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Seventeen Holstein newborn calves were used with the objective of evaluating the influen-
ce of milk replacer volume in the pattern of pathogens causing neonatal diarrhea. The animals
were divided into two groups, 8 calves in group 1 and 9 calves in group 2. The calves were
fed twice daily in the total of 4 liters of milk replacer to group 1 and 6 liters to group 2. From
the 1% day of arrival of the calves feces were evaluated daily after the morning feeding for the
classification of diarrheal feces or without diarrhea. The first day of diarrhea until the seventh
day, feces were collected on alternate days (1%, 3", 5% and 7% day) directly from the rectum to
evaluate enteropathogens. Were collected blood samples from calves with five days of age for
determination of total protein. The average total protein was 6.33 and 6.21g/dL in groups 1
and 2, respectively. The group 2 tended (p<0.1) higher consumption of milk replacer during
the study period. The volume of milk replacer did not influenced the incidence of diarrhea and
the frequency of positive samples for each etiologic agent between the two groups (p>0.05).
Also, there was no difference (p>0.05) on the pattern of the frequency of positive samples for
evaluated pathogens. The frequency of pathogens in the samples was 100 and 75% for Cryp-
tosporidium, 28.5 and 43.7% for Salmonella spp., 28.5 and 15.6% for E. coli pathotypes, 3.5 and
6.2% for Rotavirus and 10.7 and 9.4% for Giardia in groups 1 and 2, respectively. Serotypes of
Salmonella infantis and muenster were found. The isolated pathotypes of E. coli isolates were
classified as Escherichia coli enteropathogenic, enterotoxigenic and Shiga-toxin-producing 1
and 2. Associations between Cryptosporidium spp. and E. coli pathotypes, and between Cryp-
tosporidium spp. and Salmonella spp. were found in 30% of the samples in group 1 and in 45.5%
in group 2, respectively. Our results showed that the different volumes of milk replacer did not
influence the incidence and etiology of neonatal diahrrea. Longitudinal evaluation of enteropa-
thogens during patency demonstrated that the association between the etiologic agents starts
from the first day of disease. This result highlighted the great importance of the infection by
Cryptosporidium spp. which was present in every moments and animals evaluated.
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RESUMO.- Foram utilizados 17 bezerros, recém nascidos,
da raca Holandesa, com o objetivo de avaliar a influéncia do
volume de sucedaneo nos principais patégenos causadores
de diarreia neonatal. Os animais foram distribuidos em dois
grupos, 8 bezerros do grupo 1 e 9 bezerros do grupo 2. Os
animais foram alimentados duas vezes ao dia totalizando 4
litros de sucedaneo diarios para o grupo 1 e 6 litros para
o grupo 2. A partir do 1° dia de chegada dos bezerros fo-
ram avaliadas as fezes diariamente apés o aleitamento da
manha para a classificacdo das fezes em diarreicas ou ndo
diarreicas. Do primeiro dia de diarreia até o sétimo dia, as
fezes foram coletadas em dias alternados (12, 32, 52 7° dia)
diretamente da ampola retal para avaliacdo dos enteropa-
togenos. Foram coletadas amostras de sangue dos bezerros
com cinco dias de idade para dosagem da proteina total. A
média da proteina total foi 6,33 e 6,21g/dL nos grupos 1 e
2 respectivamente. O grupo 2 apresentou tendéncia (p<0,1)
de maior consumo de sucedaneo no periodo avaliado. A
quantidade de sucedaneo oferecida aos animais nio influen-
ciou a incidéncia de diarreia e sua etiologia, ou seja, ndo foi
observada diferenca (p>0,05) na frequéncia das amostras
positivas para cada agente entre os grupos. A frequéncia dos
enteropatégenos nas amostras foi de 100 e 75% para Cryp-
tosporidium spp.; 28,5 e 43,7% para Salmonella spp.; 28,5 e
15,6% para patotipos de E. coli; 3,5 e 6,2% para Rotavirus e
10,7 e 9,4% para Giardia sp. nos grupos 1 e 2 respectivamen-
te. Foram encontrados os sorotipos de Salmonella infantis e
muenster. Os patotipos de E. coliisolados foram classificados
como E. coli enterohemorragica, enteropatogénica, entero-
toxigénica e produtoras de toxinas Shiga 1 e 2. Foi observada
associacdo entre o Cryptosporidium spp. e os patotipos de
E. coli em 30% das amostras do grupo 1 e Cryptosporidium
spp. e Salmonella spp. em 45,5% no grupo 2. Os resultados
do presente trabalho demonstraram que o fornecimento de
diferentes volumes de sucedaneo nao apresentou influéncia
sobre a incidéncia e etiologia da diarreia neonatal. A ava-
liagao longitudinal dos enteropatégenos durante o periodo
de paténcia da diarreia demonstrou que a associacdo entre
eles ocorre a partir do primeiro dia da doenca e destacou
a importancia da infec¢do pelo Cryptosporidium spp. agente
encontrado em todos os momentos e animais.

TERMOS DE INDEXACAO: Diarreia, bezerros, enteropatégenos,
sucedaneo, aleitamento.

INTRODUCAO

A diarreia em bezerros é uma doenga multifatorial e, ape-
sar de décadas de pesquisas sobre o assunto, ainda € a cau-
sa mais frequente de morte em neonatos (Lorenz 2006). A
diarreia contribui de 50% a 75% das mortes de bezerros
com até trés semanas de idade, com morbidade de 90% a
100% neste periodo, resultando assim em consideraveis
perdas econdmicas para o sistema de produgdo (Langoni et
al. 2004, Freitas 2009).

A sindrome diarreica neonatal ocorre como resultado
da interagao entre fatores relacionados ao bezerro, ao ma-
nejo e ao ambiente, incluindo colostragem, condi¢coes sa-
nitarias, instalacdes, estratégia de agrupamento, nutricdo,
estresse e exposicdo a um ou mais agentes infecciosos (Hall
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et al. 2004). Dentre os agentes infecciosos envolvidos na
diarreia, a literatura ressalta como mais frequentes a Es-
cherichia coli, Salmonella spp., Coronavirus, Rotavirus, Cryp-
tosporidium spp., Giardia sp. e Eimeria spp., sendo comum
as infec¢des mistas por esses agentes (Tzipori et al. 1980).

De acordo com Drackley (2008) existem evidéncias de
que bezerros com dietas para crescimento acelerado sio
mais resistentes a diarreia bem como a doengas respirato-
rias. Além disso, foi observado que aqueles animais quando
apresentam diarreia, tendem a recuperar-se mais rapida-
mente com menor impacto sobre a taxa de crescimento du-
rante a doenca.

O fornecimento de maior quantidade de leite ou su-
cedaneo tem beneficios também sobre a imunidade dos
bezerros. Deficiéncias nutricionais estdo relacionadas a
depressdo simultanea de varios mecanismos de defesa do
sistema imune, como diminui¢ao da concentracdo de IgA e
da liberagdo de citocinas como IL-1, IL-6 e TNF-a, além do
comprometimento dos mecanismos antioxidantes. Com a
imaturidade do sistema imunoldgico dos bezerros neona-
tos e maior susceptibilidade a doengas, a nutricdo adequa-
da em bezerros pode ter efeitos positivos sobre a resposta
imune e, consequentemente, melhorar a resposta as doen-
cas neste periodo de vida (Woodward 1998, Nonnecke et
al. 2003, Silper et al. 2014).

Grande parte dos dados existentes na literatura sobre
enteropatégenos em bezerros neonatos abordam agentes
especificos, em estudos de prevaléncia deixando uma lacu-
na sobre o comportamento longitudinal e a interagio des-
ses agentes na diarreia neonatal. Dessa forma, o objetivo
deste trabalho foi avaliar o comportamento longitudinal
dos principais agentes envolvidos na diarreia neonatal de
bezerros e a influéncia da estratégia de aleitamento na etio-
logia da diarreia.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 17 bezerros machos, recém nascidos, da raca Ho-
landesa, oriundos de uma mesma propriedade leiteira, localizada
no municipio de Inhatima, Minas Gerais. Logo ap6s o nascimento,
foi realizada a cura do umbigo com soluc¢do de iodo e a colostra-
gem com auxilio de mamadeira, sendo fornecido o volume de dois
litros de colostro nas primeiras duas horas de vida. Em seguida os
animais foram levados para uma baia coletiva com cama de feno.

Os animais foram transferidos nos primeiros dias de vida (1-3
dias) para um piquete da Escola de Veterinaria da Universidade
Federal de Minas Gerais e alojados em um bezerreiro tipo Argenti-
no, caracterizado por areas individuais com 15 metros quadrados
por animal, contidos através de uma corrente de 1,5m, ligada a
um fio de arame de 5 metros de comprimento. Em uma das ex-
tremidades do arame havia suporte para dois baldes e na outra
extremidade, uma drea de sombra com 8,5m?/animal proveniente
de uma tela com 80% de bloqueio solar. A temperatura minima
variou entre 15 e 29°C e a maxima entre 23 e 41°C. A pluviosidade
foi de 600 mm em trés meses.

Os bezerros foram inicialmente aleitados com quatro litros de
sucedaneo (Lacthor - Tortuga, Companhia Zootécnica Agraria, Sdo
Paulo, Brasil) por dia até o terceiro dia de vida para adaptacgio e
posteriormente iniciou-se o tratamento pré-definido. Receberam
também agua e concentrado a vontade. Os bezerros foram distri-
buidos em dois grupos, 8 bezerros do grupo 1 e 9 bezerros do
grupo 2. Para o grupo 1 foram oferecidos 4 litros de sucedaneo
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ao dia, e para o grupo 2, 6 litros, sendo esta quantidade dividida
igualmente em duas refei¢des diarias. Os bezerros com diarreia
foram tratados com fluidoterapia oral segundo Freitas (2013).

Foram coletadas amostras de sangue (5mL) dos bezerros com
cinco dias de vida para dosagem da concentragdo de proteina to-
tal, por pun¢do da jugular, utilizando tubos a vacuo sem antico-
agulante. As amostras de sangue foram imediatamente centrifu-
gadas apds a coleta a 3500rpm por dez minutos, aliquotadas em
microtubos de congelamento de 0,5mL e conservadas congeladas
a -20°C. A proteina total foi dosada em aparelho semiautomatico,
utilizando kit comercial (Sinermed®).

As fezes foram avaliadas diariamente a partir do 1° dia de
chegada dos bezerros, ap6s o aleitamento da manha, através da
estimulacdo retal e classificadas em diarreicas ou ndo diarreicas.
Do primeiro ao sétimo dia de diarreia, as fezes foram coletadas
em dias alternados (19, 3%, 52 e 72), em sacos plasticos, direta-
mente da ampola retal para avaliagdo dos enteropatégenos. Apos
a coleta, as amostras foram resfriadas a 4°C e na mesma semana
processadas para avaliacdo dos enteropatégenos.

Foi diluido 1g de fezes em tampdo de estabilizacdo de rota-
virus (TERV) em proporg¢do 1:4 e congelada para pesquisa dos
agentes virais. Parte desta suspensdo fecal (3mL) foi aliquotada
em microtubos de congelamento de 1,5mL e armazenada a -20°C
para posterior exame virolégico. O diagndstico de Rotavirus bo-
vino foi realizado por meio da técnica padrio de eletroforese em
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) segundo Herring et al. (1982).

Para a pesquisa das enterobactérias, um mL daquela suspen-
sdo fecal em TERV foi transferida para o meio ndo seletivo de pré-
-enriquecimento (dgua peptonada) e incubado a 37°C por 18-24
h. Apés este periodo, com auxilio de alca flambada, as amostras
foram repicadas em 4gar MacConkey, sendo as placas incubadas na
estufa a 37°C, para isolamento de Escherichia coli. Para isolamento
de Salmonella spp., uma aliquota (um mL) do meio de pré-enri-
quecimento néo seletivo foi transferida para o meio seletivo Tetra-
tionato de Sédio, sendo novamente incubado a 37°C em aerobiose
por mais 24 h. Em seguida foi semeado em placas de agar XLT-4 e
agar Hektoen, especificos para Salmonella spp. (Waltman 2000).

De cada placa estriada foram selecionadas até trés coldnias
que apresentavam aspecto morfolégico sugestivo de E. coli ou Sal-
monella. Para identificacdo de Salmonella foi realizado a técnica
de PCR segundo Silva et al. (2009). As colonias classificadas como
Salmonella spp. foram enviadas ao Laboratério de Referéncia em
Salmonella no 10C/Fiocruz, Rio de Janeiro/R], para sorotipagem
pela técnica de aglutinagio rapida baseada nas formulas antigéni-
cas para Salmonella (Popoff & Minor 2001).

Os fatores de viruléncia de E. coli foram identificados pela téc-
nica de PCR multiplex utilizando pares de primers para detec¢do
dos genes codificadores para K99, F41, intimina(eae), toxina Shiga
1 e 2 (Stx1 e Stx2, respectivamente) e toxina termo-estavel (STa)
(Franck et al. 1998).

A contagem do nimero de oocistos de Eimeria spp. por grama
de fezes (OOPG) foi realizada na cAmara de McMaster, pelo méto-
do de Gordon e Whitelock Modificado (Ueno & Gongalves 1998) e
a pesquisa qualitativa dos oocitos de Cryptosporidium spp. através
do método de centrifugo-sedimentagdo em agua-éter e coloragdo
modificada de Ziehl-Neelsen (Garcia & Bruckner 1997). A pesqui-
sa qualitativa de cistos de Giardia sp. foi feita através da concen-
tracdo por centrifugo-flutuacdo em solucdo saturada de sacarose
(Ogassawara et al. 1989).

A avaliacdo do comportamento dos enteropatégenos durante
os momentos da diarreia (1, 3, 5 e 7) foi realizada de forma descri-
tiva. Para o tratamento estatistico foi realizado teste de hipétese
utilizando o teste F para os contrastes entre os volumes de suce-
daneo (4x6 litros). Para as variaveis qualitativas (frequéncia dos
enteropatdgenos entre os grupos 1 e 2) foi utilizado o teste exato

de Fisher. A proteina total foi avaliada entre os grupos pelo teste
de Tukey. Comparag¢des com p<0,05 foram consideradas signifi-
cativas, enquanto que comparagdes com p<0,10 foram apresen-
tadas como tendéncias. As andlises estatisticas foram realizadas
utilizando os procedimentos do software SAEG (SAEG, 2000).

RESULTADOS

Durante o periodo experimental todos os bezerros apre-
sentaram diarreia, que perdurou durante os sete dias de
coleta de material. A média de idade dos bezerros no inicio
da diarreia foi de 5,9 dias no grupo 1 e 5,1 no grupo 2.

Ocorreram quatro mortes de bezerros durante o peri-
odo das coletas, sendo dois do grupo 1 e dois do grupo 2.
Trés dessas mortes ocorreram aos trés dias de idade e uma
aos seis dias (bezerro do grupo 2).

As concentragdes de proteina total (PT) mensuradas
nos bezerros aos cinco dias de vida demonstraram valores
acima de 5,5g/dl em todos os animais e valores médios de
6,33 e de 6,21g/dl para os grupos 1 e 2 respectivamente
(p>0,05). Nos primeiros dias de vida, o consumo de suceda-
neo de leite pelos dois grupos foi semelhante, por volta de
quatro litros diarios, apesar do oferecimento de seis litros
para o grupo 2. Durante o periodo de diarreia, o grupo 1
apresentou uma tendéncia de diminui¢cdo do consumo de
leite, que foi em média 3,24 litros (p<0,1) (Quadro 1).

Para a comparagio da frequéncia dos enteropatogenos
entre grupos com diferentes estratégias de aleitamento,
considerou-se o nimero total de amostras de fezes posi-
tivas para cada agente. Desta forma, foram examinadas 28
e 32 amostras, respectivamente nos grupos 1 e 2, oriundas
de quatro momentos de coleta. Nao foi observada diferen-
¢a estatistica (p>0,05) entre as frequéncias das amostras
positivas para cada agente entre os grupos 1 e 2 (4L x 6L),
conforme observado no Quadro 2. Isso significa que o volu-
me de sucedaneo ndo interferiu na frequéncia dos agentes
durante o periodo de diarreia.

Cryptosporidium spp. foram os agentes de maior fre-
quéncia, foi diagnosticado nas amostras de fezes de todos
os animais dos dois grupos, em todos os momentos da
diarreia e estava presente em 73% das amostras avalia-
das (Quadro2; Fig.1). No inicio dos quadros de diarreia,
este protozoario foi o agente mais frequente e em torno do
quinto e sétimo dia, estava presente em todos os animais.
No grupo 1, Cryptosporidium spp. foi encontrado em 100%
dos bezerros e em 75% das amostras. Foram positivos
para Cryptosporidium spp. 37,5%, 71,43%, 100% e 100%

Quadro 1.Consumo médio de sucedaneo (litros) antes e
durante a diarréia (1-7 dias) em bezerros neonatos por
grupo: grupo 1 (oferecido 4 litros) x grupo 2 (oferecido

6 litros)

Grupo 1 Grupo 2 Ccv P
Antes da diarreia 3,99 4,01
Durante a diarreia (1-7 dias) 3,24 4,09
Média 3,62A 4,09B 18,22 0, 057 ***
Desvio padrao 0,76 0,62

Médias seguidas por letras maitsculas distintas na linha diferem entre si
pelo teste F (p<0,05) ns. CV = coeficiente de variagdo (%). * p<0,01. **
p<0,05, *** tendéncia p<0,1.
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Quadro 2. Frequéncia (%) de animais e amostras positivas por
enteropatégeno no grupo 1 (oferecido 4 litros de sucedaneo)
e grupo 2 (oferecido 6 litros de sucedineo)

Agentes Grupo 1 Grupo 2
Animais posi- Amostras posi- Animais posi- Amostras posi-
tivos %n=8 tivas %n=28 tivos%n=9 tivas % n=32

Cryptosporidium 100,0 75,0 100,0 71,9
Rotavirus 12,5 3,5 22,2 6,2
Eimeria 0,0 - 0,0 -
Giardia 37,5 10,7 33,3 9,4
Escherichia Coli 75,0 28,5 22,5 15,6
Salmonella spp. 50,0 28,5 66,6 43,7

Médias seguidas por letras diferentes maitsculas nas linhas diferem
entre si pelo teste Exato de Fisher (p<0,05).
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Fig.1. Frequéncia (%) de amostras positivas no periodo da diar-
reia (1, 3, 5 e 7) para cada agente etioldgico no grupo 1 (ofe-
recido 4 litros de sucedaneo) e 2 (oferecido 6 litros de suce-
daneo).
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Fig.2. Frequéncia das associa¢des das infec¢des entéricas no gru-
po 1 (oferecido 4 litros de sucedaneo) e grupo 2 (oferecido
6 litros de sucedaneo). (C= Cryptosporidium, S= Salmonella, E= E.
coli, G= Giardia, R= Rotavirus)

dos bezerros, nos dia 1, 3, 5 e 7 de diarreia respectivamen-
te (Fig.1). No grupo 2, a frequéncia de amostras positivas
foi de 71,9%, e durante os dias de diarreia foi de 44,44%,
77,78%, 85,71% e 85,71% nos dias 1, 3, 5 e 7, respectiva-
mente (Fig.1). A associa¢do de Cryptosporidium spp. com
outros agentes foi observada em 61,9% das amostras posi-
tivas para Cryptosporidium spp., sendo que 30% dessas es-
tavam associadas a patotipos de E. coli no grupo 1 e 45,5%
com Salmonella spp. no grupo 2 (Fig.2).
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Patotipos de E. coli (amostras com gene de viruléncia)
foram identificados em 75% dos animais e 28,5% das amos-
tras de fezes do grupo 1 e em 22,5% dos animais e 15,6%
das amostras do grupo 2 (Quadro 2). A E. coli (Fig.1) foi en-
contrada em todos os dias avaliados nos dois grupos apre-
sentando maior frequéncia no 52 dia no grupo 1 (42,85%)
e no 32 dia no grupo 2 (22,22%). No grupo 1, a associacdo
entre patotipos de E. coli e Cryptosporidium spp. foi de 35%
enquanto, que no grupo 2, observou-se 18,2% de associa-
¢ao com Salmonella spp. (18,2%) (Fig.2). Das amostras po-
sitivas para E. coli (patogénica) do grupo 1, 3 amostras fo-
ram classificadas como EHEC (E. coli enterohemorragica), 3
como EPEC (E. coli enteropatogénica), 1 como ETEC (E. coli
enterotoxigénica) e 1 STEC (E. coli produtora de toxinas Shi-
ga 1 e/ou 2). Um bezerro do grupo 1 apresentou o patotipo
ETEC de E. coli aos trés dias de idade, sendo o mais jovem
a apresentar diarreia nesse grupo. O grupo 2 apresentou 5
amostras positivas para patotipos de E. coli, sendo 2 classi-
ficadas como EHEC, 1 como EPEC, 1 como ETEC e 1 como
ETEC e STEC sendo esse o bezerro que apresentou o quadro
mais precoce de diarreia no segundo grupo, 2 dias de idade.

A Salmonella spp. foi isolada em alta frequéncia neste
estudo, sendo diagnosticada em 50% dos animais do G1
e 66% do G2 (Quadro2). Este agente foi diagnosticado em
22,5% e 43,7% das amostras fecais, nos grupos 1 e 2, res-
pectivamente (Quadro2). No grupo 1, Salmonella spp. esti-
veram presentes nos dias 1 (50%), 3 (42,85%) e 5 (28,57) e
no grupo 2, nos dias 1 (33,33%), 3 (33,33%), 5 (71,42%) e
7 (42,85%) (Fig.1). As amostras positivas de Salmonella fo-
ram classificadas quanto ao sorotipo. Das 23 (100%) amos-
tras positivas dos dois grupos, 10 foram classificadas como
Salmonella Muenster (43,5%), 4 como Salmonella Infantis
(17,4%) e 9 tiveram infecgdo mista por Salmonella Muens-
ter e Salmonella Infantis (39,1%).

O Rotavirus foi identificado em 12,5% dos animais do
grupo 1 eem 22,23% do grupo 2 (Quadro 2). Sua participa-
¢do nos casos de diarreia foi discreta e intermitente. O gru-
po 1 apresentou o virus apenas no primeiro dia de diarreia
(12,5%) e o grupo 2 no terceiro dia de diarreia (22,23%)
(Fig.1). No grupo 1, o Rotavirus foi encontrado associado a
Salmonella spp. (Fig.1) apenas em 1 animal e no grupo 2 as-
sociado a Cryptosporidium spp., também em um individuo.

A infecgdo por Giardia sp. foi diagnosticada em 37,5%
dos animais no grupo 1 e 33,3% no grupo 2 (Quadro 2). A
frequéncia nas amostras fecais foi 10,7 e 9,4% nos grupos
1 e 2, respectivamente, no periodo da diarreia (Quadro 2).
A frequéncia do agente no grupo 1 foi 0%, 14,28%, 0% e
40% nos dias 1, 3, 5 e 7 de diarreia respectivamente (Fig.1).
No grupo 2 foram encontrados cistos de Giardia sp. apenas
no dia 5 de diarreia com uma frequéncia de 42,85% neste
dia. Em 15% das associag¢oes (Fig.2) foi observada associa-
¢do entre Giardia sp. e Cryptosporidium spp. no grupo 1 e
um bezerro apresentou simultaneamente Cryptosporidium
spp., Giardia sp., Salmonella spp. e patotipos de E. coli. No
grupo 2, ocorreu associacdo de Giardia sp. com Cryptospo-
ridium spp. em 13,6% das amostras e 9,2% da associagdo
Cryptosporidium spp., Giardia sp. e Salmonella spp.

A eimeriose ndo foi identificada em nenhum dos ani-
mais do grupo 1 e do grupo2 (Quadro 1).
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DISCUSSAO

Os bezerros apresentaram diarreia precocemente, ainda
na primeira semana de vida independente da estratégia de
aleitamento. Coura (2011), trabalhando em uma fazenda
leiteira em sistema semi-intensivo em Minas Gerais, tam-
bém observou incidéncia de diarreia de 100% em bezerros
de 0 a 60 dias, sendo observada maior ocorréncia na segun-
da semana de vida. Trotz-Williams et al. (2007) e Bartels
et al. (2010) também encontraram maior prevaléncia de
diarreia na segunda semana de vida dos bezerros. O inicio
precoce da diarreia pode ter sido influenciado pelo maior
grau de desafio dos bezerros em relacdo ao ambiente, uma
vez que a sindrome diarreica neonatal é um complexo que
ocorre como resultado da interagdo entre o animal, fatores
de manejo e fatores ambientais, incluindo manejo de co-
lostro, manejo sanitario, instalagdes, estratégia de agrupa-
mento, ventilacdo, estresse, nutricdo e exposicdo a um ou
mais agentes infecciosos (Hall et al. 2004). Durante o ex-
perimento quatro bezerros morreram em decorréncia da
diarreia e da desidratacdo. As amostras de fezes desses ani-
mais foram utilizadas, uma vez que esses foram avaliados
do momento da chegada até o momento do bito, durante
o curso da diarreia. A maioria das causas de mortalidade
em bezerros, do nascimento ao desmame sdo em decorrén-
cia das diarreias e dos problemas respiratorios, causando
grande impacto econdmico (Davis & Drackley 1998, McGui-
rk 2008).

Os valores médios de proteina sérica total dos dois gru-
pos demonstraram que ocorreu adequada transferéncia
de imunidade passiva, uma vez que Godden (2008) afirma
que 80% dos bezerros de um rebanho devem apresentar
proteina total acima de 5,5g/dL para se considerar boa a
colostragem. Todos os bezerros apresentaram valores de
proteina total acima deste limite, comprovando a boa co-
lostragem. Apesar disso, a incidéncia de diarreia nos be-
zerros foi de 100%, demonstrando que esta enfermidade
atinge também animais com boa transferéncia de imunida-
de passiva. O banco de colostro utilizado neste trabalho foi
formado por colostros oriundos de varias propriedades, o
que pode ter contribuido para uma variagao na sua quali-
dade em relagdo a especificidade dos anticorpos.

A tendéncia de maior consumo de sucedaneo do grupo
2 em relacdo ao grupo 1 ocorreu devido ao oferecimento
de maior volume, o que pode ter estimulado o bezerro a
consumir mais sucedaneo. Segundo Silper et al. (2014), o
consumo médio no primeiro més de vida de bezerros foi
inferior no grupo que recebeu 4 litros de leite/dia em re-
lagdo ao grupo em que foi oferecido 6 litros/dia. O volume
tradicionalmente utilizado, equivalente a 10% do peso do
bezerro, fornece nutrientes apenas para mantenga e ganho
de peso de no maximo 300g/dia em condi¢des termoneu-
tras (Drackley 2008), sendo, portanto, insuficientes para
ganhos esperados de 600-700g/dia nas criagdes intensivas
de bezerros em condig¢des climaticas, na maioria dos casos,
fora da zona de conforto. E interessante observar que mes-
mo durante a diarreia, os bezerros aos quais era oferecido
maior volume de sucedaneo, consumiram maior quantida-
de, o que pode influenciar positivamente na correcdo do
equilibrio acido base e de eletrélitos nestes animais.

A quantidade de sucedaneo oferecida aos animais ndo
influenciou a incidéncia de diarreia e sua etiologia. Nao foi
observada diferenca (p>0,05) na frequéncia das amostras
positivas para cada agente entre os grupos (Quadro 2). Os
bezerros ficaram em uma area reduzida, em um ambien-
te com umidade elevada, muita matéria organica durante
um periodo de alta pluviosidade e temperatura elevada. Foi
observada também a presenca de grande nimero de pas-
saros atraidos pela racdo nos baldes, sendo esses possiveis
vetores mecanicos, favorecendo a dispersdo dos patégenos.
Isso contribuiu para maior dispersdo e exposicao dos ani-
mais aos agentes, uma vez que a via principal de infecgdo
dos agentes estudados é oral-fecal tendo o ambiente in-
fluencia na ocorréncia dos enteropatégenos (Radostits et
al. 2007). Tais fatores podem ter contribuido para a manu-
tencdo no ambiente de altas cargas infecciosas de agentes
bacterianos, como Salmonella e E. coli e do Cryptosporidium
spp., os quais foram identificados como principais agentes
no primeiro dia de diarreia neste trabalho.

Cryptosporidium spp. apresentam periodo pré-patente
de 3 a 6 dias, compativel, portanto, com o inicio da diarreia
ainda na primeira semana de vida. Sua maior frequéncia em
fezes de bezerros é observada em torno da segunda e ter-
ceira semanas de vida (Fayer et al. 1998). Ortolani e Soares
(2003) observaram que a criptosporidiose esta amplamen-
te distribuida no Brasil, com maior frequéncia em bezerros
de 1 a 3 semanas e que existe correlagdo entre o diagnds-
tico do agente e a diarreia. Em Minas Gerais, Ferreira et al.
(2009) observou prevaléncia de 9,2% do agente em amos-
tras de fezes normais e diarreicas de bezerros entre 5 e 60
dias, utilizando kit de ELISA para o diagnoéstico, enquanto
Batista et al. (2008) utilizou o mesmo kit e encontrou pre-
valéncia de 68%, porém todas as amostras processadas fo-
ram oriundas de fezes diarreicas de bezerros com 7 a 14
dias de idade. A alta frequéncia de associacdo do Cryptospo-
ridium spp. com agentes bacterianos, principalmente Sal-
monella spp. e patotipos de E. coli pode ter ocorrido, devido
as condicoes ambientais favoraveis a manutencdo de alta
carga bacteriana, especialmente o alto indice pluviométri-
co do periodo experimental, e a alta densidade de bezerros
com faixa etaria préxima. Estes resultados contrapdem os
encontrados por Garcia et al. (2000) que relataram maior
frequéncia da associa¢do de Cryptosporidium spp. com Ro-
tavirus.

E. coli foi encontrada como agente de diarreia em be-
zerros muito novos (dois e trés dias de idade), com pre-
senca dos patotipos ETEC e STEC. A maior frequéncia de
isolamento de patotipos de E. coli ocorreu no quinto dia de
diarreia no grupo 1 (42,85%) e no terceiro dia no grupo 2
(22,22%) (Fig.1). Ferreira et al. (2009) observou 90,22%
de bezerras positivas para E. coli, no entanto, ndo encon-
trou nenhuma amostra com gene de viruléncia, utilizando
o Kit ELISA capaz de identificar apenas E. coli F5, enquanto
Andrade et al. (2012) encontrou 96 amostras com genes de
viruléncia do total de 850 amostras positivas para E. coli
pela técnica de PCR multiplex. Estes dados indicam que
a diversidade da literatura pode estar relacionada nao sé
com as condi¢des de saide e ambiente, mas também com o
método de diagndstico utilizado.
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A alta frequéncia de Salmonella spp. encontrada, 50%
dos bezerros do grupo 1 e 66% do grupo 2 diverge de al-
guns trabalhos na literatura. Costa et al. (1979) encontra-
ram prevaléncia de 9% de Salmonella em fezes diarreicas
de bezerros de 0 a 60 dias, resultado semelhante ao de
Langoni et al. (2004), porém em bezerros de 0 a 30 dias.
Ferreira et al. (2009) e Oliveira Filho et al. (2007) observa-
ram auséncia do isolamento da bactéria. Esta divergéncia
de resultados pode ser justificada pela diferenca da idade
dos bezerros estudados, uma vez que a infec¢do é mais co-
mum na primeira semana de vida e os sinais clinicos sdo
observados entre duas e seis semanas de idade (Wray &
Davies 2000, Barrow et al. 2010). Outro fator que influen-
cia no isolamento da Salmonella spp. é o intervalo entre a
coleta e o processamento do material (Urquhart et al. 1998,
Bowman 2006). Desta forma, a alta frequéncia de isola-
mento neste trabalho pode estar relacionada as condig¢des
ambientais propicias a manuten¢do ambiental do agente e
ao processamento imediato das amostras de fezes, uma vez
que o laboratério se localizava no mesmo local da criacdo
de bezerros.

Os sorotipos encontrados tanto no grupo 1 quanto no
grupo 2 foram Salmonella Muenster e Salmonella Infantis.
Apesar de nao ser conhecida como principal causa de sal-
monelose em bovino de acordo com Radostits et al. (2007),
no presente trabalho a Salmonella Muenster foi predomi-
nante nos dois grupos. No Canada, McEwen et al. (1988),
encontraram este sorotipo em 2,9% em amostras de leite
cru. Na Finlandia, Salmonella Infantis foi o sorotipo mais
encontrado entre os animais e a terceira causa mais co-
mum de salmonelose humana e em animais (Pelkonen et
al. 1994). No Brasil, no estado de Pernambuco, Mendonca
etal. (1996) encontraram 4,7% de bezerros positivos para
Salmonella, sorotipos Dublin, Muechen e Infantis. Isso de-
monstra que sdo necessarios mais estudos para esclarecer
a epidemiologia da Salmonella Muenster e Infantis no nos-
so meio, devido a sua presenca e por ser uma bactéria que
tem demonstrado patogenicidade.

A frequéncia do Rotavirus foi relativamente baixa nos
bezerros com diarreia ao contrario de Buzinaro et al.
(2003) em Sao Paulo que encontraram prevaléncia des-
se agente em 63,8% de amostras de bezerros diarreicos.
Em Minas Gerais, Batista (2008) verificou prevaléncia de
31,8% de Rotavirus em bezerros diarreicos de uma a duas
semanas de idade. Coura (2011), no mesmo estado, obser-
vou incidéncia de 5,76% em bezerros de 0 a 60 dias, sendo
que 69% das amostras eram de bezerros diarreicos. Foi ob-
servado também por Coura (2011) que os bezerros excre-
taram o virus por no maximo trés dias consecutivos, prin-
cipalmente na segunda e terceira semanas de vida, além da
identificacdo de uma relacdo entre o quadro de diarreia e a
excrecao do Rotavirus. Reynolds et al. (1985) trabalhando
com bezerros naturalmente infectados, demonstrou que
83% dos animais excretaram Rotavirus nas fezes em média
por 3,6 dias e cerca de 50% dos bezerros infectados ndo
apresentaram sinais clinicos durante o periodo experimen-
tal. A patogénese do Rotavirus depende da sua viruléncia e
daidade do bezerro, pois bezerros neonatos possuem lenta
reposicdo de enterdcitos, células onde o virus se replica, fi-
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cando mais suscetiveis a doenca (Dodet et al. 1997). Maya-
meei etal. (2010) sugerem que a ocorréncia de rotavirose é
maior na terceira semana, devido aos anticorpos colostrais
e a imunidade local presente principalmente na primeira
semana de vida e um pouco na segunda, diminuindo a fre-
quéncia de diarreia por rotavirose neste periodo.

Nao foram encontrados oocistos de Eimeria spp. em
nenhuma amostra de fezes de ambos os grupos. Apesar da
racdo dos bezerros apresentar coccidiostatico em sua com-
posicdo, o consumo de ragdo durante as duas primeiras
semanas é baixo (Silper et al. 2014) nao sendo suficiente
para fornecer a dose correta do coccidiostatico. A Eimeria
€ um importante agente causador de diarreia em bezerros,
os periodos pré-patentes das principais espécies de Eime-
ria variam de 6-11 dias para E. alabamensis até 15-20 dias
para E. bovis e E. zuernii, espécies mais frequentes causan-
do diarreia em bezerros. (Levine 1973, Facury Filho 1992).
Portanto, a auséncia do diagnostico desse agente no experi-
mento, parece estar relacionada a idade dos bezerros, infe-
rior ao periodo pré patente das principais espécies.

A frequéncia de Giardia sp. nas amostras fecais foi
10,7% no grupo 1 e 9,4% no grupo 2 no periodo de diar-
reia. Guimardes et al. (2009) encontraram incidéncia de
100% em bezerros de 0 a 100 dias em um estudo longitu-
dinal observando que a eliminagdo, mais precoce, de cistos
de Giardia sp. ocorreu no décimo sétimo dia de vida e ndo
estava relacionado com a ocorréncia de diarreia. Na Aus-
tralia, Becher et al. (2004) observou maior prevaléncia em
bezerros de 4-7 semanas de idade e foi detectado em 89%
dos animais estudados. A frequéncia da infec¢do por Giar-
dia no presente trabalho foi baixa, possivelmente devido a
idade dos animais, uma vez que, geralmente, a maior preva-
léncia é observada em animais com a idade de 3-5 semanas
(Quilez et al. 1996).

CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho demonstraram que
o fornecimento de diferentes volumes de sucedaneo nio
apresentou influéncia sobre a incidéncia e etiologia da
diarreia neonatal. A avaliagdo longitudinal dos enteropato-
genos durante o periodo de paténcia da diarreia demons-
trou que a associagao entre eles ocorre a partir do primeiro
dia da doenca e destacou a importancia da infeccdo pelo
Cryptosporidium spp., agente encontrado em todos os mo-
mentos e animais.
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