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Doengas respiratorias sdo uma das enfermidades que mais acometem os bezerros, e tém como principais
microrganismos encontrados a Manheimia (Pasteurella) haemolytica, Pasteurella multocida, Mycoplasma
spp. O objetivo deste trabalho foi avaliar 60 bezerros (sadios e doentes) de Braganca Paulista e Presidente
Prudente, Sdo Paulo, por meio de exame clinico e coleta de lavado traqueobrénquico, para estudar as
principais bactérias isoladas em quadros de broncopneumonia. Observou-se uma frequéncia de isolamento de
42% Bacillus spp., 25% de Sthaphylococcus intermedius, 7% Streptococcus spp., 7% Enterobactérias, 5% de
Escherichia coli, 3% Enterobacter cloacae, 2% Serratia rubidae, 2% Pantoea agglomerans, 2%
Enterobacter aerogenes, 2% Bactérias ndo fermentadoras, havendo auséncia de isolamento de Mannheimia
haemolytica e Pasteurella multocida. Para os micoplasmas, a taxa de isolamento foi 5%, com identificacéo de
M. dispar em 14,8 % e auséncia de amplificacdo para M. mycoides, subsp. mycoides SC, em 27 amostras
dentificadas por PCR. Com estes resultados preliminares foi possivel concluir que o M. dispar pode ser um
agente importante no aparecimento de casos de broncopneumonia em bovinos de acordo com relatos de
outros autores. Os resultados obtidos acima sugerem uma possivel contaminacgdo da amostra devido a inalagdo
destas bactérias que estavam presentes no meio ambiente, pois a colheita foi asséptica.
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Bacteriological evaluation of tracheobronchial wash of healthy calves and calves with
bronchopneumonia raised in the State of Sdo Paulo, Brazil - preliminary date

Respiratory diseases are one of the illnesses that most affect the calves, which main microorganisms found are
Manheimia (Pasteurella) haemolytica, Pasteurella multocida and Mycoplasma spp. The aim of this study was
to evaluate 60 calves (healthy and diseased) of Braganga Paulista and Presidente Prudente, SP, by clinical
examination and collection of tracheobronchial wash, studying the most frequently isolated bacteria in cases
of bronchopneumonia. We observed a frequency of isolation of 42% Bacillus spp, 25% for Sthaphylococcus
intermedius, 7% Streptococcus spp, 7% Enterobactérias, 5% Escherichia coli, 3% Enterobacter cloacae, 2%
Serratia rubidae, 2% Pantoea agglomerans, 2% Enterobacter aerogenes, and 2% non-fermentative bacteria.
There was no isolation for Mannheimia haemolytica and Pasteurella multocida. For mycoplasmas, the
isolation rate was 5%, with identification of M. dispar in 14,8 % and no of amplification for M. mycoides,
subsp. mycoides SC, in 27 samples by PCR. With these preliminary results, it was concluded that M. dispar
may be an important agent in appearance of cases of pneumonia in cattle, according to reports by other
authors. The results above suggest a possible contamination of the sample due to the inhalation of these
bacteria, which were present in the environment, as collect of the samples were aseptically.
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1. INTRODUCAO

Doencas respiratdrias sdo consideradas um problema de sanidade, levando a altos indices de
morbidade e mortalidade e a sérios problemas de cunho econémico. Em bovinos, os principais
microrganismos encontrados em pneumonias de origem infecciosa sdo Manheimia (Pasteurella)
haemolytica, Pasteurella multocida, Mycoplasma spp., estando frequentemente associados a virus
tais como Virus da Diarreia Viral Bovina, Virus Respiratorio Sincicial Bovino, Virus Parainfluenza
tipo 3 e Herpes virus Bovino 179,

No gado, M. haemolytica e P. multocida estdo entre os patdgenos primarios do complexo de
doencas respiratorias (BRD), incluindo a pneumonia enzodtica neonatal. P. multocida, em muitos
casos, coloniza o trato respiratorio anterior do gado saudavel, em relacdo de comensalismo. No
entanto, pode também invadir o trato respiratério posterior, causando dessa forma a pasteurelose
pneumonica’.

Porém, até o momento, grande parte dos estudos relata o panorama europeu e da América do
Norte. O impacto da manheimiose bovina é pouco conhecido na América Latina. No Brasil, existem
estudos da ocorréncia de P. multocida e M. haemolytica em ovinos?. Em bezerros, por meio de
lavado traqueobrdnquico, é relatado em estudo recente a presenca de Staphylococcus sp., Bacillus
sp., Streptococcus sp., Pseuomonas aeruginosa e enterobactiae®,

Sabendo da escassez de estudos brasileiros que comprovem a presenca destas bactérias na
microbiota do trato respiratorio de bovinos, principalmente quando da utilizagdo do lavado
traqueobrdnquico como amostra clinica, o objetivo deste trabalho foi avaliar bezerros da regido
sudeste brasileira (Braganca Paulista e Presidente Prudente - SP), por meio de exame clinico e
coleta de lavado traqueobrbnquico, a fim de buscar os principais microrganismos isolados em
quadros de broncopneumonia, comparando os achados entre animais sadios e doentes.

2. MATERIAL E METODOS

Animais: foram selecionados 60 bezerros entre dois e 12 meses de idade, de 10 propriedades,
sendo uma localizada em Braganca Paulista e nove em Presidente Prudente, regido Sudeste do
Brasil. Os animais foram avaliados por exame fisico geral (escore corporal, hidratacdo, atitude
geral, temperatura corpérea, frequéncia respiratoria, frequéncia cardiaca, tempo de preenchimento
capilar, coloracdo de mucosas) e especifico do sistema respiratorio (simetria do fluxo de ar, odor
nasal, presenca e tipo de secrecéo, tipo de movimentos respiratdrios, auscultacdo e percusséo dos
quadrantes toracicos). Foram considerados doentes, 0s animais que apresentaram pelo menos duas
das seis manifestacdes clinicas a seguir: temperatura retal acima de 39,5°C, secrecdo nasal
mucopurulenta ou purulenta, tosse, reflexo de tosse positivo (pela compressdo dos primeiros anéis
traqueais), estertoragdo e/ou crepitagdo na auscultacdo pulmonar e aumento da frequéncia
respiratoria acima de 40 movimentos respiratérios/minutos.

Amostras: com o animal em estac&o, realizou-se tricotomia da regido do terco médio do pescoco,
com posterior antissepsia utilizando alcool 70°, clorexidine e iodopovidona (Figura la). Em
seguida, coletou-se o lavado traqueobrénquico por traqueocentese, no qual se introduziu uma sonda
do tipo Intracath (BD, USA) até a regido brénquica, como demonstrado na figura 1b.
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Figura 1: (a) Contengdo e antissepsia da traqueia e (b) introducéo da sonda tipo Intracath
por traqueocentese

Foram instilados 20 mL de solucdo fisiologica estéril, obtendo-se o lavado por aspiragdo

imediata com seringa plastica de 60 mL (Figura 2). A amostra obtida foi dividida em aliquotas,

sendo uma acondicionada em meio de transporte Stuart refrigerado, para bacteriologia geral, e outra

acondicionada em criotubo contendo glicerol e meio de transporte para micoplasmas, sendo,
posteriormente, acondicionada em nitrogénio liquido.

Figura 3: Lavado traqueobrénquico

Cultivo: As amostras foram enviadas em até 24 horas ap6s a coleta (quando realizada em
Braganca Paulista) e apds sete dias (quando realizada em Presidente Prudente) ao Laboratorio de
Bacteriologia e Micologia do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Saide Animal da
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo, onde foram
processadas seguindo o protocolo para isolamento de Manheimia haemolytica e Pasteurella
multocida®. Para o isolamento de Mycoplasma spp., as amostras foram cultivadas em meio SP4,
seguindo o protocolo™ com posterior realizacio de PCR para identificacio da espécie com
utilizacdo de oligonucleotideos previamente descritos na literatura®?, no laboratério de
Micoplasmas, no Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB), da Universidade de S&o Paulo.
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Andlise Estatistica: A correlagdo entre o isolamento bacteriano e a presenca ou auséncia de
broncopneumonia foi realizada através do teste chi-quadrado e teste exato de Fisher, utilizando o
software SPSS (Statistical Package for Social Sciences) v.20 (IBM, USA), considerando um nivel
de confianga > 95% (p < 0,05),

3. RESULTADOS

Avaliou-se 27 bezerros sadios e 33 doentes, com idades variando entre 2 a 12 meses. Apds a
pesquisa bacteriolégica por cultivo, 42% Bacillus spp., 25% de Sthaphylococcus intermedius, 7%
Streptococcus spp., 7% Enterobactérias, 5% de Escherichia coli, 3% Enterobacter cloacae, 2%
Serratia rubidae, 2% Pantoea agglomerans, 2% Enterobacter aerogenes, 2% Bactérias ndo
fermentadoras. Nao houve isolamento de Mannheimia haemolytica e Pasteurella multocida (Figura
3).
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Figura 3: Frequéncia de isolamento bacteriano: MYCO- Mycoplasma spp.; MHAE - Manheimia
haemolytica; PMUL- Pasteurella multocida; STAP- Staphylococcus sp.; ECOL - Escherichia coli;
BACI - Bacillus sp.; STRE - Streptococcus sp.; SERR -Serratia rubidae; PANT- Pantoea
agglomerans; ECLO- Enterobacter cloacae; EAER-Enterobacter aerogenes; EBAC-
Enterobactérias; BANF- Bactéria gram - ndo fermentadora

Para os micoplasmas, encontrou-se uma frequéncia de isolamento de 5% (Figura 4), sendo um
animal doente e 2 sadios. Apds a identificacdo pela reagcdo de polimerase em cadeia (PCR) para 27
amostras, verificou-se uma frequéncia de 14,8% para M. dispar e auséncia de amplificados para M.
mycoides subsp. mycoides SC.
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Figura 4: Col6nias de Mycoplasma spp.- aspecto de “ovo frito”

N&o se constatou evidéncias de que haja correlacdo” entre as bactérias isoladas e quadro de
broncopneumonia, exceto na comparagdo com Bacillus spp., onde foi encontrada uma possivel
tendéncia (p=0,087), a qual pode ser confirmada apds a coleta de mais amostras, como mostrou o
teste do valor de residuo ajustado.

4. DISCUSSAO

Pasteurella multocida e M. haemolytica ndo foram identificados nesta pesquisa, concordando
com Benesi et al®. Em estudos realizados na Europa e na América do Norte, é citada grande
prevaléncia de Pasteurella multocida e M. haemolytica, tanto no trato nasal de bezerros séos e
doentes, como isolados em pneumonias fatais de bovinos adultos, sendo um dos patégenos mais
frequentemente associados a quadros respiratérios®'!. Entretanto, faltam estudos brasileiros que
comprovem a presenca destas bactérias na microbiota do trato respiratorio de bovinos,
principalmente quando da utilizagdo do lavado traqueobrénquico como amostra clinica. Os relatos
de isolamento destas bactérias ocorreram quando da utilizacdo de swab nasal e orofaringeo™. E
tecido pulmonar e traqueal de bezerros® como amostra clinica. A continuidade do estudo é
imprescindivel para se confirmar a importancia dessas bactérias nas enfermidades do trato
respiratorio de bovinos.

Observou-se, também, grande quantidade de enterobactérias na microbiota tragueobrdnquica dos
animais, estando em concordancia com a literatura nacional®®’. Isto pode ser explicado pela
diferenca no manejo dos animais avaliados quando comparamos 0 manejo dos animais citados na
literatura internacional. Em nove propriedades visitadas, ha proximidade de um animal com o outro,
havendo poucos bezerros separados por gaiolas individuais, além de apresentarem frequentes
quadros diarreicos. Pelo contato oro nasal e por aspiracdo de material fecal, os bezerros podem
adquirir esta microbiota classificada como transitoria®.

Obteve-se isolamento de Micoplasma spp. em 5% das amostras, ndo havendo diferencas
estatisticas entre os dois grupos estudados. Sabe-se que, apesar de o cultivo ser a técnica capaz de
certificar a presenca do microrganismo viével, vieses como contaminagdo por bactérias oportunistas
e tempo decorrido entre coleta e processamento laboratorial, tornam a técnica incerta®.

Agen et al. ' ao estudar a microbiota presente no lavado broncoalveolar de bovinos, verificou
que houve uma alta porcentagem de amostras positivas para todas as bactérias estudadas, tanto no
grupo sadio quanto no doente, sendo que diferencas estatisticas foram encontradas para M.dispar e
M. bovirhinis, diferindo do presente trabalho.

Né&o foi observado diferenca entre a prevaléncia dos microrganismos na microbiota de bezerros
sdos e doentes, concordando com Benesi et al.%. No entanto, pelo p-value préximo a 0,05 (p=0,087),
h& indicios de que com o aumento de nimero de amostras, serd possivel identificar certa tendéncia
entre Bacillus spp. e 0 quadro de broncopneumonia, sendo esta bactéria encontrada em 15 animais
doentes (15/33) e em 6 (6/27) animais sadios. Segundo Murray et al."®, os microrganismos da
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familia Enterobacteriaceae e Bacillus sdo mais isolados na presenca de doenga respiratdria
caracteristica.

5. CONCLUSAO

Ndo houve isolamento de Pasteurella multocida e Manheimia haemolytica dos bezerros
estudados. Isolou-se micoplasmas tanto em animais doentes quanto em sadios. Estatisticamente, ndo
houve diferenga significativa entre a microbiota traqueobrénquica de animais sadios e com quadro
de broncopneumonia. Portanto, mais estudos devem ser realizados a fim de ampliar a procura por
outros agentes causadores de broncopneumonia, como por exemplo, 0s virais e parasitarios.
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