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RESUMO

A diarreia, considerada uma sindrome multifatorial, € uma das principais causas de
morte em bezerros. Tem como maiores agentes causadores a bactéria Gram negativa
Escherichia coli, os parasitas Giardia intestinalis e Eimeria spp., importantes enteropatégenos
que causam perdas econdmicas em diferentes setores do agroneg6cio dentre eles na
bovinocultura.

Comumente cepas de Escherichia coli s&o divididas em patotipos baseados na
presenca de genes que, se expressos, contribuem para a codificacdo de proteinas que auxiliam
na aderéncia e patogenicidade da bactéria. E.coli enterotoxigénica (ETEC), E.coli
enteropatogénica (EPEC), E.coli enterohemorrégica (EHEC), E.coli produtora de toxina shiga
(STEC) e E.coli necrotoxigénica (NTEC) séo os principais patotipos que causam diarreia em
bezerros.

Alem desses, outros patotipos estdo associados a diarreia nos humanos principalmente
em criancas e em pessoas imunodeprimidas como E.coli enteroinvasiva (EIEC), E.coli
difusamente aderente (DAEC) e E.coli enteroagregativa (EAEC). Essas cepas possuem genes
que sdo reconhecidos como fatores de viruléncia, pois sdo codificadores de proteinas que
garantem a aderéncia e toxigenicidade bacteriana, aderindo na mucosa e alterando o fluxo de
sinalizagdes dos enterdcitos. Foram coletadas 83 amostras de fezes de bezerros, de ambos 0s
sexos, no Distrito Federal de novembro e marco de 2015 e de 2016, época das aguas. As
amostras foram submetidas ao exame parasitologico (no Laboratorio de Parasitologia e
Doencas Parasitarias) cultivadas em agar sangue (no Laboratério de Microbiologia Médica
Veterinaria) realizado testes bioquimicos, extracdo do DNA e pesquisa dos genes LT-I, stxi,
K99 e eae responsaveis por conferir patogenicidade a cepas de E.coli. Foram visualizados,
cistos de Giardia spp., oocistos de Eimeria spp., ovos de estrongilideos e ovos de
estrongiloides em 18 (21,7%), 30 (36,1%), 28 (33,7%) em apenas 8 (9,6%) respectivamente.
Quantos aos genes, foram amplificados em cepas isoladas de E.coli 16 (19,3%) para eae, 6

(7,2%) para o gene de shiga toxina (stx;) e 5 (6,0%) para ambos 0s genes eae e Stx;,

Palavras chaves: Diarreia, Bezerros, Escherichia coli, Giardia spp., estrongilideo,

estrongiloide, Distrito Federal
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ABSTRACT

Diarrhea, considered a multifactorial syndrome, is one of the main causes of death in calves
and has the Gram negative bacteria Escherichia coli, parasites: Giardia intestinalis and Eimeria
spp., important enteropathogens that cause economic losses in different agribusiness sectors,
among them dairy and beef cattle.

Commonly strains of Escherichia coli are divided into pathotypes based on their presence of
genes that are expressed and contribute to proteins coding that aid in the adherence and
pathogenicity of the bacteria. Enterotoxigenic E. coli (ETEC), enteropathogenic E. coli
(EPEC), enterohemorrhagic E. coli (EHEC), producing shiga toxin E. coli (STEC) and
necrotoxigenic E. coli (NTEC).

In addition, other pathotypes are associated with diarrhea in humans especially in children
immunocompromised, they are enteroinvasive E. coli (EIEC), diffusely adherent E.coli
(DAEC) and enteroaggregative E.coli (EAEC). These diarrheogenic strains have genes that
encode virulence factors that guarantee adherence and toxigenicity to the bacteria by attaching
to the mucosa and altering the flow of enterocyte information. 83 calves faeces of both sexes
were collected in the Distrito Federal during November 2015 to March 2016 during the water
seasons. These samples were submitted to parasitological examination at the Laboratory of
Parasitology and Parasitic Diseases, cultivated in blood agar in the Laboratory of Veterinary
Medical Microbiology, biochemical characterization, DNA extraction and genes research
responsible for conferring pathogenicity to strains of pathogenic E. coli already found in other
papers. Cysts of Giardia spp., Eimeria spp. oocysts, strongyloid eggs and strongyloid eggs in
18 (21.7%), 30 (36.1%), 28 (33.7%) in only 8 9.6%), respectively. As for the genes, they were
amplified in strains isolated from E. coli 16 (19.3%) to eae, 6 (7.2%) to the shiga toxin gene
(stx1) and 5 (6.0%) to both Genes eae and stx;.

Keywords: Diarrhea, calves, Escherichia coli, Strongylids, Strongyloids, Federal District
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CAPITULO |

1. INTRODUCAO

A diarreia é uma doenca multifatorial e uma das principais causas de morte em bezerros.
Em funcdo do baixo desempenho produtivo além dos custos com medicagdes e manejo dos
animais doentes a doenga apresenta impacto econdomico para bovinocultura de corte e de leite
(Blanchard, 2012). Sabe-se que diversos fatores podem contribuir para o aumento do risco da
doenca nos animais jovens como falhas no manejo, caracteristicas do ambiente e infec¢do por
micro-organismos parasitarios, virais e bacterianos (Millemann, 2009).

Dentre os fatores infecciosos, podemos encontrar os protozoarios Giardia duodenalis
(Xiao e Herd, 1994; O'handley e Olson, 2006; Silva, 2007; Santin et al., 2012), Eimeria spp.
(Almeida et al., 2011; Bangoura et al., 2012; Bruhn et al., 2012; Oliveira et al., 2017)
Cryptosporidium spp. (SantiN et al., 2004; Slapeta, 2006; Lopes e Aratijo-Junior, 2013; Do
Couto et al., 2014). Os helmintos Estrongiloides e Estrongilideos (Batista, 2016). As bactérias E.
coli (Wells et al., 1991; Dean-Nystrom et al., 1998; Valat et al., 2014; Coura, Fernanda Morcatti
et al., 2015) e Salmonella spp. (Tsolis et al., 1999; Zhang et al., 2003; EI-Seedy et al., 2016) e 0s
virus Rotavirus e Coronavirus (Asano; Jerez et al., 2002).

No DF foram realizados poucos levantamentos sobre estes agentes infecciosos isolados de
fezes de bezerros (Ueno, 2005; Faria, 2013). Por serem de grande risco para a saude humana,
muitos trabalhos no Brasil sdo de agentes infecciosos isolados a partir da dgua de esgoto e
hortalicas (Hachich et al., 2004; Santos, 2007; Nascimento, 2011; Queiroz e Santana, 2016).
Alguns autores realizaram a pesquisa destes agentes diretamente de fezes de bezerros (Bianchin
e Honer, 1987; Leomil et al., 2003; Coélho et al., 2017).

O objetivo deste trabalho foi realizar um levantamento parasitoldgico, isolamento de
Escherichia coli através de exames e cultivos de fezes coletados de bezerros no Distrito Federal
bem como a deteccdo de genes de enterotoxinas e adesinas pela técnica molecular da reacdo em

cadeia da polimerase.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Bovinocultura

O Brasil possui 0 maior rebanho comercial do mundo com 215,2 milhGes de cabegas,
sendo o segundo maior produtor de carne bovina com a producéo per capita de 35 Kg/hab/ano
perdendo apenas para os Estados Unidos. A Regido Centro Oeste é responsavel por 34,1% do
rebanho nacional com aproximadamente 73,4 milhGes de cabecgas e neste contexto, o Distrito
Federal possui 96.576 cabecas, contribuindo com 0,13% apenas (EMATER, 2016).

A maioria dos problemas sanitarios dentro da bovinocultura ocorre na fase de cria, no qual,
a diarreia tem sido apontada como a mais importante enfermidade de bovinos jovens com perdas
econdmicas ao redor de 20% a 52%, com custos totais em relacdo a doencas entéricas
equivalentes a US$ 33,46 bezerro/ano (Cho et al., 2013).

2.2. Trato gastrointestinal como habitat de parasitos e microrganismos

O trato gastrointestinal tem a quebra de sua esterilidade apds o nascimento do animal, e é
colonizado por microrganismos de diferentes géneros em algumas horas (QUINN et al, 2005).

A colonizacéo e também a infeccéo, via oral, por microrganismos vai ocorrer durante toda
a vida dos animais, com o0 contato destes com alimento e fomites contaminados. De forma
similar vai ocorrer a infestacdo por parasitos no trato gastrointestinal (QUINN et al, 2005,
ALMEIDA et al, 2008, SILVA et al, 2008, COSTA, 2007).

As infeccOes bacterianas e protozoarias bem como as infestacGes por parasitos podem
produzir alteracdes visiveis nas fezes dos ruminantes, devido a a¢Ges diretamente exercidas sobre
a mucosa intestinal, como a hipersecrecdo, atrofia de vilosidades, alteracdo infiltrativa e

proliferativa da mucosa e necrose (QUINN et al, 2005)

2.3. Classificacéo de tipos de fezes

As fezes e como elas se apresentam (forma e consisténcia) podem dizer um pouco sobre a
ocorréncia de alteracGes no trato gastrointestinal e suas implicacfes na saude e desempenho dos
animais. As fezes podem ser avaliadas e pontuadas com base em sua consisténcia, cor, presenca
de sangue ou muco, o que podem indicar desequilibrios na dieta e suas fontes alimentares ou
sinalizar potenciais problemas sanitarios (FERREIRA et al., 2015). Alguns autores utilizam
escores para caracterizacdo das fezes de bovinos (WALKER et al., 1998; STOKES et al., 2000).
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Dentre as possiveis classificacdes encontramos segundo Walker et al., 1998:
a) Fezes consideradas normais ou bem formadas (firmes);

b) Fezes anormais tendendo a pastosas, mais ainda nao diarreicas;

c) Fezes pastosas caracterizando diarreia moderada;

d) Fezes aquosas caracterizando diarreia intensa.

2.4. Diarreia

A diarreia ocorre devido ao aumento da peristalse e segmentagcdo geral, causados por
inflamacdo e desequilibrio na absorgéo e secre¢do da mucosa intestinal, segue-se um aumento do
fluxo de fezes com quantidade excessiva de agua resultando em uma diminuicdo do tempo de
permanéncia dos alimentos no trato gastrointestinal. Por causa da deficiéncia na absorcdo de
liquido, as fezes geralmente sdo pastosas e mais moles que o normal. A frequéncia da defecagédo
é geralmente aumentada (Blood e Henderson, 1979; Foster e Smith, 2009).

A diarreia pode ser classificada de acordo com o local de origem (intestino delgado,
intestino grosso), quanto ao agente etioldgico e quanto ao mecanismo. Quanto ao mecanismo
fisiopatologico podem ser classificadas em trés tipos (Ettinger e Feldman, 2009).

A diarreia osmotica ocorre devido a quantidade excessiva de liquido no lumen intestinal,
gue ndo é absorvido, causando aumento da pressdo osmotica no limen intestinal No caso da
diarreia esudativa, ocorre aumento dos produtos inflamatorios levando a uma reducdo na
absorcdo de liquidos e eletrolitos devido a necrose da mucosa intestinal, que gera um acumulo de
liguido no lumen intestinal. Por fim o desequilibrio entre absorcdo e secrecdo sem alteracdo da
mucosa € classificada em diarreia secretora (Cunha, 2010).

A diarreia pode provocar desidratacdo progressiva, acidose metabdlica e devido a atrofia
das micro vilosidades a capacidade da absorcao intestinal fica alterada, sendo uma das principais
causas de morte em bezerros (Oliveira Filho, 2006).

Diversos fatores favorecem a predisposicdo de diarreia em bezerros. Muitos sao
relacionados a alta contaminacdo ambiental, pela a presenca de outras espécies animais; a baixa
higienizacdo de bebedouros e comedouros; a alta concentracédo de fezes no bezerreiro.

Fatores relacionados ao aumento do estresse - transporte, privacdo de agua ou alimento,
periodo de desmama, ingestdo inadequada de colostro, corte e cura inadequada do umbigo e alta
densidade populacional - sdo falhas no manejo que favorecem as condi¢des para a proliferacéo
de micro-organismos patogénicos.

A severidade clinica da diarreia depende dos tipos de micro-organismos, das condi¢des do

hospedeiro e do ambiente em que se encontra.
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2.5. Agentes patogénicos identificados em fezes de bezerros
2.5.1. Protozoarios

Foram observados pela primeira vez por Antony van Leeuwenhok, em 1681, em suas
préprias fezes tendo estes protozodrios diversas denominagdes durante muito tempo. Em 1915
Stiles denominou Giardia lamblia em homenagem ao Dr. Vilem Lambl, de Praga que descreveu
com detalhes a presenca destes protozodrios no intestino de humanos. Atualmente este
protozoario ¢ denominado de Giardia duodenalis embora a classificacdo ainda esteja em
transformagdo conforme o hospedeiro em que foi encontrada (Adam, 2001). De forma
semelhante, Eimeria foi primeiramente descrita por Leeuwenhoek em bile de coelho 1674, sendo
0 género proposto por Schneider em 1875 (Hammond & Long, 1973).

De acordo com a recente revisdo de classificacdo dos organismos eucariéticos, Giardia
spp. pertence ao Reino Protista, Sub-reino Protozoa, Filo Sarcomastigophora, Subfilo
Mastigophora, Classe Zoomastigophorea, Ordem Diplomonadida, Subordem Diplomonadina
Familia Hexamitidae, Género Giardia (Fava, 2013).

Giardia duodenalis ¢ um protozoario intestinal flagelado intracelular de distribuicao
mundial presente em diversas espécies capaz de causar sinais clinicos relacionados a diarreia
exsudativa e distarbios intestinais (Xiao e Herd, 1994; Thompson, 2000; Cunha, 2010; Demeu et
al., 2011). Embora a giardiase seja uma doenca subestimada e subdiagnosticada (Caccio e
Sprong, 2010), o micro-organismo possui grande importancia epidemiolégica e clinica por sua
alta morbidade sendo escassos os trabalhos sobre Giardia spp. em bovinos no Brasil.

A Giardia duodenalis é encontrada em bezerros saudaveis e, com menos freqliéncia, em
bovinos adultos, 0 que causa certa incerteza sobre o seu papel de agente causador de diarréia em
bezerros (Trout et al., 2004; (Blanchard, 2012; Fava, 2013). Podem estar presentes em infeccdes
subclinicas como também podem causar diarreia exudativa devido a atrofia das vilosidades com
diminuicdo da digestdo de nutrientes; inflamacdo linfocitica, associados a outros agentes
infecciosos, marcada pela alta morbidade e baixa mortalidade.

A transmissdo de um hospedeiro para outro é por ingestao de cistos excretados nas fezes de
bezerros infectados importante para a dispersdo e sobrevivéncia dos parasitas. A transmissdo
pode ser direta de um hospedeiro para outros ou indireta por alimentos, dguas contaminadas
pelas fezes, ou também transmitidas possivelmente, por insetos vetores mecanicos (Olson et al.,
2004; O'handley e Olson, 2006; Blanchard, 2012).

Os coccidios sdo representados pelo género Eimeria spp., cujas espécies sdo parasitas
gastrintestinais em ampla variedade de vertebrados. Uma vez ingeridos, multiplicam-se nas

células epiteliais do intestino delgado e grosso.

18



A eimeriose ou coccidiose bovina é conhecida como diarreia de sangue ou curso vermelho,
causada por protozodrios do género Eimeria bovis e Eimeria zuernii. Pertencem a familia
Eimerridae, subordem Eimeriorina, ordem Eucoccidiorida, subclasse Coccidiasina, classe
Conoidasida, filo Apicomplexa e Reino protista.

Os sinais clinicos podem aparecer com o rompimento mecanico das células da mucosa
pelos estagios sexuados dependendo do nimero de oocistos ingeridos, da espécie de Eimeria, da
idade do bovino e do sistema de criacdo. A forma da coccidiose em bezerros pode ser clinica ou
subclinica, depende da imunidade do animal. A diarreia nos bezerros geralmente é exudativa
com intensa inflamacdo do intestino delgado e grosso; fezes aquosa e fétida, podendo ter a
presenca de sangue, chagando a ser sanguinolenta. Pode ocorre prostracdo, perda de peso,
anemia e febre em bezerros (Berne et al., 1989; Bowman e De Georgis, 2010; Polizel, 2013;
Hillesheim e Da Costa Freitas, 2016).

Embora descrito pela primeira vez na mucosa gastrica de camundongos por Tyzzer (1907),
Cryptosporidium spp. foi primeiramente reconhecido como potencial agente de diarreia em
bezerros na Turquia em 1955. Foi posteriormente identificado em outras espécies de animais em
que se acha que a infeccdo era oportunista e inofensiva. Contudo o primeiro reconhecimento da
gravidade do Cryptosporidium parvum em bezerros foi no final da década de 1970 como causa
principal de surtos e casos esporadicos de diarréia. C. parvum surgiu, com a AIDS, nos humanos,
no inicio da década de 80 como uma doenca potencialmente fatal nesta subpopulacéo (Tzipori e
Griffiths, 1998; Martins-Vieira et al., 2009).

Cryptosporidium spp. pertence ao filo Apicomplexa, classe Sporozoasida, subclasse
cocidiasina, ordem Eucocidiorida, subordem Eimeriorina, familia Cryptosporidiidae. As
principais espécies que causam diarreia em bezerros sdo - Cryptosporidium parvum,
Cryptosporidium bovis e Cryptosporidium andersoni (Xiao e Herd, 1994; Tzipori e Griffiths,
1998; O'handley e Olson, 2006).

Os sinais de criptosporidiose sdo semelhantes em bezerros sdo diarreia exudativa, presenca
de fezes amareladas palidas com muco, letargia, anorexia e desidratacdo (Martins-Vieira et al.,
2009; Bowman e De Georgis, 2010).

Como diagndstico da Criptosporidiose 0s oocistos sdo visualizados no exame fecal através
de métodos de flutuacdo em solucdo concentrada de sacarose. Os oocistos também podem ser
visualizados utilizando-se técnicas de coloracdo sobre esfregacos fecais (azul de metileno,
Giemsa, iodo, Ziehl-Neelsen) (Xiao e Herd, 1994; Tzipori e Griffiths, 1998; O'handley e Olson,
2006).
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2.5.2. Helmintos

A primeira descricdo dos nematdides do género Strongyloides spp. remonta a 1856 por
Wedl e Busk (1856) para parasitar o trato gastrointestinal de varios animais vertebrados
incluindo seres humanos (Dorris et al., 2002; Streit, 2008).

As infeccBes por Strongyloides spp. e Strongylidios spp. sd&o moderadas e assintomaticas
na maioria das espécies animais. A infecgdo nos animais ocorre geralmente em neonatos devido
ao sistema imunolédgico ainda ndo totalmente desenvolvido e que sdo postos em situacGes de
estresse. Tipicamente habitam o abomaso e intestino delgado apresentando diarreia quando a
infeccdo é muito macica. A infeccdo se caracteriza por fezes pastosas e diarreia persistente,
desidratacdo, emagrecimento progressivo, pelo hirsuto e pode levar a morte, pois esta associada
a quadros de desnutricdo com deficiéncias nutricionais (Schuch, 1998; Viney e Lok, 2007;
Bowman e De Georgis, 2010).

Existem quatro superfamilias de Strongylidios spp. — Trichostrongyloidea, Strongyloidea,
Ancylostomatoidea e Metastrongyloidea (Bowman e De Georgis, 2010).

O género Strongyloides é o Unico entre os parasitas de nematodes de vertebrados de
animais domésticos que possui geracOes parasitarias de vida livre facultativa e parasitaria
obrigatoria. A principal via de transmissdo das espécies de Strongyloides spp. e Strongylidios
spp. € a transmamaria. Estes helmintos parasitam o intestino delgado e as fémeas adultas
depositam ovos de capsula delgada que contem embries. Os ovos se rompem no intestino ou no
pasto eliminando larvas de vida livre que sdo infectantes. As larvas infectantes penetram a

mucosa do hospedeiro (Bowman e De Georgis, 2010).

2.5.3. Escherichia coli

A E.coli foi descrita pela primeira vez pelo pediatra aleméo Theodore Escherich, em 1885,
como Bacterium coli commune, bastonetes isolados das fezes de criangas saudaveis pelo célon.
Em 1919, ap6s uma revisdo de nomenclatura, a Bacterium coli commune passou a ser chamada
de Escherichia coli. Em 1943, estudos de Kauffman et al; estabeleceram esquemas antigénicos
para E. coli, o que possibilitou a classificacdo sorolégica desse grupo (Koneman et al., 2008).

Em 1945, uma epidemia de diarreia infantil em Londres foi relacionada a sorogrupos de
E.coli por Bray. Em 1949, Taylor et al; descreveram outras cepas epidémicas de E.coli
futuramente identificadas pelo sorogrupo O111. Ao longo do tempo outros bastonetes foram
relacionados a diarreia e a outras enfermidades em animais e nos seres humanos. Varias espécies
compde o género Escherichia como: Escherichia blatte, Escherichia fergusoni, Escherichia

hermanii, Escherichia vulneris e Escherichia coli, esta ultima é a mais importante para 0s
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animais, a mais pesquisada como modelo de estudo para a evolucdo de procariotos (Moreira,
2007).

A bactéria Escherichia coli € um importante patdgeno, em muitas espécies, e pode causar
infeccdes intestinais e sistémicas em bezerros (Salvadori et al., 2003). O género Escherichia,
membro da familia Enterobacteriaceae, é composto de varias espécies patogénicas e nao
patogénicas (Drummond, 2011). Em animais imunocomprometidos, cepas de E.coli ndo
patogénicas podem causar infecgdo (Nataro e Kaper, 1998).

Cepas patogénicas de E.coli sdo classificadas em grupos ou patotipos nos quais podem ser
diarreiogénicos ou uropatogénicos dependendo dos genes que podem ser encontrados em ilhas
de patogenicidade, plasmideos ou bacteriofagos (Salvadori et al., 2003; Gyles e Fairbrother,
2010; Coura, F. M. et al., 2015). Cinco patotipos estdo associados a diarreia em bezerros e seus
mecanismos de aderéncia estdo ilustrados na figura 1. E.coli enterotoxigénica (ETEC), E.coli
enteropatogénica (EPEC), E.coli enterohemorragica (EHEC), E.coli produtora de toxina shiga
(STEC) e E.coli necrotoxigénica (NTEC) sdo os principais patotipos que causam diarreia em
bezerros (Coura, F. M. et al., 2015).

Estes fatores de viruléncia s&o codificados por genes em ilhas de patogenicidade ou em
plasmideos que podem ser transferidos entre cepas de E.coli (Coura, F. M. et al., 2015). Muitas
cepas de E.coli patogénicas e um perfil parasitoldgico ja foram identificados em fezes de
bezerros em outros estados brasileiros, porém no Distrito Federal ainda ndo foram feitos estudos
sobre a identificacdo de genes de viruléncia em bezerros e um isolamento de protozoarios de
fezes de bezerros (Rigobelo et al., 2006; Aidar-Ugrinovich et al., 2007; Etcheverria e Padola,
2013; Coura et al., 2014b)
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Figura 1: (Patotipos de Escherichia coli patogénicas e seus mecanismos de patofisiologia. Fonte: Adaptado de Croxen et al., 2013)



2.5.4. Salmonella spp.

A Salmonella entérica sorotipo Typhimurium (Salmonella Typhimurium) e sorotipo Dublin
(Salmonella Dublin) s&o os sorotipos mais comuns isolados de fezes de animais adultos e jovens,
causam septicemia, diarreia com fezes aquosas a mucoides amarelas a hemorragicas, com
fibrina, necrose intestinal, artrite séptica, meningite, gangrena das extremidades e morte subita
(Coura, F. M. et al., 2015). Surtos de salmonelose ocorrem com alta morbidade e mortalidade em
animais jovens dependendo do manejo e idade destes animais sendo a via oral-fecal o principal
meio de transmissdo (Blanchard, 2012).

Salmonella Dublin, é um sorotipo, mais adaptado aos bezerros e causa diarreia em animais
de cinco dias a adultos com septicemia e enterite. Outros sorogrupos ndo tdo adaptados aos
bezerros podem infectar outros animais, dependendo do grau de infec¢do, bezerros podem
eliminar Salmonella spp. ao longo do tempo sem mostrar sinais clinicos (Blanchard, 2012; EI-
Seedy et al., 2016).

A salmonelose entérica pode causar intensa inflamacdo e enterite fibrino hemorrégica
ocasionando em uma diarreia inflamatoria e exudativa com fezes sanguinolentas. Na necropsia €
observado edema e homorragia de linfonodos mesentéricos, esplenomegalia, hepatomegalia,
presenca de petéquias hemorragicas no peritonio e inflamacéo da porcéo distal do ileo e do colén
(Cunha, 2010).

2.5.5. Agentes virais

Os Rotavirus sdo os principais agentes de diarreia nas primeiras semanas de vida dos
bezerros infectados, com periodo de incubacdo de um a quatro dias, a infec¢do ocorre apos o
contato com o virus no ambiente, que pode conter uma grande quantidade de particulas virais, as
particulas virais sdo eliminadas nas fezes de animais infectados e contaminam o ambiente, aonde
0 virus se mantém estavel (Jerez et al., 2002).

O rotavirus é o patdgeno entérico mais comum ou o0 segundo mais encontrado nas fezes
diarreicas de bezerros neonatos, enquanto que o coronavirus é o terceiro patdgeno mais
comumente relatado. Ambos acometem a capacidade de absorcéo das vilosidades o que leva a
uma incompleta indigestdo de dissacarideos e aumento na pressdao osmatica no limen intestinal,
causando diarreia osmotica em bezerros (Schuch, 1998; Foster e Smith, 2009; Blanchard, 2012;
Coura, Fernanda Morcatti et al., 2015).
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3. Objetivos

3.1. Objetivos gerais

O presente trabalho teve como objetivo realizar um levantamento parasitolégico, isolar E.coli e
realizar a deteccdo de genes de enterotoxinas e adesinas através de técnica molecular, reacao de
polimerizacdo em cadeia (PCR), das cepas de Escherichia coli isoladas de bezerros higidos e
com diarreia no Distrito Federal, Brasil.

3.2. Objetivos especificos

e Determinar genes codificadores de enterotoxinas termolabil-1 (LT-I) shiga toxina-I
(stx1), adesina da intimina (eae), e adesina (K99), das cepas de E.coli pelo método
da PCR;

e Identificar agentes parasitarios nas fezes de bezerros.
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CAPITULO I

PERFIL PARASITOLOGICO ENCONTRADO EM FEZES DE
BEZERROS NO DISTRITO FEDERAL, BRASIL

RESUMO

Dentre os parasitas gastrointestinais de maior importancia para bezerros encontram-se 0s
estrongilideos, estrongiloides, Eimeria spp. e Giardia spp., agentes causadores de diarreia em
animais jovens. No presente estudo foram visualizadas as ocorréncias desses parasitas em fezes
obtidas de bezerros no Distrito Federal, durante o periodo de novembro de 2015 a margo de
2016, com fezes de diferentes caracteristicas.

Foram coletadas 83 amostras de fezes de bezerros de ambos 0s sexos no intervalo de 3
meses a 9 meses de idade. Os resultados demonstraram a presenca de cistos de Giardia spp. e
oocistos do coccideo Eimeiria spp. em 21,7% (18/83) e 36,1% (30/83) das amostras
respectivamente. Quanto aos helmintos foram observados 33,7% (28/83) ovos de estrongilideos
e 9,6% (8/83) ovos de estrongiloides. A visualizagcdo e associacdo desses parasitas frente ao
quadro clinico de bezerros sdo de extrema importancia para a literatura, complementando a
epidemiologia desses protozoarios e helmintos.

Palavras chaves: eimeriose; bezerros; giardiase; helmintoses

PARASITOLOGICAL PROFILE FOUND FROM FECES OF CALVES IN THE FEDERAL
DISTRICT, BRAZIL

ABSTRACT

Among the gastrointestinal parasites of major importance for calves are the strongilids,
strongyloids, Eimeria spp. and Giardia spp., agents that cause diarrhea in young animals. In the
present study, the occurrence of these parasites in feces obtained from calves in the Federal
District, during the period from November 2015 to March 2016, with feces of different
characteristics were visualized.

Eight (83) feces samples were collected from calves of both sexes between 3 months and 9
months of age. The results showed the presence of Giardia spp. and oocysts of the coccyx
Eimeria spp. In 21.7% (18/83) and 36.1% (30/83) of the samples respectively. Regarding the
helminths, 33.7% (28/83) strongyloid eggs and 9.6% (8/83) strongyloid eggs were observed. The
visualization and association of these parasites with the clinical picture of calves are extremely
important for the literature, complementing the epidemiology of these protozoa and helminths.

Key words: Eimeriosis; calves; Giardiasis; Helminthes
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INTRODUCAO

A diarreia, uma das principais causas de mortalidade em bezerros é uma doenca
multifatorial e dentre os agentes infecciosos e parasitarios encontramos 0s protozoarios Eimeria
spp., Giardia spp. e os helmintos estrongilideo e estrongiloides cujas principais vias de
transmissédo ocorrem pela ingesta de ragdes contaminadas por animais infectados no rebanho e
pela via fecal-oral direta.

Eimeria spp. durante o ciclo bioldgico, induz a destruicdo de enterdcitos causando perda de
agua, sangue, albumina e eletrélitos para o lumen intestinal 0 que causa um impacto direto na
producdo de bezerros Daugschies e Najdrowski, (2005); Almeida et al., (2011). Eimeriose
bovina € mantida no rebanho com a presenca de animais adultos contaminados, que se tormam
portadores assintomaticos reconhecidos como fontes de infeccdo para animais mais jovens e
mais susceptiveis a parasitose (Matjila e Penzhorn, 2002; Daugschies e Najdrowski, 2005).

Giardia spp. sdo protozoarios flagelados ndo invasivos que se multiplicam assexuadamente
na superficie do intestino delgado de hospedeiros vertebrados (Thompson, 2000). Possuem a
forma de trofozoito que aderem as células da mucosa do intestino delgado e cistos que sé&o
estruturas infectantes resistentes ao meio ambiente, e que podem causar atrofia das vilosidades,
inflamacéo linfocitica e ma absorcdo com aumento de secrecdo no limen intestinal acarretando
em diarreia (O’handley e Olson, 2006; Bowman e De Georgis, 2010).

Bezerros podem se infectar durante o pastejo ao ingerirem larvas infectantes de helmintos
e podem adquirir cargas altas de estrongilideos e estrongiloides. Cargas altas de infeccdo e
dependendo das espécies patogénicas envolvidas, esses hospedeiros podem causar diarreia
(Bowman e De Georgis, 2010; Oliveira et al., 2017).

No Distrito Federal, ha poucos relatos sobre o perfil parasitologico da presenca desses
protozoarios e helmintos na regido através da visualizacdo de cistos de Giardia spp. e ovos de
helmintos pelos bezerros, sendo necessarias mais informacdes a respeito da visualizacdo de
cistos de Giardia spp. e ovos de helmintos frente a um quadro clinico de diarreia. Neste
contexto, o objetivo do trabalho foi a visualizacdo de cistos de Giardia spp. e ovos de
estrongilideos e estrongiloides diretamente das fezes de bezerros de propriedades mistas na

regido do Distrito Federal.
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MATERIAL E METODOS

Durante o periodo de novembro de 2015 a margo de 2016, 14 propriedades de cinco locais
diferentes no Distrito Federal (Gama, Sdo Sebastido, Brazlandia, Planaltina e Paranoa) foram
visitadas e coletadas amostras fecais de 83 bezerros de diferentes racas, variando de trés dias a
nove meses de idade.

As fezes foram coletadas diretamente da ampola retal dos animais com uso de luvas
estéreis e acondicionadas em frascos estéreis apropriados para coleta de fezes, previamente
identificados, transportados, armazenados em bolsa térmica com gelo reciclavel e encaminhados
ao laboratorio de Parasitologia e Doencas Parasitarias da Universidade de Brasilia (LPDP/UnB)
onde foram processadas e classificadas de acordo com Walker et al. (1998), quanto a aparéncia,
para auxiliar a interpretacdo do parasitismo.

A técnica de MacMaster (Gordon e Whitlock, 1939) foi utilizada para contagem de ovos
por grama de fezes (OPG) sendo pesados dois gramas de fezes previamente homogeneizadas.
Para a visualizacdo dos cistos de Giardia spp. foi utilizada a técnica de Faust (Faust et al., 1939)
sendo pesados um grama de fezes.

Todos os exames foram realizados em até 24 horas apés a coleta e as fezes que néo

estavam sendo processadas eram mantidas em refrigeracéo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, das 83 amostras de fezes colhidas, 35 eram fezes consideradas fezes de
bezerros sem sinais clinicos de diarreia, normais (fezes formadas e bem firmes) e 48 eram fezes
consideradas de bezerros com sinais clinicos de diarreia sendo 15 liquidas (caracterizando
diarreia intensa), 24 consideradas pastosas (caracterizando diarreia moderada), 8 fezes
consideradas mucoides (fezes pastosas com bastante muco) e uma sanguinolenta (considerada
liguida com presenca de sangue) de acordo com a classificacdo de Walker et al. (1998) como

demonstrado na figura 1.
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Figura 1: Classificacdo segundo Walker et al. (1998) das fezes coletadas de bezerros

O presente trabalho visualizou cistos de Giardia spp. em 18 amostras (21,7%), de fezes
sendo que 10 (12%) foram oriundas de bezerros que apresentavam sinais clinicos de diarreia
pastosa a aquosa e 8 (9,6%) de bezerros sem sinais clinicos (fig 2).

Os Resultados encontrados séo superiores aos relatados por Guimaraes et al. (2001) para
de cistos de Giardia spp. em fezes de bezerros leiteiros no municipio de Lavras, Minas Gerais.

Resultados mais aproximados foram encontrados por Fava (2013) que observou 18,7%
cistos de Giardia spp. de fezes de bezerros em Uberlandia e por Nguyen et al. (2016) que
observaram a presenca dos cistos em 13,8% em fezes de bezerros neonatos na regido do
Vietnam.

Estudos realizados por Janior et al. (2011) observaram resultados superiores ao presente
trabalho 25,6% em propriedades de producdo de leite na regido do Campo das Vertentes de
Minas Gerais de bezerros com até trés meses de idade. Resultados superiores ao presente estudo
também foram observados por Wade et al. (2000) 21,1% obtido de fezes de bezerros com até
seis meses de idade no estado de Nova lorque.

Os oocistos de Eimeria spp. foram visualizados em 30 amostras representando 36,1%
sendo que 19 (22,9%) foram de bezerros com sinais clinicos de diarreia pastosa a mucoide e

11(13,2%) de animais sem sinais clinicos como demonstrado na figura 2.
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Figura 2: Presenca de cistos de Giardia spp. e oocistos de Eimeria spp. em fezes diarreicas e ndo
diarreicas de bezerros.

Em relacdo a Eimeria spp. foram visualizados oocistos em 30(36,1%) das 83 amostras 0
que corrobora com a pesquisa feita por Peter et al. (2015) que visualizou (42.7%) amostras,
oocistos de Eimeria spp e Florido et al. (2016) que encontrou (66.66 %). Porém resultados
superiores a Rashid et al. (2015) que em 230 amostras identificaram 18 (7,83%) oocistos de
Eimeria spp.

Em relacdo aos helmintos, das 28 amostras que continham ovos de estrongilideos, 14
(16,9%) foram de fezes de bezerros com sinais clinicos de diarreia pastosa e 14 (16,9%) de fezes
de bezerros sem sinais de diarreia como demonstra a figura 3. Quanto aos ovos de estrongiloides
spp., 0 presente estudo observou em apenas 8 (9,6%), sendo 6 (7,2%) amostras oriundas de fezes
de bezerros com sinais clinicos e 2 (2,4%) de fezes de bezerros sem sinais clinicos. Porcentagem
semelhante ao encontrado por Peter et al. (2015) que encontrou em apenas 6 amostras de 110
(5,4%) ovos de estrongiloides spp. e por Rashid et al. (2015) que em 230 amostras identificou
17 (7.39%).
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Figura 3: Presenca de ovos de estrongilideos e estrongiloides em fezes diarreicas e ndo diarreicas
de bezerros.

Foram observados ovos de estrongilideos em 28 (33,7%) superior ao trabalho feito por
Rashid et al. (2015) que observaram apenas 21(9,13%) ovos de estrongilidios spp.

No presente estudo ndo foram observados ovos de Eimeria spp. em 53(63,8%) amostras
sendo 29 e 24 de animais com sinais clinicos e sem sinais clinicos respectivamente. Ndo foram
observados cistos de Giardia spp. em 65 (78,3%) amostras. Também ndo foram observados ovos
de estrongilidios spp. e estrongiloides spp. em 53 e 75 amostras respectivamente.

CONCLUSAO

Fatores como 0 manejo, parametros geograficos e climaticos, a idade do hospedeiro e o
tipo de teste usado para diagnostico influenciam na variacao de cistos. Quanto a idade diversos
autores (Xiao e Herd, 1994; Olson et al., 1997) consideram o0s animais mais jovens como
principais fontes de Giardia spp. com excrecao intermitente de cistos o que dificulta ainda mais
o diagnostico (Geurden et al., 2010).

Embora o estudo tenha observado a presenca de cistos, oocistos e ovos em fezes de
bezerros que demonstraram sinais clinicos de diarreia, encontrar esses agentes nas fezes de
bezerros doentes ndo justifica que sejam causadores primarios de diarreia, da mesma forma que
alguns animais apresentavam sinais clinicos de diarreia aquosa, mas ndo foram encontrados
cistos de Giardia spp., oocistos de Eimeria spp. € ovos de helmintos nesses animais 0 que sugere
que possivelmente outros fatores estariam causando esses sinais clinicos ou 0s bezerros ainda

nao estariam em transmitindo esses cistos, oocistos e ovos em suas fezes.
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RESUMO

Um total de 83 cepas de Escherichia coli foi isolado de fezes de bezerros na regido do
Distrito Federal, procurando a deteccdo de genes de enterotoxinas e adesinas (LT-I, stx;, eae e
K99). Das cepas isoladas 16 (19,3%) amplificaram para o gene da adesina intimina (eae), 6
amostras (7,2%) amplificaram para o gene de Shiga toxina (stx;) e 5 (6,0%) amostras
amplificaram para ambos 0s genes eae e stx;. Nenhuma das E.coli amplificou os genes K99 e
LT-I. Esses resultados demonstraram a presenca dos genes eae e stx; em cepas de E.coli isoladas
de bezerros diarreicos e nédo diarreicos no Distrito Federal.

Palavras chaves: Diarreia, Bezerros, Escherichia coli, Distrito Federal

ABSTRACT

A total of 83 strains Escherichia coli were isolated from calf feces in the Federal District,
Brazil, searching for the detection of enterotoxin and adhesin genes (LT-I, stx1, eae and K99). 16
strains (19.3%) amplified for the Intinin Aminin (eae) gene, 6 samples (7.2%) amplified for the
Shiga toxin gene (stx;) and 5 (6.0%) samples amplified to both the eae and stx; genes. None of
the E. coli amplified the K99 and LT-I genes. These results demonstrated the presence of eae
and stx; genes from E.coli strains isolated from diarrheic and non-diarrheal calves in the Federal
District.

Key words: Diarrhea, Calves, Escherichia coli, Federal District.

41



INTRODUCAO

Escherichia coli é considerado um microrganismo comensal do trato gastrointestinal em
mamiferos, embora seja um importante patégeno associado a diarreia, devido a capacidade desse
microrganismo perder ou adquirir genes codificantes de fatores de viruléncia tornando-o um
patdgeno altamente diversificado e adaptado a diferentes hospedeiros (Croxen et al., 2013).

Bezerros aparentemente sadios podem transmitir cepas patogénicas de E.coli através da
principal via de infecgdo, a via fecal-oral desta forma, alimentos, agua, baldes, leite, cochos
contaminados pelas fezes de bezerros portadores sdo importantes fontes de infeccdo para animais
susceptiveis a adquirirem a bactéria. E.coli enterotoxigénica (ETEC); E.coli enteropatogénica
(EPEC); E.coli enterohemorréagica (EHEC); E.coli produtora de toxina Shiga (STEC) e E.coli
necrotoxigénica (NTEC) (Coura et al., 2014) séo as principais cepas de E.coli diarreiogénicas
para bezerros e séo classificadas de acordo com os fatores de viruléncia que expressam.

A detecgdo de genes de viruléncia circulantes no rebanho de bezerros na regido do Distrito
Federal é importante para melhora sanitaria da producgéo de bezerros.

Este estudo teve como objetivo a deteccdo dos genes codificadores para adesédo, producgéo
de adesinas K99, Intimina (eae) e de genes codificadores de enterotoxinas shigatoxinas (stx;) e
termolabil-1 (LT-1), isoladas de fezes de bezerros com e sem sinais clinicos de diarreia coletados

em propriedades localizadas no Distrito Federal.

MATERIAL E METODOS

Obtencdo das amostras

Foram coletadas amostras fecais diretamente da ampola retal dos animais com uso de luvas
estéreis e acondicionadas em frascos estéreis apropriados para coleta de fezes, previamente
identificados, de 83 bezerros de ambos 0s sexos, sendo 68 mesticos, 9 holandeses, 6 jérseis e
com idades variando de trés dias a nove meses. Durante o periodo de novembro de 2015 a marco
de 2016.

As amostras foram obtidas de cinco locais diferentes no Distrito Federal (Gama, Sao
Sebastido, Brazlandia, Planaltina e Paranoa), em 14 propriedades diferentes. Os frascos foram
armazenados e transportados em bolsa térmica com gelo reciclavel e encaminhadas ao
laboratério de Microbiologia Médica Veterinaria da Universidade de Brasilia (UnB) para cultivo
e analises. Para as andlises microbianas e diagndsticas, as fezes foram semeadas em placas de

Petri contendo 4gar MacConkey (Oxoid®), sendo incubadas em estufa a 37°C por 24h.
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Apds o periodo de incubacdo, foram observadas as caracteristicas morfologicas das
colbnias. As coldnias que apresentaram coloracdo rosea, tipica de fermentacdo da lactose, foram
repicadas em agar sangue carneiro 5% e agar eosina azul de metileno — EMB para posterior
identificacdo bioquimica.

Todas as colonias foram submetidas aos testes bioquimicos: Indol, Vermelho de Metila,
Voges-Proskauer, Citrato, Motilidade, Gelatina, Nitrato, Triplo acucar e ferro (TSI), Malonato,
Fenilalanina, Ureia, Esculina, Descarboxilagdo de lisina, Arginina e Ornitina e fermentacdo de
acucares: Glicose, Sacarose, Lactose, Ramnose, Rafinose, Xilose, Arabinose, Maltose, Manitol,
Trealose, Salicina, Dulcitol e Sorbitol segundo Quinn et al. (2005) e Trabulsi e Alterthum (2004)

As colbnias identificadas bioquimicamente e morfologicamente como sendo de
Escherichia coli foram inoculadas em caldo infusdo coracéo cérebro (BHI), colocadas em estufa
a 37°C por 24h para criopreservagao (800 pl do caldo com crescimento bacteriano acrescentado
de 200 pl de glicerol) e futura extracdo de material genético para pesquisa de genes de

enterotoxinas e adesinas.

Extracdo de DNA bacteriano e deteccdo de genes de enterotoxinas

As amostras criopreservadas foram expostas a temperatura ambiente, em seguida repicada
em agar sangue carneiro 5% colocadas em estufa a 37°C por 24h. Depois foram retiradas trés
alcadas de coldnias previamente isoladas e com as mesmas caracteristicas morfologicas,
colocadas em 300 pl de 4gua Mili-Q em microtubos do tipo eppendorf® e homogeneizados em
vortex. Os tubos foram colocados em banho maria a agua fervente em 100°C por 10 minutos,
para 0 rompimento celular e liberacdo de DNA sendo imediatamente centrifugadas a 13000 rpm
(Centrifuga SIGMA® 2K15) previamente ligada por 15 minutos para alcancar a temperatura de
4°C. Apés a centrifugacdo os sobrenadantes contendo DNA foram coletados e repassados em
novos microtubos e congelados.

Seguindo protocolo adaptado de (Blanco et al., 1997), as reacdes de PCR foram realizadas
em volume final de 50 ul, contendo 2ul de DNA extraido; 5,0ul de solugdo tampdo 10x,
(PHONEUTRIA® Belo Horizonte, MG); 1,5 MgCl, 50 mM, (PHONEUTRIA® Belo Horizonte,
MG); 1,25 ul de INTP 10 mM, (NEOBIO® Botucatu, SP); 1,0ul de Tag DNA polimerase (5U/pl,
PHONEUTRIA® Belo Horizonte, MG) e 0,5 pl de cada primer (forward e reverse) na diluicio
de 10 pmol/ul especifico para cada enterotoxina e adesina. A sequéncia dos nucleotideos dos

primers utilizados, o tamanho dos amplicons e a temperatura de anelamento estdo na tabela 1.

Tabela 1 — Sequéncia de oligonucleotideos, temperatura de anelamento e tamanho dos amplicons
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Enterotoxinas e Sequéncias (5"~ 3") Temperaturas Tamanho do

Adesinas de anelamento  amplicons (pb)
5-TATCCTCTCTATATGCACAG-3’
LT-I 5- TATAACAGCTTCCACTACAG-3 54,3°C 480
5 AGGTTGCAGCTCTCTTTCAATA3Z
stxa 5 CTCAGGGGATAATTTGTTTGCAZ 58,4°C 364
5 GACCCGGCAACAAGCATAAGCY
eae 5-CCTCTTGTTGCTGCAGGTGG-3 63,3°C 384
5’TGGGACTACCAATGCTTCTG-3’
K99 5’GCTCCGTCTAATGGTGGATA-3’ 58,4°C 450

Fonte: Salvadori et al., 2004

Os produtos de PCR foram submetidos & eletroforese (BIOTECH®) em gel de agarose a
2% acrescido de TEB (108,0g de tris base; 55,09 de &cido bdrico; 9,3g de EDTA e 90 ml de 4gua
destilada diluida), testados junto a um marcador de peso molecular (NORGEN®), visualizado no
transiluminador de ultravioleta (UVP®). Os controles positivos foram adquiridos no banco de

controles positivo do laboratorio de Microbiologia Médica Veterinaria.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No total de 83 amostras, 16 (19,3%) amplificaram para o gene da adesina intimina (eae) de
384pb como mostra a figura 1 abaixo, 6 amostras (7,2%) amplificaram para o gene de shiga
toxina (stx;) e 5 (6,0%) amostras amplificaram para ambos 0s genes eae e stx; e possivelmente.

N&o foram encontrados genes codificadores da toxina termolabel LT-1 e para a adesina
K99.

Dos 35 bezerros sem sinais clinicos de diarreia foram encontrados, em 12 deles, 0s genes
eae, stx; e stxj;/eae, sendo 8 (9,6%) bezerros apenas 0 gene eae, em 2 (2,4%) apenas 0 gene stx; e
2 (2,4%) com ambos 0s genes stxj/eae. Dos 48 bezerros que apresentavam sinais clinicos de
diarreia, foram encontrados em 14 bezerros 0s genes eae, stx; e stx;/eae, sendo que em 7 (8,4%)
amplificaram apenas o gene eae, em 4 (4,8%) apenas 0 gene stx; e em 3 (3,6%) para ambos os
genes stxi/eae. Identificamos amostras de E.coli das quais foram amplificados os genes de
intimina (eae) em 16 amostras (19,3%), em apenas 6 amostras para stx; e 5 amostras para ambos

0S genes eae/stx;.
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Fig. 1 - Eletroforese em gel de agarose representativa dos resultados da amplificacdo do gene
intimina (eae) de 384 pb. M (Marcador de peso molecular Norgen®); + (Controle positivo);
1 (Amostra Braz 4); 2 (Amostra Braz 5); 3 (Amostra 39); 4 (Amostra 75); 5 (Amostra 66); N

(Controle negativo); pb (pares de bases).

Resultados semelhantes para amplificacdo do gene stx; foram encontrados em amostras de
E.coli isoladas de bezerros por Salvadori et al. (2003), Nguyen et al. (2011) e Ferreira et al.
(2014). Leomil et al. (2003) e Coura et al. (2015) também encontraram resultados semelhantes
para a amplificacdo dos genes stx; e intimina (eae). Porém no presente estudo ndo foram

amplificados em nenhuma amostra os genes K99 e LT-I diferentemente de Coura et al. (2015).

Em termos percentuais, os resultados encontrados neste estudo diferem dos encontrados
por Wieler et al. (1996) que amplificaram para o gene eae em 70,1% das amostras e 0 gene stx;
em 87,7% das amostras de E.coli isoladas. Também diferem dos resultados de Aidar-Ugrinovich
et al. (2007), que em um total de 55 cepas, sendo 14 de bovinos saudaveis, identificaram 27
isolados (49% das amostras) que possuiam genes stx; e 14 (25% das amostras) que possuiam o
gene eae. Em seu estudo, os autores supracitados observaram que em 31 bezerros diarreicos, foi

identificada a presenca do gene stx; em 52% das E.coli isoladas, fato este que também difere da
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presente pesquisa no qual em bezerros diarreicos, apenas 4 amostras de E.coli amplificaram para
0 gene stx;.

Também Pourtaghi et al. (2013), em pesquisa realizada em bezerros no Iran, encontraram
em 22 cepas isoladas (68,8%) o gene K99 e em 10 cepas isoladas (31.2%) o gene stx;. No
presente trabalho foi encontrado o gene eae dado que difere do trabalho realizado por Pourtaghi
et al. (2013) que n&o o encontrou.

Picco et al. (2015), na Argentina, encontraram em um total de 39 cepas, 5 (12,8%) com o
gene eae e apenas 1 (2,6%) com o gene K99. O estudo de Picco et al. (2015), ndo encontrou o
gene LT-1 o que também foi semelhante com o presente estudo, que ndo identificou o gene LT-I.

Segundo Rigobelo et al. (2006) o gene para enterotoxina LT ¢é isolado mais
frequentemente de amostras de suinos e humanos.

Em um estudo realizado por Guler et al. (2008), em um total de 120 bezerros, 75 estavam
diarreicos ou septicémicos e 45 eram clinicamente saudaveis. Em 16% das E. coli isoladas de
bezerros diarreicos foram detectados os genes K99, F41 e STa pelo método de PCR multiplex,
metodologia n&o utilizada neste estudo.

Também por PCR multiplex, Andrade et al. (2012) encontrou em 18 bezerros sem sinais
clinicos de diarreia, 7 (38,9%) cepas com o0 gene stx;, 3 (16,7%) com 0 gene F41 e em 138
bezerros com sinais clinicos, 32 (23,2%) amplificaram para o gene stx;, 14 (10,1%) para ambos
0S genes stx; e eae, 4 (2,9%) para os genes K99 e stxy, 2 (1,4%) para 0s genes K99 e eae.

E. coli diarreiogénicas sdo isoladas de fezes de suinos, bezerros, aves, cdes, mesmo esses
animais ndao aparentando sinais clinicos de diarreia, estes patdgenos mesmo classificados como
ndo patogénicos possuem uma ampla variacdo genética e podem se tornar patogénicos tendo em
vista que podem trocar com muita facilidade e rapidez fatores de viruléncia. A capacidade de
adaptacdo, a resisténcia a diferentes espécies animais e a barreiras como a prépria acidez
estomacal destes animais € uma caracteristica importante associada a viruléncia (Blanchard,
2012).

Embora tenham sido observadas variacfes na descarboxilacdo dos aminoacidos lisina,
arginina e ornitina, ndo foram encontradas diferencas significativas na caracterizacao bioquimica
entre cepas de E.coli neste presente estudo em relagdo as tabelas de identificacdo contidas nos
livros de identificacdo laboratorial, Oliveira (2000) Quinn et al. (2005) e Koneman et al. (2008).

46



CONCLUSOES

Foram identificados genes codificadores para Shiga toxinas e adesinas, isoladas de fezes de
bezerros com sinais clinicos e sem sinais clinicos. Este estudo foi importante para descrever 0s

patotipos e fatores de viruléncia que circulam em bezerros na regido do Distrito Federal.
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