cryptosporidium sp.

Taxonomicamente, Cryptosporidium sp. pertence ao Reino Protista, Sub-reino
Protozoa, Filo Apicomplexa (que possui um complexo apical), Classe Sporozoa (que se
reproduz por ciclos assexuados e sexuados, com formacdo de oocistos), Subclasse Coccidia
(com ciclo de vida envolvendo merogonia, gametogonia e esporogonia), Ordem Eucoccidiida
(na qual ocorre esquizogonia ou merogonia), Subordem Eimeriina (na qual se desenvolvem
micro e macrogamia independentes), Familia Cryptosporidiidae e Género Cryptosporidium
(TZIPORI; WARD, 2002).

O género Cryptosporidium €é encontrado mundialmente e tem grande importancia na
salde publica, principalmente em paises da América do Sul, onde altas taxas de infeccdo sao
geralmente relatadas em criancas e pessoas imunocomprometidas, incluindo pacientes HIV+.
Oocistos de Cryptosporidium sdo notavelmente resistentes a desinfetantes e podem ser
detectados em &gua potavel e alimentos. Se esses oocistos ndo sdo inativados é facilitada a
transmisséo fecal-oral entre animais e humanos (BLANCHARD, 2012; LEITCH; HE, 2012).

As espécies C. parvum e C. hominis (espécie antroponoética) sdo as mais envolvidas
em infeccBes humanas, porém outras, como C. bovis, C. andersoni, C. meleagridis, C. canis,
C. suis, C. muris, C. felis e C. viatorum também foram relatadas em transmissdo de animais
para humanos (FREDES; RAFFO; MUNOZ, 2007; AVENDARO et al., 2018).

O ciclo bioldgico de Cryptosporidium é caracteristico de um protozoério coccidio. Seu
ciclo € monoxeno, isto €, ocorre em um unico hospedeiro, com duracdo de 2 a 8 dias e possuli
varios estagios de desenvolvimento (FIGURA 1). Ha estagios de reproducdo assexuada
(cissiparidade multipla), com esquizogonia ou merogonia e duas geracdes de esquizontes,
seguidos de multiplicacdo sexuada (gametogonia), com formacdo de macro e
microgametdcitos (FAYER et al., 1986; TZIPORI; WARD, 2002).

O ciclo se inicia com a liberacdo de oocistos para 0 ambiente por um hospedeiro
definitivo. Os oocistos constituem a forma infectante e contém quatro esporozoitos, que estdo
protegidos e nutridos (SILVA JUNIOR et al., 2011; LEITCH; HE, 2012). A infeccdo ocorre
pela ingestdo desses oocistos por um hospedeiro definitivo. Apds a ingestdo os oocistos
percorrem o trato gastrointestinal até que ocorra a excistacdo, processo resultante da acéo de
proteases do parasito e de sais biliares e/ou proteases do intestino delgado do hospedeiro
definitivo (SMITH; NICHOLS; GRIMASON, 2005), permitindo a libera¢do dos esporozoitos
através de uma sutura linear que abrange um terco da metade da parede do oocisto,

caracteristica unica do agente (PETRY, 2004). Fayer (2008) descreve detalhes das
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caracteristicas dos oocistos; paredes continuas, exceto no local onde hd uma sutura Unica,
local de liberagdo dos quatro esporozoitos infetantes. A parede exterior provavelmente é rica
em material glicoproteico e a camada central de composicéo lipidica e glicoproteica. Existe
um certo grau de rigidez e é caracteristica do género Cryptosporidium a afinidade ao corante

alcool acido-resistente, devida as caracteristicas de suas paredes.
Figura 1 — Ciclo bioldgico de Cryptosporidium sp.
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Fonte: Adaptado de https://www.cdc.gov/dpdx/cryptosporidiosis/index.html. Acesso em 16
de agosto de 2023.

Os esporozoitos sdo liberados especialmente em jejuno e ileo, com adesdo e invasao
da porcdo apical dos enterdcitos. Depois ocorre a formacdo de um vacuolo parasitoforo ao
redor do parasito e o desenvolvimento intracelular do trofozoito, o estagio subsequente. O
trofozoito é classificado como estagio tipico de localizagdo intracelular peculiar, que ocorre
dentro da membrana plasmatica, porém extracitoplasmatico (FAYER et al., 1997; TZIPORI;
WARD, 2002).

Os trofozoitos produzem dois tipos de merontes, por proliferacdo/reproducao
assexuada. Esta compreende a diferenciacdo para formas de meronte tipo | e posterior
producdo de merozoito, que se diferencia em meronte tipo Il, fazendo a liberagdo de novos
merozoitos, até chegar ao estagio de gamonte indiferenciado (THOMPSON, 2003; LEICHT;
HE, 2012; UZAL et al., 2016).


https://www.cdc.gov/dpdx/cryptosporidiosis/index.html
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A reproducdo passa a ser sexuada quando o0s gamontes se diferenciam em
macrogamontes e microgamontes e (gametas feminino e masculino, respectivamente). Da
reproducdo sexuada resulta a formacdo dos zigotos, produtos da fertilizagdo dos
macrogametas pelos microgametas. Os zigotos amadurecem em oocistos, totalmente
esporulados (esporulacdo enddgena) e infectantes (THOMPSON, 2003; RYAN; HIJJAWI,
2015). Cerca de 20% dos oocistos produzidos sdo de parede fina, com poder de causar
autoinfeccdo, perpetuando o ciclo no mesmo hospedeiro. Os demais oocistos produzidos
(cerca de 80%) tém parede espessa e sdo liberados no ambiente com as fezes, diarreicas ou
ndo (LEITCH; HE, 2012). Em ambiente umido e livre de acéo solar direta os oocistos podem
permanecer viaveis por varios meses. Eles sdo muito resistentes; somente temperaturas abaixo
de 0°C e acima de 65°C podem inativa-los e sdo relatadas formas de sobrevivéncia até mesmo
nestas condicdes extremas (FOREYT, 1990; ROBERTSON et al., 1992).

Os oocistos de parede espessa podem ter duas ou trés camadas na parede, distintas entre
si, que mantém rigidez e plasticidade (FIGURA 1). A formac&o inicia pela camada interna,
relativamente espessa e composta por glicoproteina filamentosa. A segunda camada,
mediana ou central, tem rigidez evidente e € composta por um lipidio complexo, associado a
uma estrutura de membrana de dupla unidade. Por fim, a camada externa é rica em
glicoproteina 4&cida. A coloracdo em vermelho &cido-resistente dos oocistos de
Cryptosporidium sp. intactos é resultado da estrutura multicamada de sua parede. Essa
caracteristica € visualizada por meio de colora¢des especiais, as quais destacam a presenca de
lipidios, o que também é observado em paredes lipidicas de micobactérias (UZAL et al.,
2016).

2.2 Criptosporidiose em bezerros

Sdo relatadas quatro espécies de Cryptosporidium sp. em bovinos; C. parvum, C.
bovis, C. ryanae e C. andersoni, com infeccdo em diferentes faixas etérias e localizacdes no
trato gastrintestinal (LICHTMANNSPERGER et al., 2020). De maneira geral, C. parvum e C.
bovis sdo responsaveis por mais de 90% das infecgdes bovinas. Apesar de C. parvum ter o
maior potencial zoondtico, C. bovis e C. andersoni foram ocasionalmente relatadas em
humanos, embora ndo contribuam significativamente para a zoonose (AVENDANO et al.,
2018; LICHTMANNSPERGER et al., 2020).

A espécie C. parvum destaca-se como a Unica identificada em bezerros recém-nascidos
na Argentina, no Brasil e em varios outros paises. E considerada o principal agente

enteropatdégeno responsavel por diarreias aquosas profusas e ndo-hemorrégicas,
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compreendendo cerca de 85% das infecgdes intestinais. No entanto, sua prevaléncia diminui
significativamente com a idade, representando apenas 1% das infeccGes em bezerros apos o
desmame (SANTIN et al., 2004). A espécie é amplamente endémica, com prevaléncia de até
100% dentro do rebanho, encontrada no intestino delgado de bezerros com menos de 21 dias
de idade. Bezerros diarreicos e também bezerros sem sinais clinicos sdo considerados 0s
principais reservatorios zoondticos (AVENDANO et al.,, 2018; CARDOSO et al., 2008;
LICHTMANNSPERGER et al., 2020).

As espécies C. bovis e C. ryanae sdo encontradas predominantemente nas fezes de
bezerros apds o desmame, na faixa etaria de dois a 11 meses. A espécie C. andersoni também
foi encontrada nas fezes de bezerros ap6s o desmame, apesar de sua ocorréncia ser mais
registrada em bovinos adultos, porém com prevaléncia que varia de 0 a 2,1%, sendo
localizada no lumen de glandulas abomasais, sem prejuizos evidentes na vida produtiva e na
salde dos animais infectados (CARDOSO et al., 2008).

Além da variacdo quanto a infeccdo em faixas etarias distintas, as espécies sao
identificadas por variacdo em morfologia/tamanho dos oocistos. A espécie C. ryanae possui
0S menores oocistos relatados, com media de 3,73 x 3,16 um. Por outro lado, C. bovis possui
dimensdes semelhantes a C. parvum, com média de 4,89 x 4,63 pum, dimensdes estas menores
que dos oocistos de C. andersoni, que tém 7,4 x 5,6 um (FAYER et al., 2005; SILVERLAS
etal., 2013).

Em certas areas da Suécia, da China e do Suddo, as espécies C. ryanae e C. bovis
foram isoladas de bezerros clinicamente saudaveis e também de bezerros lactentes com
diarreia (SILVERLAS et al., 2013). Com exce¢do de C. parvum, as demais espécies s&o
descritas como causa de manifestacdo clinica leve, com perda de peso e queda em producao
leiteira quando ocorrem em animais adultos, porém ndo sdo suficientes para manifestacdo
clinica grave (CARDOSO et al., 2008; FAYER et al., 2008).

2.3 Epidemiologia e fatores predisponentes

A disseminacdo dos oocistos de Cryptosporidium sp. no ambiente, que os torna fonte
de infeccdo, é influenciada por diversos fatores. A resisténcia desses oocistos permite sua
sobrevida prolongada no ambiente, o que, por sua vez, amplia a possibilidade de transmissédo
fecal-oral para bezerros suscetiveis. Bezerros infectados excretam quantidades variaveis de
oocistos no ambiente, o0 que depende da frequéncia e da duracdo da diarreia. Nesse contexto, 0
sistema de criacdo desempenha papel significativo na epidemiologia da doenga. Além disso, a

idade do bezerro, que esta diretamente relacionada ao sistema imunoldgico, é um fator



16

determinante para o desenvolvimento da criptosporidiose (FEITOSA et al., 2008; GARRO et
al., 2016).

Portanto, o entendimento da epidemiologia desempenha papel crucial na investigacéo
de casos de 6bito de bezerros com manifestacdo clinica de diarreia (BLANCHARD, 2012).
Quando sdo criados em bezerreiros coletivos, a veiculagdo do protozoério é facilitada pela
aglomeracdo de animais. Silva Junior et al. (2011) apontam que bezerros mantidos em abrigos
coletivos tém risco aproximadamente cinco vezes maior de infeccdo por Cryptosporidium
spp. em comparagdo com animais criados em baias individuais.

No Brasil, Botteon et al. (2008) afirmaram que propriedades que utilizam bezerreiros
coletivos necessitam de maior frequéncia de higienizacdo, pelo maior acimulo de matéria
organica. Porém, sabe-se que os oocistos liberados nas fezes sdo altamente resistentes as
condi¢cdes ambientais, podendo suportar condi¢bes extremas, até mesmo o tratamento de
agua para consumo humano ou animal com cloro e 0z6nio. Além disso, esses oocistos podem
se manter por longos periodos, como meses, em estdgio infectante. Portanto, apenas a
higienizacdo mais frequente pode ndo garantir maior eficiéncia do sistema de criacdo ao
reduzir o aporte de agentes infecciosos. Vale lembrar que o manejo de criacdo envolve
também efeitos estressantes e/ou competi¢do entre animais nas instalacdes coletivas.

Em relacdo a alimentacdo, bezerros lactentes podem receber colostro ou leite de
maneira natural ou artificial, seja por meio de mamadeiras, baldes ou sondagem gastrica
(quando necesséria). No entanto, estudos indicam que a ocorréncia de diarreia € maior em
bezerros aleitados de forma artificial do que naqueles aleitados de forma natural. Essa
divergéncia de informacdo pode estar associada as condi¢Ges de higiene/assepsia dos
equipamentos usados para ministrar colostro e leite. A auséncia de controle da carga
microbiana patogénica aumenta a suscetibilidade a infeccdo e, consequentemente, a diarreia
(BOTTEON et al., 2008).

Nesse contexto, a ingestdo ad libitum de substitutos de leite também se mostrou um
potencial fator de risco para a diarreia. Esse risco esta diretamente ligado ao aleitamento
coletivo de bezerros, uma vez que a pratica facilita a transmissdo de agentes patogénicos
devido a proximidade entre animais e a possivel contaminagéo de recipientes (CURTIS et al.,
2016). Em contrapartida a comparacdo com o aleitamento natural, Romero et al. (2001)
destacam que os tetos da vaca podem ser potencial fonte de infecc¢do, pois podem veicular
oocistos de Cryptosporidium spp., que sdo ingeridos pelo bezerro ao consumir colostro ou

leite.
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No que diz respeito a vaca como fonte de infeccdo, observa-se relagdo solida entre o
local e as estacOes de paricdo. Conforme apontado por Millemann (2009), propriedades que
concentram os partos em um periodo curto e local especifico, como piquetes de maternidade,
podem enfrentar surtos de infeccdo por agentes enteropatogénicos que se acumulam no
ambiente. Esse enfoque é corroborado por Chartier et al. (2013), que destacam maior
ocorréncia de diarreia em bezerros de fazendas que optam por baias de maternidade para os
partos. Nesse cendrio aumenta a exposicdo aos oocistos de Cryptosporidium sp.,
especialmente quando os partos sdo sazonais. A criptosporidiose clinica surge entdo no final
do periodo de parigdo, em conjunto com outros patdgenos intestinais.

Uma relacdo se estabelece entre os locais de parto e a transmissdao quando ndo ha
higienizacdo adequada do local entre os partos, com agravamento quando héa
compartilhamento da area por animais doentes. Consequentemente, a deteccdo da
criptosporidiose em bezerros com 3 a 4 dias de idade sugere contaminagdo ambiental no local
de nascimento. Isso esta em consonancia com o periodo de incubacdo do parasito, estimado
em 3 a 4 dias, até o surgimento dos sinais clinicos (CHARTIER et al., 2013; KLEIN-JOBSTL
etal., 2014).

Nesse contexto Mufioz et al. (2014) relatam deteccdo de oocistos do protozoario em
um bezerro de um dia de idade com diarreia seguida de morte. Esse achado condiz com o de
Diaz-Lee et al. (2010), que descrevem dois bezerros positivos para criptosporidiose no dia do
nascimento, ou seja, antes de transcorrido o periodo de incubacdo. A justificativa para esses
achados é descrito por Romero et al. (2001), ao considerarem os tetos da mde como principal
fonte de infec¢do, devido a veiculagdo dos oocistos de Cryptosporidium sp. Segundo Mufioz
et al. (2014), a eliminacdo de oocistos antes de completar o ciclo biolégico do protozoario se
deve ao papel do hospedeiro de transito, aquele que se infecta no primeiro dia, alberga o
parasito e o elimina diretamente nas fezes. Entretranto, os mesmos autores acreditam na
possibilidade de existirem outras vias de transmissao, porém devem ser mais estudadas.

De acordo com Curtis et al. (2016), a ocorréncia de diarreia em bezerros nas primeiras
semanas apds o nascimento é mais provavel quando sdo criados em baias coletivas. E
inegavel que bezerros recém-nascidos podem manter sua saude quando ndao compartilham o
ambiente com individuos mais velhos, os quaois podem excretar altas concentragdes de
agentes infecciosos prejudiciais. Bezerros expostos a concentracbes mais baixas de patdgenos
frequentemente tém sintais clinicos discretos ou podem até serem subclinicos. No entanto,
esses bezerros tém o potencial de excretar patdgenos em grandes quantidades, resultando em
contaminagdo ambiental significativa (LARSON; TYLER, 2005).
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Considerando as superlotacdes, em regides com clima frio a doenga tem maior
ocorréncia no inverno, quando os bezerros sdo confinados em espacos reduzidos,
favorecendo a disseminacdo de oocistos e, consequentemente, a sua ingestdo. Por outro
lado, Vargas Junior et al. (2014) descreveram um surto na primavera, mas se tratava de
época de paricdo em criacdo extensiva na regido Sul do Brasil. Na época de paricdo as
vacas eliminam maior quantidade de oocistos nas fezes e 0s autores observaram que 0s
bezerros que nasciam na mesma area se infectavam pela ingestdo de oocistos durante a
succdo nos tetos das maes ou, quando do aleitamento por mamadeiras ou baldes, sem a
sua devida desinfeccdo. Desde que animais adultos sdo considerados fontes de infecgcao
para 0 ambiente e para o resto do rebanho, atencdo deve ser dada para essa categoria, pois
se comportam como hospedeiros sem manifestar sinais clinicos da doenca (MUNOZ et
al., 2014; VARGAS JUNIOR et al., 2014).

Silva Junior et al. (2011) observaram que bezerras que permaneciam em piquete
maternidade além de 12h apds o nascimento tiveram maior risco de infeccdo por
Cryptosporidium spp. e também por Giardia duodenalis, comparados com bezerros
removidos do local antes de transcorridas 12h do nascimento. Vale lembrar que animais
adultos, que normalmente ndo manifestam a forma clinica da infecgdo por C. parvum e tém
predisposicdo para infeccdo por C. bovis e C. andersoni, sdo considerados fontes de
contaminacdo ambiental e de infeccdo para o resto do rebanho (VARGAS JUNIOR et al.,
2014).

Cursos d'dgua superficiais constituem potencial fonte de infec¢do para o gado. Além
disso, a qualidade da vegetacdo e do solo devem ser consideradas, principalmente quando
compartilhados com fazendas proximas e com criacdo extensiva de bovinos. Portanto, é
recomendada a analise desses quesitos, a fim de alertar quanto a medidas preventivas
necessarias para evitar a disseminacdo do agente entre animais, além da transmissao para
pessoas préximas e diminuir, consequentemente, prejuizos sanitarios e econdmicos
(MUNOZ et al., 2014).

Devido a sua resisténcia no ambiente, Cryptosporidium sp. pode permanecer no solo
por varios meses, principalmente no verdo, sendo também altamente resistente a
desinfetantes, o que dificulta a descontaminacdo ambiental e perpetua a infeccdo em
humanos e animais (VARGAS JUNIOR et al., 2014). Botteon et al. (2008) demonstraram
que a diarreia foi mais frequente em bezerros em instalagdes limpas ocasionalmente do que

naquelas com limpeza mais frequente. Desse modo mostraram a importancia de bons
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procedimentos de higiene nas instalacdes para bezerros.

Apesar da indUstria pecuéria demonstrar grandes melhorias tecnoldgicas, as causas
de diarreia de bezerros ainda sdo preocupantes para produtores e Médicos Veterinarios.
No entanto, é possivel reduzir a frequéncia da diarreia em bezerros com base em
medidas preventivas, agindo em biosseguranca, imunidade, boa nutricdo e bem-estar
animal (COURA et al., 2014).

2.4 Demais enteropatdgenos envolvidos

A infeccdo de bezerros por Cryptosporidium spp. pode resultar em doenga aguda
grave sem associacdo com outros patdégenos. Sabe-se que C. parvum frequentemente age
como agente primario, mas outrora se comporta como oportunista, em conjunto com outros
enteropatdgenos, ndo pela interacdo do parasito com a populacdo bacteriana, mas sim pelo
dano a integridade do epitélio intestinal (RADOSTITS et al., 2007; VARGAS JUNIOR et al.,
2014).

Em bezerros neonatos e lactentes infectados por C. parvum foram observados danos
as microvilosidades na superficie dos enterdcitos devidos ao seu crescimento, levando a
suscetibilidade a infec¢Bes concomitantes por Fusobacterium sp. (ICHIKAWA-SEKI et al.,
2019). InfeccBes por bactérias como Salmonella spp., Campylobacter spp. e patotipos de E.
coli também podem ser frequentes.

A salmonelose ocorre em bezerros de duas a seis semanas de idade, principalmente,
sendo mais comuns o0s sorotipos Dublin e Typhimurium, embora outros sorotipos também
possam infectar bezerros, os quais podem manifestar diferentes sinais clinicos. Salmonella
spp. apresentam etiopatogenia complexa, envolvendo inflamagcdo e necrose em mucosa
intestinal (COURA et al., 2014).

Escherichia coli enterotoxigénica comumente infecta bezerros recém-nascidos de até
trés dias de idade. Bezerros de ragas leiteiras, bem como de ragas de corte, sdo suscetiveis,
com frequente associacdo entre Cryptosporidium spp. e E. coli (OLIVEIRA FILHO et al.,
2007; RADOSTITS et al., 2007).

Avendafio et al. (2018) consideram o0s enteropatdégenos Rotavirus e Cryptosporidium
como os dois mais prevalentes, podendo haver infeccdo concomitante, mas o protozoario foi
associado a probabilidade significativamente maior como causa de diarreia em bezerros. A
doenca por Rotavirus Bovino do Grupo A muitas vezes estd associada a criptosporidiose
neonatal, sendo importante para o agravamento do quadro clinico e do prognostico, além de
ter também carater zoonético (GRAAF et al., 1999; KIM et al., 2011). A Rotavirose predispde
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para pneumonia bacteriana secundéria, resultando no complexo respiratorio bovino. Além do
Rotavirus, outro patégeno viral, o Coronavirus Bovino também pode estar associado a
altas taxas de mortalidade, sendo necessario o isolamento viral para o diagnostico
(VARGAS JUNIOR et al., 2014).

Outra possibilidade de infec¢do em bezerros é Giardia sp., que pode ocorrer de forma
isolada ou associada a outros enteropatdégenos, como Cryptosporidium. Giardia sp. também é
relatada como causa de mortalidade em bezerros neonatos na auséncia de outros agentes
infecciosos (GUIMARAES et al., 2001). Além disso possui potencial zoondtico, com
disturbios entéricos em humanos (MATSUURA et al.,, 2017). Guimardes et al. (2009)
observaram eliminacdo frequente de oocistos de Cryptosporidium sp. em bezerros com
diarreia continua. Foi sugerida possivel associacdo com Rotavirus, no entanto, esses autores
perceberam que, ao passo que a diarreia passava a ser intermitente parava a eliminacdo dos
oocistos. Para bezerros que permaneciam com diarreia por longos periodos foi sugerida a
coinfecgdo com Giardia sp.

E plausivel considerar as coinfeccdes e que elas levam a grandes perdas econdmicas.
Diante de um quadro clinico ou subclinico elas devem ser diagnosticadas, pois podem
constituir um dos fatores que determinam a epidemiologia local. O risco de infec¢do deve ser
avaliado adequadamente, para que medidas profilaticas sejam implementadas (RODRIGUES
et at., 2016).

2.5 Patogenia e sinais clinicos

A patogenia da criptosporidiose bovina, em se tratando de C. parvum, a mais
patogénica, envolve estimulos as células epiteliais intestinais para secrec¢do de prostaglandinas
(PGE-2 e PGI-2). Estas vao estimular o sistema nervoso periférico entérico a secretar
acetilcolina (Ach) e polipeptideo intestinal vasoativo (VIP). Ocorre aumento na concentracdo
de Ca++ intracelular e monofosfato ciclico de adenosina (AMP ciclico), além da ativacdo da
secrecdo de anions (Cl- e HCO-) e inibicdo da absorcdo de sodio e cloro (GOOKIN et al.,
2002; JONES; BLIKSLAGES, 2002). Ha produgdo de algumas enzimas, como as
dissacaridases e peptidases (FOSTER; SMITH, 2009).

Ocorrem danos aos enterdcitos, incluindo apoptose de enterdcitos e atrofia das
vilosidades intestinais. Com a intensidade da infec¢do e persisténcia no animal pode haver
hiperplasia das criptas. A infeccdo pode ser acentuada a ponto de favorecer o rompimento da

barreira epitelial. A infeccdo persiste até que a resposta imune do hospedeiro elimine o
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parasito (FOSTER; SMITH, 2009). O parasito frequentemente estimula mecanismos de
defesa do hospedeiro, correlacionado a liberagdo de citocinas pré-inflamatdrias no epitélio
infectado, induzindo uma sindrome de ma digestdo e ma absor¢édo, que leva a hipersecrecédo
(UZAL et al., 2016).

E comum haver infeccdo subclinica, porém quando ha doenca clinica diarreia é o sinal
clinico mais evidente, aquosa e profusa, e pode ser discreta a acentuada. Pode persistir até
duas semanas e culminar em ma absorcao intestinal (SANTIN et al., 2013; AVENDANO et
al., 2018). Na infeccao pelo protozoario ha combinacéo entre absorcdo deficiente e aumento
da secrecdo de fluidos. As variagdes entre 0s sinais clinicos e as lesdes entéricas estdo
associadas a varia¢Oes na quantidade de oocistos ingerida e da espécie infectante, a viruléncia,
além de considerar a idade e o estado imunologico do bezerro (HEINE et al., 1984). Sinais
clinicos como apatia, fraqueza e anorexia podem acompanhar o quadro de diarreia.
Frequentemente ocorre balanco energético negativo (EL-DEEB et al., 2022). A diarreia €
observada com maior frequéncia na segunda e na terceira semanas apds 0 nascimento, mas
pode ser observada ja na primeira semana, devido ao periodo pré-patente de 3 a 6 dias, com
eliminacdo de oocistos de Cryptosporidium nas fezes com 3 a 12 dias, isto é; a eliminacéo
dos oocistos esta relacionada com o inicio e a duracdo da diarreia (HEINE et al., 1984;
FAYER et al., 1998).

As taxas de letalidade na criptosporidiose geralmente sdo baixas, a menos que a
condicdo seja complicada por outros fatores, como infeccBes bacterianas, virais ou
parasitarias concomitantes, falhas na transferéncia de imunidade passiva, aleitamento
incorreto, desidratacdo, superlotacdo, entre outros fatores. No entanto, é sabido que a
infeccdo é autolimitada em bezerros, assim como em humanos (HEINE et al., 1984; FAYER
et al. 1998). C. parvum foi associada a um risco aumentado de diarreia, comparada a
Rotavirus e Coronavirus (RENAUD et al., 2021). HEINE et al. (1984) explicam que, uma vez
0s bezerros se recuperam de uma infeccdo criptosporidial, eles se tornam resistentes a um
segundo desafio com o mesmo coccidio. Espécies como C. andersoni, C. bovis e C. ryanae

ndo tém sido associadas a sinais clinicos (FAYER et al., 2008).

2.6 Achados de necrdpsia e lesdes histopatoldgicas

Os achados macroscépicos em bezerros com criptosporidiose frequentemente incluem
posterior sujo de fezes amolecidas ou liquidas, indicativo da ocorréncia de diarreia,
congestdo/hiperemia em vasos sanguineos intestinais e mesentéricos, distensdo intestinal

por gases ou liquido, conteudo intestinal esverdeado e dilatacdo de vasos linfaticos. A
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mucosa intestinal pode estar com edema evidente, além de hiperemia, petéquias e, em alguns
locais, erosdes e até mucosa achatada (VARGAS JUNIOR et al., 2014; KALKANOQV et al.,
2016; MENDONCA et al., 2021).

Na histopatologia em hematoxilina e eosina os protozoarios sao visualizados como
estruturas arredondadas, fracamente basofilicas, de 2 a 5 pum de didmetro, na superficie
apical dos enterdcitos da borda das microvilosidades, podendo ser observadas miriades
deles. Estdo distribuidos na metade distal do intestino delgado, especialmente no ileo e,
ocasionalmente, sdo encontrados no ceco e no colon (ABDOU et al., 2013; VARGAS
JUNIOR et al., 2014; UZAL et al., 2016; MENDONCA et al., 2021). Diferentes estagios de
desenvolvimento do parasito podem ser observados, com formacdo de um vactolo
parasitoforo, que pode ser visualizado como um halo no corado (HOLUBOVA et al., 2020).

Em consequéncia da proliferacdo de C. parvum ha encurtamento e achatamento das
vilosidades, com necrose e atrofia da mucosa intestinal. A atrofia das vilosidades resulta da
secrecdo de toxinas do parasito, com agressao direta das células epiteliais. Entretanto, ha
outros mecanismos, com efeitos metabdlicos ou fisicos (HEINE et al., 1984). Em infec¢édo
grave os danos causados ao epitélio de revestimento intestinal sdo extensos, podendo levar a
destruicdo de epitélio viloso (VARGAS JUNIOR et al., 2014; EL-DEEB et al., 2022; EL
SHAFEI et al., 2023).

Os enterdcitos que revestem as vilosidades atroficas do intestino delgado podem ficar
mais basofilicos, colunares baixos a cuboides, com nucleos desordenados e superficie
irregular. O mesmo pode ocorrer no intestino grosso parasitado (HEINE et al., 1984). Ha
também congestdo na lamina prépria das areas atingidas e infiltrado inflamatorio
mononuclear acentuado, composto por linfécitos, plasmocitos e macréfagos, além de
neutrofilos e raros eosinéfilos (VARGAS JUNIOR et al., 2014; EL SHAFEI et al., 2018;
EL-DEEB et al., 2022).

Na microscopia eletronica visualizam-se estruturas arredondadas medindo 1,5 a
1,75um de didmetro, as quais se encontram aderidas as microvilosidades dos enterdcitos e
correspondem aos diferentes estagios do agente, como os trofozoitos. As microvilosidades
das células absortivas podem estar com altura irregular e citoplasma vacuolizado. Quando
Cryptosporidium sp. se liga a célula epitelial ocorre rompimento da membrana plasmética apical,
onde o protozoario se projeta, e perda das microvilosidades. Pode ocorrer fusdo de vilosidades em
gravidade variavel e hipertrofia das criptas de Lieberkiihn (HEINE et al., 1984; VARGAS
JUNIOR et al., 2014; UZAL et al., 2016).
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2.7 Medidas de tratamento e controle

Delling et al. (2019) enfatizam que, frente a infeccdo por C. parvum, devem ser
investigados 0s mecanismos de infeccdo e a resposta celular do hospedeiro, para assim
contribuir para a melhora nas abordagens terapéuticas, tanto em humanos, como em animais
domesticos.

Nos Estados Unidos hd um danico farmaco aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA), 6rgdo equivale a ANVISA no Brasil, para tratamento de
criptosporidiose em humanos, que € o Nitazoxanide. Este farmaco é considerado
relativamente eficaz em pacientes imunocompetentes e ineficaz em pacientes
imunocomprometidos (EL SHAFEI et al., 2018). Ja Abdou et al. (2013) reforcaram que o
nitazoxanide, dentre outros compostos de nitrotiazol salicilamida, apresenta vasta
atividade antiparasitaria. Apesar de ser licenciado para uso apenas em humanos,
demonstrou reduzir a gravidade da diarreia em bezerros, bem como reduziu a excregdo de
oocistos (OLLIVETT et al., 2009).

O quimioterapico lactato de halofuginona, categorizado como uma quinazolinona
sintética com atividade criptosporidiostatica nos estagios de esporozoito e merozoito de C.
parvum, é recomendado na dose de 120 pg/kg, diariamente, por sete dias consecutivos, mas
pode ser toxico na dose de 500 pg/kg/dia. Esse farmaco mostrou provavel capacidade de
retardar a infeccdo, além de atuar na reducdo ou interrupcdo da eliminacdo de oocistos
diminuindo, com isso, a gravidade da criptosporidiose em bezerros. A eficacia também foi
observada na diminuicdo da contaminacdo ambiental e dos riscos zoon6ticos (JARVIER et
al., 2005; MARTINS et al., 2007; DE WAELE et al., 2010).

Grinberg et al. (2002) utilizaram sulfato de paromomicina na dose de 100 mg/kg de
peso corporal por 10 dias consecutivos. Observaram que o periodo pré-patente foi
significativamente mais longo do que em animais ndo tratados; que a eliminagdo de oocistos
e a diarreia recomecaram somente apds a suspensdo do medicamento; e que o tratamento
ndo diminuiu a incidéncia da doencga nos animais tratados.

N&o existem farmacos terapéuticos totalmente eficazes. A reposi¢do de fluidos e
eletrélitos pode garantir o balanceamento eletrolitico perdido em decorréncia da diarreia, bem
como o suporte nutricional é indicado até que ocorra a recuperacdo. Varios dias de cuidado
intensivo e alimentacdo podem ser necessarios até que a recuperacdo seja aparente. A
nutricdo parenteral pode ser considerada para bezerros de alto valor genético (MEGANCK
etal., 2014).

Kim et al. (2022) enfatizam que o foco na prevencdo € a principal estratégia, no
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intuito de evitar e diminuir perdas econdmicas na pecuaria. 1sso se deve a falta de farmacos
disponiveis e eficientes para o tratamento de criptosporidiose.

O risco de infeccdo deve ser avaliado adequadamente, para que medidas profilaticas
sejam implementadas, o que inclui o manejo de vacas na época do parto com intuito de
evitar aglomeragdo de animais e contaminagdo ambiental e assim diminuir as perdas
econdmicas e evitar riscos para a saude publica (VARGAS JUNIOR et al., 2014,
RODRIGUES et at., 2016).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Necropsia

Foram examinados bezerros de 0 a 12 meses encaminhados para necrépsia no Setor de
Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Lavras (SPV-UFLA), provenientes de
propriedades das Mesorregides Campo das Vertentes, Sul e Sudoeste de Minas Gerais, com e
sem histdrico de diarreia, no periodo de abril de 2021 a maio de 2023. As necropsias foram
realizadas pela equipe do Setor de Patologia Veterindria (SPV — UFLA), com avaliacdo
macroscopica de todos os orgdos. Informacgdes epidemioldgicas e de manifestacdes clinicas
foram registradas.

3.2 Exame citopatoldgico: Coloracéo especial de Ziehl Neelsen Modificado

Amostras de conteudo intestinal foram colhidas na necropsia, conservadas em
camara fria (0,5 a 2,0° C) até a realizacdo da técnica histoquimica de Ziehl-Neelsen
modificada para evidenciacdo de coccidios de Cryptosporidium sp. Foram pesados 2 g de
cada amostra, colocados em tubo Falcon, adicionados 3,0 mL de éter e 4,0 mL de formol 10%
e centrifugados a 3200 rpm por 10 min. O sedimento foi distendido sobre laminas de
microscopia, que foram secadas em estufa e fixadas com metanol P.A. Foram entdo colocados
os reagentes fucsina fenicada (15 min), acido cloridrico (5 s) e azul de metileno (3 min),
respectivamente, com lavagem das laminas em &gua corrente ap0s cada reagente. Apos a
secagem das laminas em temperatura ambiente elas foram avaliadas em microscépio de luz
(Obj. 100x) para pesquisa de oocistos de Cryptosporidium sp. (HENRIKSEN & POHLENZ,
1981; GARCIA et al., 1988; GUIMARAES et al, 2009). Foram analisados 40
campos/lamina e considerada a média de oocistos por campo, com a seguinte classificacdo
guanto a intensidade de infec¢do: 0 (negativa)= auséncia de oocistos; 1 (discreta) = 1 a 10
oocistos; 2 (moderada) = 11 a 20 oocistos; 3 (acentuada) = mais de 20 oocistos, classificacdo
adaptada de Delafosse et al. (2015).

3.3 Coleta, fixacao e processamento para exame histopatoldgico

Fragmentos de intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo) e grosso (ceco, colon e reto),
foram coletados em potes com formol a 10% individualmente e identificados. Foram também
colhidos fragmentos de intestino e demais 6rgaos e tecidos em formol a 10% tamponado para

avaliacdo histopatologica de rotina. Apos 24-48 horas de fixacdo as amostras foram clivadas.
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Apo6s a clivagem, os fragmentos foram desidratados em &lcool etilico em
concentragOes crescentes, diafanizados em xilol, impregnados e incluidos em parafina. Com
micrétomo ajustado para 3-5 um os blocos foram cortados, tanto para coloracdo de rotina,
quanto para coloragdo especial.

Foi realizada a coloragdo de rotina Hematoxilina e Eosina (HE) (PROPHET et al.,
1995; SUVARNA, LAYTON; BANCROFT, 2013), para caracterizacdo de alteragdes
histopatoldgicas nas amostras de intestino. A pesquisa de estruturas compativeis com
Cryptosporidium sp. foi realizada na mucosa dos seis cortes de intestino, em objetiva de 40x,
considerada também a classificacdo: ausente (0), ou presente, com a intensidade da infeccéo
classificada em discreta (1), moderada (2) ou acentuada (3).

3.4 Coloragéo histoquimica de Acido Periédico de Schiff

A coloracéo por Acido Periddico de Schiff (PAS) foi realizada em cortes de intestino
dos bezerros apds a andlise em HE, nos casos positivos na citopatologia por ZNM e nos
demais bezerros com até 30 dias de idade, para evidenciagdo de estruturas de
Cryptosporidium sp. A técnica de PAS foi realizada conforme Prophet et al. (1995).

Apds a microtomia as laminas foram colocadas em estufa a 60°C por uma hora para
desparafinar e posteriormente eram hidratadas. Foram entdo colocadas em solucdo de acido
periddico a 0,5% por 15 minutos e posteriormente lavadas em agua destilada. Em seguida,
cada lamina era coberta pelo reagente de Schiff por 10-15 minutos, monitorando-se a
obtencdo de coloracdo résea. Em seguida, as laminas foram lavadas em agua destilada até
remocao total do reagente e submetidas a coloracdo de Hematoxilina de Harris para contraste,
por dois minutos. Posteriormente as laminas foram lavadas em é&gua destilada e submetidas
aos processos de desidratacdo, diafanizacdo e montagem em resina sintética. O coccidio foi
evidenciado nos cortes intestinais como estruturas arredondadas azuis a arroxeadas,
interrompendo focalmente a borda das microvilosidades intestinais, conforme descrito por El
Shafei et al. (2018).
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4 RESULTADOS

No periodo do estudo foram necropsiados 85 bezerros de 0 a 12 meses de idade no
Setor de Patologia Veterinaria da UFLA. Predominaram bezerros com até 30 dias (40/85)
(GRAFICO 1), seguidos de animais com 31 a 90 dias (15/85); 3 a 6 meses (12/85); e de 6 a
12 meses de idade (18/85).

Gréafico 1- Idade dos bezerros necropsiados no Setor de Patologia Veterindria da UFLA no
periodo de abril de 2021 a maio de 2023.
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Quanto a raca dos bezerros necropsiados predominou a raca Holandés (49/85),
mestigos (17/85), Girolando (6/85), Nelore (7/85), Tabapud (4/85), Senepol (1/85) e Angus
(1/85). Predominaram fémeas (63/85), especialmente da raca Holandés (43/49), o que foi

relacionado & importancia da atividade pecuéria leiteira na regifo do estudo (GRAFICO 2).

Gréafico 2- Sexo e raca dos bezerros necropsiados no Setor de Patologia Veterinaria da UFLA
no periodo de abril de 2021 a maio de 2023.
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Os sistemas de criagdo informados no histérico incluiram intensivo (55/85),
especialmente para bovinos Holandés, com uso de baias ou gaiolas individuais para bezerros
novos e baias coletivas para os bezerros maiores. Outros bezerros eram provenientes de
sistema extensivo, a pasto (15/85) ou sistema semi-intensivo (6/85). Para nove casos nédo
havia informacdo no histdrico sobre sistema de criacdo. Os bezerros eram provenientes de
diferentes municipios (GRAFICO 3).

Gréafico 3- Procedéncia dos bezerros necropsiados no Setor de Patologia Veterinaria da UFLA
no periodo de abril de 2021 a maio de 2023.
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Dos 85 bezerros 28 (33%) tiveram manifestacdo clinica de diarreia. Em nove foi
identificada infeccdo por Cryptosporidium sp. Nestes bezerros (9/9) foi observado posterior
sujo de fezes liguefeitas na necrdpsia, confirmando a manifestacdo clinica. Eles procediam
de Lavras (3/9), ljaci (2/9), Alfenas (1/10), Alpindpolis (1/9), Madre de Deus de Minas (1/10)
e Trés Coracbes (1/9). Informagdes epidemioldgicas e clinicas sobre estes bezerros séo
apresentados no Quadro 1.
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Informagbes epidemiologicas e clinicas dos bezerros positivos para

Cryptosporidium sp. em exame microscopico no Setor de Patologia Veterinaria
da UFLA no periodo de abril de 2021 a maio de 2023.

Raca

Dados epidemiolégicos

Manifestagdes clinicas mais relevantes
e medicacdes

Quadro 1-
Bezerro Idade Sexo
(dias)
1 13 F
2 10 F
3 20 F
4 11 M
5 6 F
6 10 F

HPB

HPB

HPB

Tabapud

Nelore

HPB

Esta com 12 bezerras
lactentes, obito de outras
duas bezerras com diarreia
na semana, em meses
anteriores também teve
oObitos. Diarreia comega com
5-7d de idade. Filha de
novilha, mamou s6 0,5L de
colostro. Mantida em baia
coletiva.

Cura de umbigo
com iodo 10%. Leite no
balde, 3/3L manhéa/tarde, ndo
usa leite de descarte.

Obito de bezerras 2-18d de
idade no dltimo més;
morreram 19 de 42 bezerras
lactentes em 15d. Historico
de falha cura de umbigo, que
foi sanada. VVazio sanitério
(5d) e desinfeccao de baias
com formol. Bezerras
mantidas em galpdo com
baias individuais suspensas e
cama de tifton. Queixa de
poeira no galpdo, vinda da
estrada.

Usa baias de pari¢do, mas

nasceu em cama suja e ndo
foi visto quando nasceu e se
mamou colostro. Bezerros
em gaiola suspensa até 30d.

Mamou colostro na mée,
cura de umbigo com produto
repelente comercial. Mantido
em piquete com outros
bovinos.

Né&o recebeu colostro, nem
cura de umbigo. Mantido em
piquete com outros bovinos.

Diarreia frequente em
bezerras de 7-15d.
Metafilaxia com
halofuginona (d2 a d9).
Recebeu
colostro da mée (BRIX 20),
em mamadeira 3L/refeicdo.
Baias individuais.

em regular estado corporal, diarreia ha
dois dias, liquida, amarelada e
esverdeada, com estrias de sangue.
Medicacdo com sulfadoxina +
trimetoprima, enrofloxacino, florfenicol,
polivitaminico, hidratante oral

Nasceu fraca, ndo quis mamar, recebeu
colostro via sonda, teve tosse e
regurgitacdo. Dificuldade respiratoria,
crepitacao pulmonar, febre, apatia e
decubito. Morrem em media 3d ap6s
inicio dos sinais. Medicac¢&o penicilina,
fluorquinolona, cloridrato de bromexina,
dipirona. Doramectina ao nascimento.

Diarreia esverdeada aos 12d de idade,
dificuldade para mamar e hipotermia.
Medicac¢do halofuginona por 7 dias,
além de enrofloxacino, sulfa,
meloxicam, dipirona e hidratacéo

Dificuldade para mamar, pouco reflexo
de succao desde o nascimento. Apatia,
desidratagdo intensa, crepitacdo
pulmonar, estruturas umbilicais
espessas. Medicacdo fluidoterapia,
penicilina, gentamicina, mercepton e
flunixim meglumine.

Desidratacdo severa, hipoproteinemia,
sinais respiratorios e fratura completa
radio e ulna. Medicagdo vit. B1,
dexametasona e DMSO (3d)

Diarreia. Medicacéo florfenicol,
doxiciclina + benzetimide (5 d),
vitaminas, aminoacidos e minerais;
meloxicam, toltrazuril, sulfa, vacina
contra Salmonella, E. coli e Pasteurella
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7 11 F HPB Obito de outros bezerros Encontrada morta. Sinais de diarreia
lactentes nos dltimos 3 meses (posterior sujo de fezes liquefeitas)
com diarreia e evolugéo
rapida para a morte. Baias

individuais.
8 6 M HPB Bezerros novos em baias Estava com diarreia, passou a berrar
individuais muito pela manhd, encontrado morto
inicio da tarde.
9 12 F HPB Diarreia aos 20-30d de idade, Diarreia esbranquicada, pastosa a
Diarreia e 6bito de mais duas liquida, inicio dia anterior ao 6bito.
bezerras e duas doentes. Diminuiu consumo, anorexia no dia do
Fornecimento leite (8L /dia) 6bito. Medicacdo enrofloxacina,
em balde Milk Bar®. Gaiolas  flunexin meglumine, hidratacdo oral via
suspensas com cama de feno sonda

até 30d, depois baias

coletivas. Cura umbigo iodo

10%. Quando diarreia
colocam 2-3 bezerras juntas
ao sol por pouco tempo sobre
piso cimentado. Hidratacdo

quando debilitaco e, se

febre, antibidtico.

F= fémea; M= macho; d=dia; HPB= Holandés preto e branco, L= litro. Fonte: do Autor, 2023

Seis bezerros com menos de um més de idade foram positivos para Cryptosporidium
sp. na coloragdo de ZNM (QUADRO 2), com observagdo de estruturas arredondadas coradas
em magenta (FIGURA 1), no entanto esta técnica ndo foi empregada para 15 bezerros do
estudo, encaminhados para necrdpsia no periodo de abril a julho de 2021, quando a técnica
de ZNM ainda ndo estava padronizada no SPV. Na histopatologia em HE estruturas
arredondadas fracamente basofilicas compativeis com o protozoario foram visualizadas na
superficie dos enterdcitos na mucosa intestinal (FIGURA 2). Estas estruturas foram
evidenciadas pela coloragdo de PAS (FIGURA 3), visualizadas como estruturas azuis a

arroxeadas na borda das microvilosidades intestinais, compativeis com Cryptosporidium sp.
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Quadro 2- Bezerros positivos para Cryptosporidium sp. em exame microscopico no Setor de

Patologia Veterinaria da UFLA no periodo de abril de 2021 a maio de 2023 e 0

diagnostico final

Bezerro Técnica Diagndstico final
ZNM HE (local) PAS (local)
1 Né&o 3 (ileo) 3 (ileo) Criptosporidiose
realizada
2 0 1 (ileo) 1 (ileo) Pneumonia aspirativa, onfalite
3 2 1 (jejuno, ileo, ceco 1 (jejuno, ileo, ceco e Sugestivo de Salmonelose e
e colon) célon) Criptosporidiose
4 2 1 (ileo e colon) 1 (ileo e colon) Torgdo intestinal, onfalite, sepse e
poliartrite
5 0 1 (duodeno e ileo) 1 (duodeno e ileo): Fratura de radio e ulna
6 3 1 (jejuno, ileo, ceco 1 (jejuno, ileo, ceco e Criptosporidiose
e coldn) colén)
3 3 (jejuno e ileo) 3 (jejuno e ileo) Criptosporidiose
3 1 (jejuno, ileo e 1 (jejuno, ileo e Criptosporidiose
cblon) cblon) )
9 2 1 (ileo e ceco) 1 (ileo e ceco) Ulcera abomasal perfurada,

peritonite e
Criptosporidiose

ZNM= Ziehl Neelsen Modificado; HE= Hematoxilina e Eosina; PAS= Acido Periédico de Schiff.
Ausente = 0; Discreta = 1; Moderada = 2; Acentuada = 3. Fonte: do Autor, 2023
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Figura 2 — Oaocistos de Cryptosporidium sp. evidenciados pela coloragéo de Ziehl Neelsen
modificada, em conteldo intestinal de bezerros necropsiados no Setor de
Patologia Veterinaria da UFLA no periodo de abril de 2021 a maio de 2023.
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Os oocistos de Cryptosporidium sp. sdo arredondados e se coram em magenta,
Bezerro n. 8. Obj. 40x. Fonte: da Autora, 2023.

Quanto aos achados de necrdpsia dos bezerros positivos para Cryptosporidium sp., na
necropsia do Bezerro n. 1 havia fezes amarelo-amarronzadas aderidas a regido perianal e
olhos deprimidos na oOrbita. No intestino delgado a mucosa estava avermelhada, com material
amarelado friavel aderido, além de contedo liquefeito amarronzado escasso. No ceco havia
areas palidas de cerca de 3,0 x 4,0 cm, de contorno irregular e bem definido; no célon havia
contetdo liquefeito réseo-amarronzado e os linfonodos mesentéricos estavam aumentados de
volume. Na histopatologia foram observados necrose superficial multifocal na mucosa do
abomaso; hiperemia da mucosa do intestino delgado, com grande quantidade de estruturas
compativeis com Cryptosporidium sp. na superficie do epitélio de ileo; e necrose transmural
focalmente extensa no intestino grosso, com trombose e abundantes colnias bacterianas,

além de dilatacéo de criptas, algumas contendo restos celulares.
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Figura 3- Evidenciacao de estruturas de Cryptosporidium sp. em corte histologico de intestino
de bezerro diagnosticado com infeccdo por Cryptosporidium sp. no Setor de
Patologia Veterinaria da UFLA no periodo de abril de 2021 a maio de 2023.
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Observam-se estruturas arredondadas, azuis a arroxeadas na superficie dos enterdcitos do ileo. Bezerro
n. 1. (PAS, 40x e 100x). Fonte: da Autora, 2023.

Na necropsia do Bezerro n. 2 foram observados regular estado corporal, mucosas
conjuntivais e oral ciandticas e regido perianal suja de fezes amarelo-amarronzadas,
liquefeitas a pastosas. O umbigo estava espesso e avermelhado, com colecdo de exsudato
amarelado opaco em &rea de aproximadamente 2,0 cm, mais proximo a parede abdominal. A
cavidade torécica estava repleta de liquido turvo, amarronzado e fétido. As pleuras visceral e
parietal estavam espessas, com superficie irregular e opaca; o pulméo direito amarelado a
acinzentado, com éreas arredondadas branco-amareladas a acinzentadas ao corte; o pulmao
esquerdo tinha lobo medial vermelho-escuro, mais firme; e na traqueia havia material friavel
amarelado, com muco em terco caudal. No coracdo havia filamentos opacos amarelados
fridveis na superficie cardiaca; e no rumen havia placas amareladas opacas de
aproximadamente 3,0 cm na mucosa, proximas a pregas da mucosa. No exame
histopatoldgico havia extensas areas de necrose em pulmdo, com infiltrado inflamatério
predominantemente neutrofilico no interior de alvéolos, bronquios e bronguiolos, e 0s septos
interlobulares estavam acentuadamente distendidos por edema e fibrina. No intestino delgado
foi observada dilatacdo de criptas e pequena quantidade de estruturas compativeis com
Cryptosporidium sp. na superficie do epitélio de ileo, além de necrose linfoide multifocal.
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No Bezerro n. 3 foram observados bom estado corporal, olhos deprimidos na érbita e
fezes amolecidas aderidas a regido perianal e cauda. Na cavidade abdominal havia material
liquido, turvo-amarronzado, com grande quantidade de fibrina, além de aderéncias fibrinosas
na superficie do figado, que estava com bordas arredondadas e havia espessamento da parede
da vesicula biliar. Areas de aderéncia fibrinosa eram observadas na serosa de segmentos
intestinais (FIGURA 4), o conteudo intestinal estava liquefeito, vermelho-amarelado e os
linfonodos mesentéricos estavam aumentados de volume. No exame histopatolégico do
duodeno havia necrose, encurtamento e achatamento de vilosidades, infiltrado inflamatério
misto em mucosa e submucosa, associados a grande quantidade de coldnias bacterianas. além
de hiperplasia de foliculos linfoides, observada também em jejuno e ileo. No ceco havia
aumento em volume e nimero de células na serosa, associadas a grande quantidade de fibrina,
infiltrado linfo-histioplasmocitico com neutrofilos e areas de necrose. na superficie capsular.
Em ileo, jejuno, ceco e colon havia pequena quantidade de estruturas compativeis com

Cryptosporidium sp., na superficie da mucosa.

Figura 4- Achados em parede intestinal na necropsia de bezerra diagnosticada com infec¢édo
por Cryptosporidium sp. no Setor de Patologia Veterinaria da UFLA no periodo de
abril de 2021 a maio de 2023.

R . . o A4
Area de avermelhamento da parede e colecdo de fibrina na serosa do ceco, que resultou
em aderéncia fibrinosa focalmente extensa. Bezerro n. 3 Fonte: SPV-UFLA, 2022.

Na necropsia do Bezerro n. 4 foram observados bom estado corporal, mucosas
conjuntivais e oral moderadamente palidas e olhos muito deprimidos na 6rbita (FIGURA 5).
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O umbigo estava espesso, com exsudato caseoso branco-amarelado ao corte. Na cavidade
abdominal havia pequena a moderada quantidade de filamentos de fibrina sobre as visceras.
Duodeno e parte do jejuno tinham grande quantidade de conteddo amarelo-amarronzado,
turvo e liquefeito. No segmento final do jejuno e no ileo havia uma torcéo de 180° (FIGURA
6), o qual estava moderadamente arroxeado, a mucosa opaca-acinzentada e segmentos

intestinais posteriores sem contetdo.

Figura 5 - Achados externos em necrépsia de bezerro diagnosticado com infecgéo por
Cryptosporidium sp. no Setor de Patologia Veterinaria da UFLA.

N

Observam-se olhos fundos na Orbita, indicativos de desidrafaéao
moderada de mucosas. Bezerro n. 4 Fonte: SPV-UFLA, 2022

A histopatologia desse bezerro o intestino delgado tinha congestdo moderada, extensas
areas de necrose de porcao superficial da mucosa, associadas a restos celulares, bactérias
cocoides, infiltrado inflamatério linfoplasmocitico e neutrofilico difuso discreto, além de
areas de hemorragia e dilatacdo de criptas contendo debris celulares. Poucas estruturas

compativeis com Cryptosporidium sp. foram observadas na superficie mucosa de ileo e célon.
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Figura 6- Torgdo intestinal em necropsia de bezerro diagnosticado com infec¢do por
Cryptosporidium sp. no Setor de Patologia Veterinériada UFLA.
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Observa-se tor¢do de 180° em segmento da porgéo final de jejuno, com distensdo de segmento anterior
por conteddo liquefeito e gases. Bezerro n. 4. Fonte: SPV — UFLA, 2022.

Na necrdpsia do Bezerro n. 5 os linfonodos mesentéricos estavam aumentados de
volume. Na histologia havia hiperemia difusa acentuada em duodeno, jejuno e ileo. Em

duodeno e ileo foi observada pequena quantidade de estruturas de Cryptosporidium sp.

Na necropsia do Bezerro n. 6 os olhos estavam deprimidos na Orbita e as mucosas
palidas, havia conteddo liquefeito acinzentado em duodeno e porgdo inicial do jejuno e
conteddo brancacento pastoso no colon. No exame histopatolégico foram observadas
estruturas compativeis com Cryptosporidium sp. na superficie do epitélio desprendido no ileo,
além de infiltrado inflamatdrio discreto na mucosa, composto por eosinéfilos e macréfagos,
estes com citoplasma carregado de pigmento amarronzado e abundantes bactérias bacilares.
Em jejuno, ceco e colon havia pequena quantidade de estruturas compativeis com

Cryptosporidium sp. na superficie da mucosa.

Na necropsia do Bezerro n. 7 foram observadas fezes liquefeitas amareladas aderidas a
regido perianal, hipdpio e mucosa abomasal avermelhada. No exame histolégico havia grande
quantidade de estruturas compativeis com Cryptosporidium sp. na superficie da mucosa de
jejuno e ileo (FIGURA 7); e em quantidade moderada em ceco e colon.
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Figura 7- Morfologia de Cryptosporidium sp. em corte histologico de intestino de bezerro
diagnosticado criptosporidiose no Setor de Patologia Veterinaria da UFLA no
periodo de abril de 2021 a maio de 2023.
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Observam-se estruturas arredondadas (setas), fracamente basofilicas na superficie das
vilosidades intestinais do ileo Bezerro n. 7 (H.E., Obj. 40x). Fonte: da Autora, 2023.

Na necrépsia do Bezerro n. 8 havia fezes em regido perianal e mucosas conjuntivais e
oral hipocoradas. Na histopatologia foi observada pequena quantidade de estruturas

compativeis com Cryptosporidium sp. na superficie da mucosa de jejuno, ileo e célon.

Na necropsia do Bezerro n. 9 foram observados posterior sujo de fezes, mucosas
palidas; contetdo liquefeito, turvo réseo-amarronzado em cavidade abdominal associado a
duas Ulceras abomasais perfuradas (FIGURA 8). Ao exame histolégico havia necrose extensa
em mucosa e submucosa abomasais, associada a infiltrado inflamatdrio predominantemente
neutrofilico; necrose superficial na mucosa do ceco, com grande quantidade de bactérias
cocoides e cocobacilares. Na superficie da mucosa de ileo e ceco havia quantidade moderada
de estruturas compativeis com Cryptosporidium sp.
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Figura 8- Ulcera abomasal perfurada em bezerro diagnosticado com infecgdo por
Cryptosporidium sp. no Setor de Patologia Veterinaria da UFLA.
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Observam-se duas Ulceras transmurais em antro pilorico e contetido turvo réseo-
amarronzado em cavidade abdominal. Bezerro 9. Fonte: SPV — UFLA, 2023

Na histopatologia dos nove casos foram observadas estruturas de Cryptosporidium sp.
na mucosa do ileo. Em quatro casos elas foram visualizadas também no jejuno, em trés casos

no ceco, em quatro casos no célon e somente em um caso no duodeno.

Em cinco bezerros identificados com infeccdo por Cryptosporidium outros
diagndsticos de necrdpsia e histopatologia foram mais relevantes como causa do Obito,
incluindo salmonelose, torcdo intestinal, onfalite, poliartrite e sepse, Ulcera abomasal

perfurada, pneumonia aspirativa e fratura de radio e ulna.

Em sete dos nove bezerros positivos para Cryptosporidium havia alteracBes pés-
mortais moderadas a acentuadas na mucosa intestinal, com desprendimento na avaliacdo
histologica (FIGURA 9).
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Figura 9- AlteracGes p6s-mortais em intestino delgado de bezerro diagnosticado com infec¢éo
por Cryptosporidium sp. no Setor de Patologia Veterinaria da UFLA.
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Observa-se desprendimento da porcéo éuperficial da mucosa, 0 que prejudicou a
visualizacao das estruturas parasitarias. Bezerro 6. (H.E. 10x). Fonte: da Autora,
2023.

Dos 85 bezerros avaliados neste estudo, exceto 0s positivos para infeccdo por
Cryptosporidium sp., 20 tiveram diagnostico de afecgdes pulmonares, como
broncopneumonia supurativa (8/76), pleuropneumonia fibrinopurulenta (2/76), pneumonia
aspirativa (4/76), Mannheimiose pneumonica (1/76), pneumonia broncointersticial (2/76),
pneumonia broncointersticial com células sinciciais (1/76), pleuropneumonia abscedativa com
pleurite fibrinosa (1/76), e pneumonia fibrinopurulenta aguda (1/76).

Sete dos 85 bezerros foram diagnosticados com salmonelose, em um deles associada a
infeccdo por Cryptosporidium sp. (Bezerro 3). Na macroscopia desses bezerros o figado
estava aumentado de volume, difusamente alaranjado e com focos avermelhados
subcapsulares aleatorios distribuidos por todo o 6rgdo, além de evidenciagdo do padrdo
lobular. Em um caso a vesicula biliar estava aumentada de volume e com deposicdo de
fibrina.

Tambem foram causas de morte nos bezerros avaliados outras doencas parasitarias,
como babesiose bovina (4/85), anaplasmose (2/85), eimeriose (1/85) e hemoncose (1/85).
Dentre as doencas infecciosas destacaram-se colibacilose (2/85), necrobacilose (2/85) e

carbdnculo sintomatico (2/85), além de doencas virais, como a raiva (3/85).
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Disturbios fisicos do sistema digestorio, incluindo laceracdo de es6fago, ruminite
necrosante multifocal acentuada aguda, ruptura abomasal, dilatagdo e laceracdo abomasal,
Ulcera abomasal, perfurada ou ndo (FIGURA 7), também tiveram ocorréncia significativa,

com nove casos (9/85), ultrapassando 10% das causas de morte.
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4 DISCUSSAO

A infeccdo por Cryptosporidium sp. foi mais frequente em bezerros da raga
Holandés (7/9), com predominio de fémeas positivas. Esses dados foram relacionados a
vocacdo para a pecuaria leiteira na regido do estudo, com procura significativa por
animais da raca Holandés pela sua aptiddo para a producédo leiteira. Nos bezerros das
racas Nelore e Tabapua foi identificada falha na ingestdo de colostro, pois um deles néo
tinha reflexo de succgéo e o outro ndo recebeu colostro, nem cura de umbigo.

Os bezerros positivos para Cryptosporidium sp. tinham 6 a 21 dias idade. Dessi et al.
(2020) também observaram manifestacdo da doenca em bezerros de 6 a 22 dias de idade,
destacando-os ndao apenas como hospedeiros suscetiveis, mas também como significativos
reservatorios, especialmente quando excretam fezes diarreicas no ambiente. Dois bezerros
diagnosticados com Crypstoporidium sp. tinham 6 dias de idade. Avendafio et al. (2018), que
observaram liberacdo de oocistos em fezes de bezerros com apenas 3 dias de idade, indicaram
infeccdo imediatamente apds o nascimento. A predisposi¢do a infeccdo tem sido relacionada a
fatores individuais, como a idade e a imunidade. Na criptosporidiose, a idade e a imunidade
do bezerro desempenham papel importante na ocorréncia da infeccao.

Para quatro dos nove bezerros positivos houve relato de diarreia recorrente na
propriedade, afetando bezerras de até 30 dias de idade. Essa faixa etaria coincide com a maior
vulnerabilidade a Cryptosporidium sp., conforme indicado nos estudos de Blanchard (2012) e
Dessi et al. (2020).

Por outro lado, Cardoso et al. (2008) consideraram a suscetibilidade de bezerros em
uma faixa etaria mais ampla, permanecendo suscetiveis a infeccdo por C. parvum até dois
meses de idade, especialmente em situacdes de falha na transferéncia de imunidade passiva
através do colostro. Nesse contexto, informacdes relacionadas a colostragem sdo de grande
relevancia. Dois dos bezerros diagnosticados com criptosporidiose, com 6 e 20 dias de idade,
ndo haviam recebido colostro. Para trés bezerros havia falha ou auséncia de cura de umbigo.

Praticas de manejo, tais como alojamento adequado, controle ambiental, cuidados
neonatais (colostragem e cura de umbigo) frequentemente ndo séo adotadas adequadamente
pelos criadores. Nesse contexto, Feitosa et al. (2010) relacionaram falhas na transferéncia da
imunidade passiva as principais causas de morte em bezerros de racas leiteiras, por baixa ou
ndo ingestdo de colostro, ou devido ao uso de substitutivos do leite, pratica comum em
propriedades de producdo de leite.

Cardoso et al. (2008) também alertaram sobre a falha de transferéncia de imunidade

passiva na mortalidade em bezerros com diarreia neonatal, e Coura et al. (2014) fizeram
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referéncia a imunidade passiva para reduzir a frequéncia de diarreia em bezerros na primeira

semana apds o nascimento, proporcionando aumento da resisténcia natural.

Chartier et al. (2013) fizeram comparacao entre a liberacdo de oocistos em bezerros
com diarreia e em bezerros sem diarreia em um ambiente especifico, resultando em contagens
elevadas de oocistos em bezerros com sinais clinicos da doenca. Eles apontaram que a
situacdo é agravada quando bezerros com diarreia compartilham o mesmo espago com
bezerros sem sinais clinicos, resultando em maior densidade de animais por area, um manejo
de colostragem mais complexo e menos tempo dedicado ao cuidado de cada bezerro pelos
funcionarios.

De fato, bezerros em ambientes coletivos, sejam eles baias coletivas ou piquetes, em
determinado rebanho com alta frequéncia de um agente associado a superlotacdo faz o risco
de transmissdo horizontal ser potencialmente alto (WINDEYER et al., 2014).

Curtis et al. (2016) observaram risco maior de diarreia em bezerros nas primeiras
semanas apds 0 nascimento quando criados em baias coletivas. Assim, locais de criacdo que
mantém elevado numero de bezerros diarreicos na faixa etdria de 7 a 21 dias com
criptosporidiose permite que liberem oocistos totalmente esporulados resistentes a
desinfetantes comuns e que podem permanecer Vidveis por varios meses, mesmo em
condicOes ambientais adversas de temperatura e umidade. E deve ser considerado que esse
local provavelmente serd abrigo para novos bezerros suscetiveis e sem a devida
higienizacdo, dessa forma a doenca se mantém no ambiente de cria¢do. Lichtmannsperger et
al. (2019) também ressaltam que a contaminacdo ambiental tem o potencial de disseminar
tanto a criptosporidiose bovina quanto a humana.

No estudo foi expressiva a proporcao de bezerros criados em sistemas intensivos,
como em baias ou gaiolas individuais e também baias coletivas. Esses sistemas sdo
atualmente muito usados para bezerros na idade em que a doenca aconteceu, até 30 dias.
Esses dados chamam atencdo para um aspecto relevante, a falta de higiene de utensilios
usados no manejo dos bezerros, como mamadeiras e baldes, bem como as méaos dos
tratadores. Portanto, a contaminacdo ambiental constitui fator determinante para a
manutencdo da doenga, assim como a falta de imunidade especifica do hospedeiro
(SANTIN 2020; DESSI et al., 2020).

O estado corporal dos bezerros positivos variou de bom a regular. Isso mostra a
rapida evolugdo para o ébito, sem tempo suficiente para a perda de peso antes do Obito.

Virtala et al. (1996) alertaram que o ganho de peso pode ser afetado pela diarreia, mas
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também por doencas respiratorias e infecgdes umbilicais. Renaud et al. (2021) destacaram o
prejuizo no ganho de peso com relagdo aos dias em que os bezerros ficaram com diarreia
grave, em seu estudo com Cryptosporidium parvum, Rotavirus e Coronavirus.

A manifestacdo clinica mais frequente nos bezerros do estudo foi diarreia, o que
também foi observado por Lombardelli et al. (2019). Sabe-se que a criptosporidiose €
clinicamente indistinguivel de muitas outras doencas diarreicas, portanto a causa da
enterite deve ser investigada em laboratorios de diagndéstico e incluida no diagnostico
diferencial do complexo de diarreia neonatal (SANTIN et al., 2020). Além disso, frente a
possibilidade de doenga subclinica e a ineficacia ao tratamento, vérias investigacdes
laboratoriais podem ser necessarias, pois mesmo o achado de oocistos nas fezes ndo é
suficiente para identificar a criptosporidiose clinica (CHARTIER et al., 2013). Os oocistos
encontrados nos exames de conteldo intestinal s6 foram observados em objetiva de imerséo.
Devido ao tamanho reduzido dos oocistos de Cryptosporidium sp. (média de 4-6 pm),
além da caracteristica de sua parede incolor, eles sdo dificeis de serem detectados em
analises coproldgicas de rotina, demonstrando baixa eficiéncia de diagnostico (FREDES,
RAFFO; MUNOZ, 2007). Além disso, é comum laboratérios que realizam exames de rotina de
fezes ndo incluirem um exame apropriado para a deteccdo de Cryptosporidium sp., e ndo ha
padronizacdo para os protocolos de diagnoéstico, conforme citado por Ahmed et al. (2018), o
que se torna um problema. Para Teixeira et al. (2019) as técnicas de microscopia para 0
diagnostico de oocistos de Cryptosporidium spp. em amostras fecais bovinas devem ser
consideradas rotineiras em laboratérios. E Ahmad et al. (2018) enfatizam a importancia de
utilizar amostras fecais frescas para a deteccdo de oocistos de Cryptosporidium sp.

A coloracdo de ZNM mostrou-se precisa no diagnéstico da infeccdo, gracas as
propriedades alcool-acido-resistentes das camadas da parede dos oocistos, que apresentam
coloracdo purpura intensa em fundo corado em azul, ou aparecem como estruturas vermelhas,
esféricas a ovoides. Lombardelli et al. (2019) usaram a coloragdo em uma investigacao de
criptosporidiose em bezerros na Argentina. Para Rodrigues et al. (2016) a confiabilidade da
técnica de ZNM reside no fato ndo haver outras estruturas parasitarias com as dimensdes de
Cryptosporidium que tenham essas caracteristicas alcool-acido-resistente nos oocistos.

Rodrigues et al. (2016) utilizaram a técnica de ZNM e a técnica da Safranina
modificada e observaram que a técnica de ZNM proporcionou melhor visualizacdo dos
oocistos, indicando-a também para o diagnostico de infecgdes leves, quando o nimero de
oocistos é baixo, apesar da técnica da Safranina ter sido descrita como tendo bom contraste,

ser mais simples e mais répida (BAXBY et al., 1984). J4 Mufioz et al. (2014) consideraram
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vantajosa a técnica de Auramine em relacdo a coloracdo de ZNM na analise de grande
namero de amostras ou para estudos epidemioldgicos, por ser um método de execucdo mais
rapida e leitura eficiente na pesquisa de oocistos de Cryptosporidium sp. Guimardes et al.
(2009) também empregaram a coloracdo de ZNM, utilizando corantes prontos (Newprov) a
base de fucsina, alcool-&4cido e azul de metileno para a visualizagdo de oocistos de
Cryptosporidium sp. nos esfregacos fecais.

Na necrépsia de seis dos nove bezerros infectados por Cryptosporidium sp.
observaram-se fezes aderidas na cauda e/ou na regido perianal. Essa observacdo confirma a
manifestacdo clinica de diarreia, muitas vezes ndo informada no historico, sendo um
achado de necrépsia importante em animais com criptosporidiose. Vargas Junior et al.
(2014) também relataram posterior sujo devido a diarreia profusa aquosa amarelada,
esverdeada a amarronzada em bezerros com criptosporidiose. Em quatro bezerros
positivos os olhos estavam deprimidos na orbita, sinal clinico indicativo de desidratacao
decorrente da diarreia.

O aspecto do contetdo intestinal a necropsia variou de vermelho-amarelado,
amarelo-amarronzado, acinzentado e brancacento, com consisténcia frequentemente liquefeita
a pastosa. Em um estudo de Lichtmannsperger et al. (2020) na Austria foi examinada a
consisténcia e o aspecto das fezes e feita uma correlagdo com as espécies de Cryptosporidium
sp. envolvidas. No referido estudo C. parvum foi identificada com frequéncia
significativamente maior em bezerros com fezes liquidas ou aquosas. Ja as espécies C. ryanae
e C. bovis estavam presentes em fezes moles e liquidas, respectivamente, sem manifestacdo
de diarreia aquosa. Em um dos bezerros do estudo o intestino grosso estava sem contetdo,
mas esta alteracdo foi atribuida a torcéo de ileo, com impedimento do transito intestinal além
do segmento deslocado.

Em um dos casos foi observada mucosa intestinal avermelhada, que foi atribuida a
enterite por Cryptosporidium sp. e em outro caso foi observada mucosa moderadamente
arroxeada e opaca-acinzentada, mas estava relacionada a torcdo de ileo. Vargas Junior et al.
(2014) observaram, em um surto de criptosporidiose no Sul do Brasil, dilatacdo dos vasos
linfaticos relacionados ao intestino. Este achado ndo foi relevante nos bezerros examinados
neste estudo.

Outros achados macroscopicos descritos por Vargas Junior et al. (2014) foram dilatacéo
das alcas intestinais por gases ou liquidos e congestdo em vasos sanguineos mesentéricos
e intestinais. Kalkanov et al. (2016) comentaram sobre o edema evidente na mucosa

intestinal, por vezes mucosa hiperémica, com petéquias e, em alguns locais, lesdes erosivas e
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até vilosidades achatadas. No entanto, nos quatro bezerros que tiveram a morte atribuida a
criptosporidiose ndo havia alteragdes macroscépicas significativas no intestino. Dessa forma, a ndo
visualizacio de lesdo macroscopica ndo descarta o envolvimento do parasito (JEZKOVA et al., 2021)
e alerta para a necessidade de coleta de amostras para exame parasitolégico e histopatoldgico.

O achado de Cryptosporidium foi mais frequente no ileo. Abdou et al. (2013)
destacaram o ileo como local de deteccdo de Cryptosporidium sp. na histopatologia, com
visualizagdo mais frequente de estagios enddgenos de desenvolvimento de Cryptosporidium
sp. Kim et al. (2022) também relataram encontrar numerosos organismos esféricos
basofilicos de 2 a 6 um em ileo e jejuno, aderidos a superficie da mucosa e na lamina
propria. Jezkova et al. (2021), em uma pesquisa com nutrias (C. myocastoris), também
relataram jejuno e ileo como os locais mais parasitados por Cryptosporidium, apesar de ndo
observarem alteragdes macroscépicas nesses segmentos intestinais.

As estruturas de Cryptosporidium foram vistas na superficie dos enterécitos,
algumas vezes se percebia um halo ndo corado em torno dos parasitos. Holubova et al.
(2020) descreveram o0s estagios de desenvolvimento do parasito na histopatologia,
envolvidos por um vacuolo parasitéforo. A coloracdo de PAS evidenciou o protozoario na
mucosa intestinal nos cortes histologicos. Essa técnica também foi empregada no estudo de
Jezkova et al. (2021).

Em quatro dos nove bezerros positivos foi observada necrose na mucosa do intestino
delgado e em dois foram também encontradas areas de necrose no intestino grosso, no entanto
em dois desses casos havia enfermidade concomitante, considerada mais importante para a
patogenia da necrose intestinal. Achatamento de vilosidades foi visto no intestino delgado em
apenas um caso. Heine et al. (1984) descreveram vilosidades atréficas, tanto no intestino
delgado quanto no intestino grosso parasitados.

Infiltrado inflamatdrio foi significativo em mucosa e submucosa de apenas um bezerro
que teve criptosporidiose como causa da morte. Era discreto e composto por macrofagos e
eosindfilos. A escassez de alteracOes inflamatorias nos bezerros avaliados foi atribuida a
localizagdo superficial dos parasitos, o que naturalmente limita a resposta inflamatoria, e,
principalmente, a participacdo de desidratacdo grave decorrente de diarreia grave na
progressdo para a morte dos bezerros. El Shafei et al. (2018) compararam grupos de
camundongos experimentalmente infectados por Cryptosporidium sp. e notaram infiltrado
significativo de linfocitos, macrofagos e polimorfonucleares para a lamina prépria, como
parte dos mecanismos de defesa do hospedeiro contra o parasito. Observaram também que em

individuos imunocompetentes a resposta inflamatdria era mais precoce e acentuada que em



46

camundongos imunossuprimidos. Outra observacdo desses autores foi de que a inflamagéo
diminuiu em animais imunocompetentes, porém se manteve e de forma mais grave em grupos
imunossuprimidos.

Dois dos bezerros positivos para Cryptosporidium na técnica de ZNM, com
intensidade de infeccéo classificada como moderada e acentuada, haviam sido medicados com
halofuginona, ressaltando que para um desses bezerros a criptosporiose foi a causa da morte.
Jarvier et al. (2005) comentaram sobre a relacdo do uso de lactato de halofuginona com
retardo do inicio da diarreia, que pode ser atribuido ao atraso na infeccéo por C. parvum. Para
De Waele et al. (2010) o retardo no inicio da diarreia com utilizacdo de lactato de
halofuginona em bezerros, além de mostrar-se eficaz na reducdo dos sinais clinicos diminuiu
a contaminacdo ambiental com oocistos de Cryptosporidium sp. Por outro lado, Martin et al.
(2020) afirmaram que o uso indiscriminado desse medicamento favorece a proliferacdo de
patdgenos oportunistas, alteragdes na microbiota gastrintestinal, com selecéo e proliferacéo de
bactérias resistentes.

Apesar do progresso na obtencdo de farmacos para o tratamento da criptosporidiose,
sabe-se que ainda ndo existem farmacos especificos eficazes no combate a Cryptosporidium
sp. Além disso, no historico foram identificadas medicacfes com antibidticos como
penicilina, gentamicina, doxiciclina, enrofloxacina, fluorquinolona, terramicina,
sulfadoxina+trimetoprima, sulfas e florfenicol. Essas informacfes evidenciam opcdes por
tratamentos ndo guiados por diagnostico médico veterindrio e uso indiscriminado de
antimicrobianos aumentando, por sua vez, 0 risco eminente de multirresisténcia a
antimicrobianos.

Desprendimento do epitélio superficial da mucosa intestinal foi observado em varios
bezerros, positivos para Cryptosporidium ou ndo. Essa alteracdo é pos-mortal e resultou
limitacGes na visualizacdo do enteropatdgeno, especialmente na coloracdo em HE, pois o
parasito € visualizado na superficie da mucosa intestinal, regido que se desprende facilmente.
Além de dificultar a evidenciacdo do protozoario na histopatologia, dificulta a visualizagédo
das demais alteracBes macroscopicas e microscopicas. Autores como Lucena et al. (2010) e
Souza et al. (2015) relacionam a frequéncia dessas alteragdes em laboratorios de diagnostico
veterinario a demora na conducdo dos animais a necropsia e a falhas na fixacdo do material.
As alteracdes pos-mortais prejudicam a interpretacdo diagndstica, gerando resultados com
limitacdes ou inconclusivos.

Um dos bezerros tinha salmonelose associada a criptosporidiose. Adaska et al. (2017)

relataram infarto cecal em bezerros neonatos associado a enteropatogenos como E. coli e
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Salmonella sp. Apesar da salmonelose, considerada uma doenca importante em bezerros de
até 30 dias de idade, frequentemente estar associada a diarreia, podem ocorrer casos na forma
septicémica (Guizelini et al., 2019), que ndo necessariamente levardo a manifestacédo clinica
entérica, como o sorotipo S. Dublin, capaz de causar septicemia grave em bovinos de todas as
idades.
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5  CONCLUSOES

Infeccdo por Cryptosporidium sp. foi identificada somente em bezerros com 6 a 21
dias de idade, a maioria deles com posterior sujo de fezes liquefeitas a necropsia, evidéncia de
manifestacdo clinica de diarreia. O exame post mortem foi uma importante ferramenta
diagndstica, além de permitir coleta de amostras de contetdo intestinal de qualidade para a
pesquisa de oocistos de Cryptosporidium sp.

A infeccdo por Cryptosporidium sp. frequentemente esteve associada a afeccles
respiratorias, doencas bacterianas como Salmonelose, e doengas decorrentes de falhas de
manejo.

O exame de conteudo intestinal dos bezerros corado pela técnica de ZNM foi eficaz
para o diagndstico de infecgcdo por Cryptosporidium sp. e a técnica a histoquimica de PAS foi

util para evidenciar as estruturas no parasito em cortes histolégicos de intestino.
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