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ABSTRACT

Background: Calf diarrhea remains one of the main diseases affecting the cattle industry. Persistence of this significant problem
is associated with the complexity of factors that may be involved (infectious, environmental). An accurate diagnosis is essential
for confirming the cause and helping clinicians and cattle producers to apply appropriate strategies in a timely manner. This report
describes the histological changes according to the degree of salmonellosis severity, which is a contagious infectious disease caused
by Salmonella enterica subsp. enterica, a Gram-negative bacterium, in two beef calves in northern Parana State, southern Brazil.
Cases: Two 90-day-old crossbred Angus and Nellore calves from a beef farm in northern Parand State were referred to a
Veterinary Hospital. Animal 1- developed acute clinical signs (enteritis, ataxia, and muscle rigidity) and died the day after
the signs began. Gross findings included heavy and non-collapsed lungs, pulmonary oedema, hepatomegaly, enteritis, and
severe diffuse typhlitis. Microscopic analysis revealed severe diffuse necrotic enteritis, typhlitis, severe diffuse interstitial
pneumonia, moderate centrilobular hepatic necrosis, mild multifocal nephritis, and severe spleen and lymph node necrosis.
Paratyphoid nodules were evidenced on the liver, spleen, and mesenteric lymph nodes. Animal 2- presented apathy, green
fibrinous diarrhea, and died three days after the onset of clinical signs. The macroscopic examination showed moderate
diffuse enteritis and hepatosplenomegaly. At the microscopic examination, many paratyphoid nodules were observed on
the liver, spleen, kidneys, and Peyer’s patches, which were associated with intralesional and intravascular bacilli. Addi-
tional findings included severe diffuse fibrinous necrotic enteritis with intralesional bacilli, diffuse interstitial pneumonia,
multifocal splenic necrosis, lymphoid depletion, and moderate multifocal to coalescent lymphocytic nephritis. Histological
Gram staining was performed on selected samples, revealing intralesional Gram-negative bacilli in the liver and intestine.
Thus, liver and intestine fragments were used for the microbiological examination. Microbiological culture, isolation and
biochemical tests identified the genus Salmonella spp. Then, the colonies were subjected to serological tests for serovar
identification, according to ISO/TR 6579-3, which determined the serovar Dublin. After identifying the disease etiological
agent, the outbreak was controlled by appropriate antibiotic therapy combined with the correction of sanitary measures.
Discussion: Enteritis is a frequent disease in calves, posing a diagnostic challenge in identifying the etiological agent. In the
present case, the histological, microbiological, and serological results confirmed a disseminated Salmonella spp. infection.
The microscopic findings, such as interstitial pneumonia, fibrinous necrotic enteritis markedly in ileum and paratyphoid
nodules in various organs, are the most common aspects of the disease. However, fibrinous cholecystitis, which is con-
sidered pathognomonic for salmonellosis, was not observed in this study. Therefore, the absence of such a lesion should
not exclude the disease in sick animals. A microscopic injury score was used to determine lesion severity by assigning
values from 1 to 4, wherein: 1 = no apparent lesions, 2 = mild lesions, 3 = moderate lesions, and 4 = severe lesions. Both
calves were scored as 4. Multiple predisposing factors for the condition were identified in this farm such as different age
animals in the same paddock and no specific paddock for sick animals, given that the infectious agent remains in feces,
saliva, and nasal discharge. The serovar Dublin induces several clinical signs such as septicemic, respiratory, and enteric
manifestations, making a clinical diagnosis a challenge.
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INTRODUCAO

As doencas entéricas ocupam uma posicao de
destaque como causa de perdas econdmicas na pecudria
em ambito mundial, pois diminuem o desempenho
dos animais acometidos, além de ter alta mortalidade,
geram gastos com métodos de diagndstico, tratamentos
e medidas preventivas [9,11,15].

Diversas condig¢des estdo associadas as enteri-
tes incluindo a rotavirose, eimeriose, criptosporidiose,
colibacilose e as diarreias nutricionais (aleitamento
artificial) [19]. Dentre os patdgenos bacterianos que
causam enterite em bezerros leiteiros e de corte, a
Salmonella enterica subsp. enterica, uma bactéria
Gram-negativa, em forma de bastonete, flagelada e
aerdbica, ganha notoriedade por causar enfermidade
com alta morbidade e mortalidade [3,14].

Diversos sorovares estao envolvidos na infeccio
e dentre eles, os mais comumente encontrados em bo-
vinos sdo S. Typhimurium e S. Dublin distribuidos em
todo o mundo [4]. O primeiro causa quadro agudo de
enterite grave, diferente do segundo, que estd associado a
diversas manifestacoes sist€micas desenvolvendo sinais
respiratdrios, entéricos e septicémicos [11].

A patogénese da salmonelose bovina é bem
elucidada [14], entretanto as alteracdes histoldgicas e
os diferentes graus de lesdao ocasionadas pelo sorovar
Dublin s@o pouco documentados. Perante o exposto,
este trabalho tem como objetivo relatar as diferentes
alteracdes e apresentacdes clinico-patoldgicas da
salmonelose em dois bezerros pelo sorovar Dublin na
regido norte do Parand, sul do Brasil.

CASOS

Foram encaminhados a um Hospital Veterina-
rio Escola 2 bezerros de cruzamento angus e nelore,
90 dias de idade, provenientes de uma propriedade de
bovinocultura de corte, na regido norte do Parand. Am-
bos os bezerros partilhavam o mesmo piquete e havia
outros de diferentes idades com as respectivas maes,
que ndo apresentavam sinais clinicos. Os sinais clinicos
e achados anatomopatoldgicos sdo descritos a seguir
individualmente. Os animais nido foram submetidos
a tratamento e vieram a Obito. Foi realizada autdpsia
padrao e fragmentos de 6rgaos foram colhidos para
realizacdo de exame microbiolégico e histopatoldgi-
co. As amostras para histopatologia foram fixadas em
solucdo de formol tamponado 10%, incluidas em pa-
rafina e cortes de 5 um de espessura foram submetidos

a coloracdo de hematoxilina-eosina' (HE). Coloragio
histolégica de Gram? foi realizada para evidenciagio
de bactérias nos tecidos.

Fragmentos de intestino e figado (1 g) foram
incubados, na proporciao 1:10, em dgua peptonada
tamponada’ (1%) por 24 h a 37°C. Posteriormente
transferiu-se 1 mL para 10 mL de caldo tetrationato
novobiocina’® e 0,1 mL para 10 mL de caldo Rappaport
Vassiliadis e incubados a 42°C por 24 h. A partir dos
caldos de enriquecimento, foram semeadas em 4gar
verde brilhante? (AV) e dgar MacConkey?, seguido de
incubagdo a 37°C por 24 h. Posteriormente as colonias
suspeitas foram submetidas a testes bioquimicos: “tri-
ple sugar agar” (TSI), agar lisina ferro® (LIA), caldo
ureia’, citrato de Simmons?® e dgar sulfato/indol/moti-
lidade® (SIM). A confirmagdo do género foi realizada
por sorologia frente ao soro polivalente antigeno O do
grupo D (Probac®)*. Provas de identificacdo do sorovar
foram realizadas em laboratdrio particular seguindo
protocolos convencionais de sorotipificagdo [10].

Caso 1. O animal desenvolveu quadro agudo
e morte um dia ap6s a identificacdo dos sinais clinicos
na propriedade; referiu-se a enterite, ataxia e rigidez
muscular. Na autépsia os lobos pulmonares cranio-
-ventrais estavam vermelho escuro, pesados e nao
colapsados, na traqueia em toda sua extensdo havia
moderada presenca de liquido aerado, hepatomegalia
e palidez difusa do parénquima hepético. Todo o intes-
tino delgado e ceco estavam espessos € com a mucosa
difusa e acentuadamente vermelho vivo e observou-se
congestdo moderada dos vasos das leptomeninges,
além de equimoses e petéquias distribuidas por todo
o epicdrdio, petéquias por toda a serosa dos intestinos
delgado, grosso e superficie da pleura parietal.

Na andlise microscépica evidenciou-se enterite
e tiflite necrética difusa acentuada, pneumonia inters-
ticial difusa acentuada, congestao sinusoidal hepdtica
difusa, degeneracao vacuolar hepatica moderada difusa
e necrose centrolobular multifocal discreta (Figura 1).
Outros 6rgdos também evidenciaram alteragcdes como
necrose e nefrose tubular multifocal moderada, nefrite
intersticial multifocal moderada e leptomeningite lin-
focitaria discreta. Adicionalmente, foram observadas
numerosas dareas de necrose circunscritas por infiltrado
inflamatério predominantemente histiocitdrio e em
menor intensidade de neutréfilos (nddulos paratifoides)
no figado, baco, linfonodos mesentéricos e rim.
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Caso 2. Animal foi atendido em Hospital Vete-
rindrio Escola apresentando apatia, diarréia esverdeada
fibrinosa, ruido inspiratério com sibilos de tom grave, in-
coordenacgio motora grau 2, hipometria e arrastar de pinga
do membro pélvico esquerdo. No hemograma realizado
o eritrograma e leucograma estavam dentro dos valores
de referéncia. Na andlise de lesdo hepdtica a enzima
aspartato aminotransferase (AST) apresentou atividade
aumentada (223 U/L) e gamaglutamiltransferase (GGT)
atividade dentro de parametros da normalidade (19 U/L).

O animal veio a 6bito 3 dias apds o inicio dos
sinais clinicos. Ao exame macroscépico o intestino
delgado apresentava mucosa vermelho viva difusa e
moderada, principalmente na regido de ileo, hepato-
megalia, esplenomegalia e os vasos das leptomeninges
moderadamente congestos.

Ao exame microscopico foram observadas
numerosas areas de necrose circunscritas por infiltrado
inflamatdrio predominantemente histiocitario seguido
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por menor quantidade de neutréfilos (nédulos parati-
foides) no figado, baco, rim e em placas de Peyer do
ileo, associado a presenca de bacilos intralesionais
(intracitoplasmadticos e livres no intersticio) e no limen
dos vasos (Figura 2). Observou-se ainda enterite ne-
croética fibrinosa acentuada com bacilos intralesionais,
pneumonia intersticial acentuada, necrose esplénica
acentuada com deplecdo linfoide, nefrite intersticial
linfocitica multifocal a coalescente moderada, nefrose
e necrose tubular multifocal moderada, e leptomenin-
gite multifocal discreta.

Posteriormente os animais jovens da propriedade
iniciaram quadro semelhante ao descrito, tendo sido esta-
belecido isolamento e tratamento adequado dos doentes.

DISCUSSAO

O resultado do isolamento de Salmonella spp.
e os achados microscépicos de pneumonia intersticial,
enterite necrética fibrinosa principalmente no ileo e

Figura 1. Fotomicrografias de diferentes 6rgéos de bezerros com salmonelose. A- [leo: enterite necrética difusa e acentuada [HE; Barra= 50 um]. B-
Baco: deplecao linfoide acentuada [HE; Barra= 100 um]. C- Pulmao: os septos alveolares estdo espessados por um infiltrado mononuclear. Transudato
rosa (edema) € observado na luz dos alvéolos [HE; Barra= 100 um]. D- Figado: Necrose centrolobular moderada [HE; Barra= 50 pm].
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Figura 2. Fotomicrografias de diferentes 6rgios de bezerro com salmonelose. A- {leo - espessa camada de fibrina, neutréfilos, linfécitos degenerados
e glébulos vermelhos com abundantes cocobacilos cobrem a mucosa desnudada. A lamina propria estd repleta com numerosos linfécitos e histidcitos.
Ha destruicdo de vilosidades e criptas acentuada difusa [HE; Barra= 100 um]. Em destaque na placa de Peyer é possivel observar presenca de nddulo
paratifoide [HE; Barra= 50 um]. B - Nédulo paratifoide no parénquima esplénico com bactérias intralesionais [HE; Barra= 20 um]. C - N6dulo paratifoide

no parénquima hepatico [HE; Barra= 20 um]. D- Parénquima hepatico com agregados bacteriano gram-negativos [Gram; Barra= 10 um].

nédulos paratifoides nos diversos 6rgaos (bago, figado,
rim e {leo) confirmam a infec¢io nos animais e sao 0s
achados mais comuns da doenca [4,8,11,14]. Entretan-
to, a colecistite fibrinosa considerada patognomonica
para a salmonelose [12], ndo foi observada nos bezerros
deste estudo, portanto a auséncia dessa lesdo nao deve
respaldar o descarte da afec¢do nos animais doentes.

No exame histopatolégico na coloracéo
hematoxilina e eosina foi possivel observar bacilos
basofilicos intralesionais e no limen dos vasos san-
guineos. A colora¢do de Gram histolégico evidenciou
a coloragdo em vermelho, caracterizando bactérias
Gram-negativas, tornando-se um diferencial impor-
tante para excluir o diagndstico das clostridioses, pois
estas s@o bactérias gram-positivas, e frequente causa
de disturbio entérico infeccioso nos bezerros, como
por exemplo Clostridium difficile [17].

As lesoes no pulmao, figado, baco, linfonodos
mesentéricos e rim indicam a disseminacao e multipli-
cacdo bacteriana via linfatica e hematdgena, provenien-
te da lesdo inicial entérica, desencadeando o quadro
septicémico, caracterizada no exame macroscopico
pela presenca de equimoses e petéquias distribuidas por
todo o epicérdio, serosa do intestino delgado, grosso e
toda superficie da pleura parietal [8].

Para andlise da gravidade das lesdes foi uti-
lizado o indicador de lesdo microscopica, que atribui
valores de 1 a 4, em que 1= sem lesdes aparentes, 2=
lesdes leves, 3= lesdes moderadas e 4= lesdes graves
[8]. Ambos os bezerros foram enquadrados no grau 4.

Os resultados de hemograma e enzimas de
lesdo hepatica apresentam alta variabilidade, podendo
encontrar-se dentro dos valores de referéncia, abaixo
ou com aumento. Nos quadros agudos tem-se neutro-
penia com desvio a esquerda, acentuada neutropenia,
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ou contagem de leucdcitos normais. Nos animais su-
bagudos ou cronicos evidencia-se neutrofilia discreta
amoderada. O aumento da AST no caso 2 podem estar
associadas as lesdes hepaticas observadas [18].

A salmonelose é comumente diagnosticada na
bovinocultura de leite [15] entretanto, neste caso trata-
-se de bovinocultura de corte. Independentemente de
qual seja a aptiddo e a raca dos animais, € fundamental
considerar fatores que predispdem ao aparecimento
da infec¢@o, primeiramente a presenca de animais de
diferentes idades no mesmo ambiente, ocasionando a
exposi¢do de animais jovens sem a imunidade colostral
suficiente; o fornecimento de 4gua que possa estar con-
taminada com fezes que albergam a Salmonella spp.; a
introducio e movimentacio de bezerros portadores, os
quais quando submetidos ao estresse, reativam e libe-
ram as bactérias, além da presenca de roedores e aves
selvagens, sabidamente fontes de infeccao, proximos ao
local onde estdo alocados os bezerros [1,2,7,13,20,21].

Dentre os aspectos anteriormente citados na
epidemiologia da doenga, na propriedade em questdo
foram identificados os seguintes: animais de diferentes
idades no mesmo piquete e auséncia de piquete de
separagdo para os animais doentes, pois a manutencao
do agente no ambiente ocorre por meio da presenga do
microrganismo nas fezes, saliva e secre¢do nasal [11].

A taxa de sobrevivéncia dos doentes € inver-
samente proporcional a quantidade de Salmonella spp.
inoculada e diretamente ligada a idade [4]. Animais
com até 14 dias de idade possuem certa protecao prove-
niente do leite materno, por isso animais entre 14 e 90

dias sdo os mais suscetiveis, como demonstrado neste
caso, porque sdo incapazes de desenvolver resposta
imunoldgica rdpida e eficiente contra o agente [11].

O sorovar Dublin induz sinais clinicos vari-
aveis (septicémicos, respiratérios e entéricos) [16],
tornando o diagndstico clinico um desafio. A ndo
especificidade do quadro evoca outras suspeitas diag-
nésticas como as doengas constituintes do complexo
das doencas respiratdrias, a anaplasmose e outros pa-
tédgenos entéricos bacterianos e virais [5]. O histérico,
associado ao quadro clinico e aos achados de autépsia
e microscopia direcionam o caso para suspeita de
salmonelose, mas para o diagnéstico definitivo sio
necessarios o isolamento e a caracterizacdo do agen-
te, além de provas soroldgicas para identificagdo do
sorovar envolvido no quadro [6].

A diarreia em bezerros representa um quadro
grave que pode ser fatal em neonatos. Considerando
que varios patdgenos, além de fatores ambientais
podem estar envolvidos, o diagndstico laboratorial é
fundamental para estabelecer um diagndstico acurado
permitindo intervengdes corretas e consequente redu-
¢do das perdas econdmicas.
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