% ,(- UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA
A Departamento de Medicina Veterinaria

'\ Campus Regional de Umuarama

PROF. DR. RODRIGO GARCIA MOTTA

ENTEROPATOGENOS NAS ONFALOPATIAS DOS RUMINANTES

PROJETO DE PESQUISA

Umuarama
2025



1 INTRODUGAO

A bovinocultura é uma das principais atividades econdmicas desenvolvidas no Brasil.
O pais possui um dos maiores rebanhos comerciais do mundo, com 213,5 milhdes de bovinos
(CPEA, 2019). Os dados oficiais remetem exclusivamente a pecuaria a movimentacao de R$
186,35 bilhdes em 2018 e R$ 192,24 bilhdes em 2019 (MAPA, 2019). O potencial crescimento
dessa atividade é balizado pelo nimero de bezerros nascidos, bem como, pela qualidade dos
animais no momento da desmana, ja que esta categoria sera responsavel pela futura
manutenc¢do da cadeia produtiva de carne ou leite, neste contexto, é oportuno enaltecer que

sdo desmamados em média de 44,6 milhdes de bezerros por ano no pais (IBGE, 2019).

2.1 Aspectos gerais da bovinocultura e criacdo de bezerros

A bovinocultura é uma das principais atividades econdmicas desenvolvidas no Brasil.
O pais possui um dos maiores rebanhos comerciais do mundo, com 213,5 milhdes de bovinos
(CPEA, 2019). Os dados oficiais remetem exclusivamente a pecuéaria a movimentacao de R$
186,35 bilhdes em 2018 e R$ 192,24 bilhdes em 2019 (MAPA, 2019). O potencial crescimento
dessa atividade é balizado pelo nimero de bezerros nascidos, bem como, pela qualidade dos
animais no momento da desmana, ja que esta categoria sera responsavel pela futura
manutenc¢do da cadeia produtiva de carne ou leite, neste contexto, é oportuno enaltecer que
sdo desmamados em média de 44,6 milhdes de bezerros por ano no pais (IBGE, 2019).

Assim, a fase de cria, popularmente chamada de criacdo de bezerros, ocupa posi¢ao
de destaque, e a maneira como se realiza 0 manejo neonatal dos animais impacta diretamente
sobre sua toda a sua vida produtiva e reprodutiva, seja para carne ou leite (BEAN et al., 2009,
SCHECAIRA et al., 2018). Dessa forma, as enfermidades que acometem os bezerros recém-
nascidos sao de grande impacto, ocasionam prejuizos econdémicos de grande ordem, pela
elevada morbimortalidade, custos com tratamentos, assisténcia veterinaria e menores
desempenho zootécnico (BENESI et al., 2012).

As doencas neonatais em bovinos sdo multifatoriais e dependem da interacdo entre
patégenos de origem infecciosa, deficiéncias higiénico-sanitarias na maternidade, falhas na
colostragem e especialmente ineficicia na cura e desinfe¢cdo do umbigo (RENGIFO et al.,
2006; MEGID et al., 2016; SHECAIRA et al., 2018).

O fornecimento de colostro de qualidade, em quantidade e nas primeiras 6 horas de
vida, é ponto chave, para o estabelecimento da imunidade em bezerros e tem relacao direta

com a taxa de mortalidade até o momento da desmame, pois compete ao colostro suprir a



demanda energética, além de ser o responsavel pela transferéncia toda a imunidade passiva
(imunoglobulinas, leucdcitos e citocinas) necessarios para o bom desenvolvimento do recém-
nascido (SHECAIRA et al., 2018). No presente cenario, a falha na transferéncia da imunidade
passiva em bovinos, ainda é agravada por déficits na producado, pouca ingestao ou absorcao
insuficientes, que corroboram para elevar a incidéncia das enfermidades neonatais, como:
onfalopatias, diarreias, broncopneumonias e septicemias (BENESI et al., 2012, CONSTABLE
et al., 2016).

Conjuntamente a cura e a desinfecdo umbilical sdo pontos chaves, quando se
estabelece as boas préaticas na maternidade em rebanhos, assim a elevada prevaléncia das
afeccbes umbilicais em bezerros no Brasil. Varios estudos demonstraram que as onfalopatias
respondem entre 28% até 42,2% dos diagndsticos clinicos em animais com até 30 dias de
idade, seja para bezerros de corte e/ou leite, e representam 10% de todas as mortes de
bezerros até os 8 meses de idade (LOPES et al., 2008; REIS et al., 2009, CONSTABLE et al.,
2016). Assim as onfalopatias ou onfaloflebites causam muitas perdas econdmicas nos
sistemas de producdo, aumentam a taxa de mortalidade dos bezerros e ainda retardam o

crescimento de novilhas de reposicdo (SHECAIRA et al., 2018).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos anatomopatolégicos do umbigo

O corddo umbilical ou o umbigo é uma estrutura complexa, responséavel pela
comunicacdo materno-fetal durante a vida intrauterina, é constituido prioritariamente por 4
estruturas, a saber: 2 artérias, projetadas na porcéo caudal, que se comunicam diretamente
com as artérias iliacas, que apd0s o parto se tornaram os ligamentos redondos da bexiga; 1
veia localizada na regiao cranial, que se comunica diretamente com o figado, que pés parto
se tornard o ligamento o ligamento redondo do figado e o Uraco que esta conectado
diretamente a vesicula urinéria (BENESI et al., 2012; CONSTABLE et al., 2016).

As onfalopatias representam o processo inflamatério e/ou infeccioso de qualquer
estrutura umbilical. Esta afeccdo é caracterizada com um dos principais problemas de
bezerros nos rebanhos brasileiros, e tem como fatores predisponentes: ambientes com
excesso de matéria orgéanica, deficiéncias higiénico e sanitarias na maternidade,
traumatismos, partos distocicos, origem congénita e na grande maioria dos casos é agravada
por patégenos de origem bacteriana (SHECAIRA et al., 2018), que em isolamento puro ou em
associacdo comprometem todas as estruturas do umbigo (CONSTABLE et al., 2016).

Essas infecgBes podem resultar em septicemia, que ocorre devido bactérias que
ascendem a partir dos vasos umbilicais ou do Uraco causando septicemia aguda ou crbnica
com patologia articular, meningites, uveites, abscessos hepéaticos e endocardites (MEGID et
al., 2016; SHECAIRA et al., 2018).

2.2 Etiologia

As onfalopatias, como descrito anteriormente, contemplam o0s processos nao
infecciosos (hérnias, sindrome do Uraco persistente) e infecciosos (onfalites, onfaloflebites,
onfaloarterites, onfaloartrites e onfalouraquites), estes ultimos mais frequentes, e por isso, 0
foco deste estudo. Este cenéario pode ser facilmente justificado, ao passo que, o corddo
umbilical € amplamente exposto, 0 que propicia a entrada de patégenos por via ascendente,
em especial quando ocorre falha nas boas praticas agropecuarias, juntamente com a
incapacidade de transferéncia de imunidade passiva e deficiéncia no processo de cura e
desinfec¢do do umbigo (STURION et al., 2013; BENESI et al., 2012).

Varios patégenos de origem foram isolados em casos de onfalopatias em animais,
especialmente enterobactérias (Escherichia coli, Enterobacter spp., Proteus spp. e Klebsiella
spp)., Staphylococcus spp., Streptococcus spp. Pseudomonas aeruginosa e esporadicamente
actinomicetos,(Nocardia spp. e Trueperella pyogenes), entretanto, todos os estudos, até o
presente momento, se limitaram exclusivamente a identificacdo fenotipica das bacterias,

esses microrganismos em animais recém-nascidos, rapidamente evoluem para bacteremia,



septicemia e 6bito, 0 que torna a identificacdo molecular do agente e a determinacéo do perfil
de resisténcia uma importante ferramenta no diagnéstico, tratamento e determinacdo do
prognéstico para tal sindrome clinica (RENGIFO et al. 2006; QUINN et al., 2011; RIBEIRO et
al., 2015).

E oportuno enfatizar que a infeccdo dos vasos umbilicais ocorre de maneira
ascendente (RENGIFO et al. 2006; RODRIGUES et al., 2010). Porém, sdo escassos 0S
estudos sobre a ocorréncia dessa enfermidade em bezerros criados nas diversas regiées do
territério nacional, que por sua extensdo continental, apresenta grande variedade de
condicdes climaticas e ambientais, de criacdo e de manejo (RODRIGUES et al., 2010).

Ainda na literatura consultada, ndo foram encontrados estudos com a identificacéo por
proteomas para 0s microrganismos envolvidos nas onfalopatias de bezerro, e pouco se sabe
a respeito de resisténcia multipla aos antimicrobianos em linhagens bacterianas recuperadas

de bezerros com diagnostico de onflaloflebite.

2.3 Epidemiologia e fisiopatogenia

As onfalopatias em bezerros séo frequentemente diagnosticadas em animais durante
as primeiras 4 semanas de vida, e associa-se com a intensidade contamina¢do ambiental em
gue os animais sdo criados, em especial nas primeiras 12 horas apés o nascimento; falhas
na colostragem e a auséncia ou a ma do umbigo dos animais recém-nascidos séo listados
como fatores de risco para o desenvolvimento das onfaloflebites (MIESSA et al., 2002;
BENESI et al., 2012). Existe uma relacdo inversamente proporcional entre o aparecimento de
onfalopatias e bom manejo de bezerros. Quanto mais aberto, limpo, arejado e higienicamente
tratado o ambiente dos recém-nascidos, menor € a ocorréncia de afec¢Bes umbilicais
(SHECAIRA et al., 2018).

Recente estudo, destacou que bezerros provenientes de propriedades leiteiras com
umbigos néo curados apresentaram taxa de mortalidade de 18%, enquanto que 0s animais
criados nas mesmas condi¢des, porém com umbigos desinfetados tiveram 7% de mortalidade
até a desmama. Além de efeitos marcantes na taxa de mortalidade, o desenvolvimento de
infeccbes de umbigo resultou em peso vivo 2,5 kg menor aos trés meses de idade quando
comparado a bezerros saudaveis (WIELAND et al., 2017).

Constable et al. (2016) destacaram que a onfaloflebite € uma importante doenca dos
bezerros, e responsavel por grande parcela dos 6bitos em animais antes de atingirem a fase
adulta. Assim atribui-se as onfalopatias sérios transtornos econdmicos aos proprietarios, pois
reduzem o ganho de peso diario, incrementam os gastos com medicamentos assisténcia
veterindria, prejudicam o desenvolvimento dos bezerros e denotam no risco eminente de 6bito
em animais jovens (WINDEYER et al., 2014, ROBINSON, et al., 2015).



2.4 Sinais Clinicos

Os principais sinais de clinicos presentes nas onfaloflebites sdo: aumento de volume
local, dor & palpacéo, elevagdo da temperatura na regido, secre¢do purulenta, com odor
patrido (CONSTABLE et al., 2016). A dilatagdo ou espessamento do corddo umbilical
comumente é caracterizada como a principal queixa por parte dos proprietarios. (ROBINSON,
et al., 2015). Em outros casos 0 umbigo pode estar seco e com o didmetro maior do que o
esperado, recordando que em bezerros saudaveis a espessura do cordao umbilical ndo deve
ultrapassar a de um lapis (WIELAND et al., 2017).

Porém, alguns neonatos podem ter o umbigo exteriormente seco e de aspecto normal,
mas, podem estar em toxemia e/ou sepse (ROBINSON, et al., 2015), devido a presenca de
bactérias que ascendem a partir dos vasos umbilicais ou do Uraco causando septicemia aguda
ou crbnica com comprometimento articular, meningites, uveites, diarreias, pneumonias e
abscessos multiplos em especial no figado e pulmdes (WINDEYER et al., 2014).

Assim, sinais sistémicos como: febre, apatia e letargia e desidratacdo podem
acompanhar os quadros de afec¢des umbilicais, bem como, o histérico de baixo desempenho
e emagrecimento cronico em funcdo de faléncia de multiplos érgdos pela presenca dos
abscessos (CONSTABLE et al.,, 2016). Quando ha o envolvimento das articulacdes, em
funcdo do desenvolvimento de artrite ou poliartrite, os animais apresentam dificuldade na
locomocdo com claudicagdo. Nos casos em que ocorre somente o desenvolvimento dos
abscessos, a identificacdo ocorre durante a necropsia (CONSTABLE et al., 2016).

A hérnia umbilical é outra condicdo patolégica atribuida a deficiéncias no processo de
cura e desinfeccdo do coto umbilical, com o 6steo dilatado pode-se produzir uma evaséo do
peritdbnio e partes externas da pele traduzindo-se externamente por aumento de volume.
Embora as hérnias possam ser em resposta a traumatismos, principalmente coices, pisadas
e ao transporte inadequado, a maior parte das vezes esta relacionada com as infec¢des de

umbigo que comecam no local e imediatamente pos-parto (ROBINSON, et al., 2015).

2.5 Diagndstico e Prognoéstico

O prognéstico das afeccbes umbilicais pode ser estabelecido pela intensidade de
comprometimento das estruturas adjacentes e as suas respectivas inser¢cdes em 6rgaos
distantes como: figado e pulmdes (CONSTABLE et al., 2016), essa consideracdo é passo
chave para a elaboracéo do plano diagnostico e terapéutico (ROBINSON, et al., 2015). Assim
o roteiro semioldgico a ser seguido deve ser pautado em: anamnese, exame fisico criteriosos,
com palpacéo direta e indireta da regido umbilical e toda extensdo do abdome, na sequéncia
deve-se recorrer ao uso dos exames subsidiarios e complementares (STEINER e LEJEUNE,
2009; ROBINSON, et al., 2015; SHECAIRA et al., 2018).



Além da identificacdo dos sinais inflamatérios compativeis com as onfalopatias,
conforme descrito anteriormente, o exame ultrassonografico e a termometria podem auxiliar
na avaliacdo do umbigo que se encontra com aparéncia proxima do normal (STEINER e
LEJEUNE, 2009). O uso do perfil hematoldgico e bioguimico, podem sugerir o quadro
septicémico do neonato, ou como, alvo dos estudos mais recentes a caracterizacdo das
proteinas inflamatorias de fase aguda, podem antecipar o diagnostico e em casos extremos
recorre-se a laparotomia exploratéria, esses sdo 0s principais exames complementares
utilizados para o diagndstico das afec¢Bes umbilicais em bezerros em diferentes paises
(SVENSSON et al., 2003; STEINER e LEJEUNE, 2009; ROBINSON, et al., 2015; SHECAIRA
et al., 2018).

2.6.1 Caracterizacéo das linhagens de E. coli

E. coli pertencente a familia Enterobacteriaceae, apresenta forma de cocobacilos
gram-negativos, anaerébios facultativos e pertence a microbiota normal da maioria dos
mamiferos (RIBEIRO et al., 2016). Certas estirpes sdo patogénicas para humanos e animais.
A patogenicidade do micro-organismo é atribuida a diferentes mecanismos de viruléncia que
determinam o estabelecimento de infec¢des entéricas e extraentéricas (SUSSMAN, 1997;
QUINN et al.,, 2011; SONGER e POST, 2005). Em animais de producdo, companhia e
selvagens, E. coli é relacionada a grande variedade de manifestacdes clinicas como diarreia,
mastite, endometrite, cistite, nefrite, artrite, onfalopatias, abortamento, osteomielite,
endocartite, pneumonia, conjuntivite, entre outras (RADOSTITIS et al., 2007; RIBEIRO et al.,
2016). (MARWAH et al., 2015).

Os patotipos de E. coli relacionados com afecgfes entéricas (DEC) sao classificados
em tipos (classes), com base na producéo de toxinas, capacidade de invasao celular e nas
manifestacdes clinicas dos hospedeiros. De maneira geral, apresentam mecanismos de
patogénese especificos nas células-alvo, sorotipos diferentes e estdo associadas a infeccdes
e sindromes comumente distintas: enterotoxigénicas — ETEC, enteropatogénicas — EPEC,
enteroinvasoras — EIEC, enterohemorragicas — EHEC, enteroagregativas — EAEC e de
aderéncia difusa — DAEC (TRABULSI, 1999; SONGER e POST, 2005; QUINN et al., 2011;
TRABULSI, 2015).

2.6.1 Multirresisténcia bacteriana aos antimicrobianos em infec¢des umbilicais de
bezerros

A ocorréncia de bactérias multirresistentes aos antimicrobianos € um problema
emergente de ordem mundial, e figura dentre os problemas mais preocupantes atualmente
para os profissionais de salde no enfrentamento das doencas infecciosas em humanos
(TRABULSI e ALTHERTUM, 2005; TAVARES, 2007) e animais (ANDRADE e GIUFFRIDA,



2008; GUARDABASSI et al., 2010; GIGUERE et al., 2010) no novo conceito de Satde Unica
(“One Health”) [RIBEIRO et al., 2015]. Porém essa situacao ainda nao foi profundamente
delimitada em infec¢cdes umbilicais de bezerros e restringem-se a pesquisas realizadas
exclusivamente com onfalites em criancas (MARWAH et al., 2015).

O conhecimento do fenbmeno de resisténcia bacteriana aos agentes quimicos e fisicos
remonta desde a era microbiana. Ehrlich e colaboradores, em 1907, observaram que, com a
introducédo de substancias quimicas com finalidade de tratamento, poderia ocorrer resisténcia
entre isolados da mesma populacdo bacteriana. Apés o advento do uso clinico das
sulfonamidas em 1933 e, posteriormente, da penicilina em 1941, foi especulado que a
bacteriana aos antimicrobianos poderia ocorrer de modo natural ou adquirido. Ao descobrir a
penicilina em 1929, Alexander Fleming também verificou, paralelamente, a resisténcia natural

de micro-organismos ao farmaco (TAVARES, 2007).

2.6.2 Mecanismos desenvolvimento Multirresisténcia bacteriana

A resisténcia aos antimicrobianos € um fendémeno genético. Esta intimamente
relacionado com a presenca de genes do micro-organismo que codificam diferentes
mecanismos bioquimicos capazes de impedir a multiplicacéo (bacteriostaticos) ou eliminar os
micro-organismos (bactericidas) (TAVARES, 2007). O desenvolvimento de resisténcia pelos
micro-organismos ocorre por via cromossomal (como resultado de mutagcbes espontaneas)
ou pela transferéncia de material genético e plasmidios de uma bactéria para outra. Entre os
mecanismos de transferéncia, os mais conhecidos séo a transducao (transferéncia de genes
por bacteri6fagos), transformacao (incorporacdo de DNA liberado por outra bactéria),
conjugacao (transferéncia de elementos genéticos por ponte citoplasmatica entre bactérias) e
transposons (material genético mével) (GIGUERE et al., 2010).

Os plasmidios sdo segmentos de DNA extra-cromossomal com habilidade de
multiplicarem independente do cromossoma bacteriano. Estas estruturas contém informacgdes
genéticas para a producdo de toxinas, uso de substratos, producao de fatores de colonizacéo
(fimbrias, pilis, adesinas) e de resisténcia aos antimicrobianos, este ultimo, inclusive,
denominado também plasmidio de resisténcia (fator R). (GIGUERE et al., 2010).

Os transposons sdo pequenos fragmentos de DNA capazes de se movimentar entre
as bactérias (plasmidios, cromossomos ou bacteriofagos), e podem carrear genes de
resisténcia aos antimicrobianos. Em dias atuais, especula-se que a transferéncia de genes de
resisténcia aos antimicrobianos entre isolados bacterianos ocorra, principalmente, por
plasmidios e transposons (TAVARES, 2007; ANDRADE e GIUFFRIDA, 2008; GIGUERE et
al., 2010).

A transferéncia de resisténcia aos antimicrobianos € muito comum em enterobactérias,

Pseudomonas sp. e anaerébios entéricos. A resisténcia de uma bactéria a um determinado



antimicrobiano pode gerar também resisténcia cruzada a farmacos da mesma classe (grupo
do antimicrobiano), como observado com os bacteriostaticos, que incluem as sulfonamidas,
tetraciclinas, aminoglicosidios e macrolideos. Ainda, bactérias ndo patogénicas ou comensais
podem adquirir resisténcia aos antimicrobianos que habitualmente seriam eficazes diante
destes organismos (QUINN et al., 2007).

Outros mecanismos de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos incluem a
diminuicdo da permeabilidade da parede celular bacteriana, producdo de enzimas que
inativam o farmaco, transporte ativo do farmaco para fora da bactéria, desenvolvimento de
vias metabdlicas alternativas e alteracdo de receptor da bactéria para o antimicrobiano
(ANDRADE e GIUFFRIDA, 2008).

O aumento da ocorréncia de linhagens multidroga resistentes ou multirresistentes
coincide com a utilizacao em escala de diferentes grupos de antimicrobianos, notadamente a
partir da década de 1960, particularmente no tratamento de diversas manifestacdes clinicas
em humanos e em animais, com o uso industrial na conservacéo de alimentos e na medicina
experimental (TAVARES, 2007).

Em humanos, a ocorréncia de bactérias multidroga resistentes € notéria em ambientes
hospitalares. Particularmente em animais de producédo, o uso mais recente de antimicrobianos
como “promotores do crescimento” de aves e suinos (ANDRADE e GIUFFRIDA, 2008), na
profilaxia de doencas especificas em animais, como na terapia da vaca seca (CONSTABLE
etal., 2016), ou mesmo estimulado pelo apelo comercial de certos farmacos, tém intensificado
0 uso dos antimicrobianos em animais domésticos favorecendo, em tese, o aumento da
presséo seletiva para linhagens multidroga resistentes (RIBEIRO, 2008).

O uso indevido ou nao racional dos antimicrobianos (subdoses, superdoses, tempo de
tratamento insuficiente, tratamento sem o respaldo dos testes de sensibilidade “in vitro”,
descontinuidade do tratamento) pode aumentar a presséo de sele¢cdo para linhagens com
resisténcia (intrinseca ou adquirida) aos antimicrobianos (TAVARES, 2007; RIBEIRO, 2008;
GIGUERE et al., 2010). Nesses casos, a populacdo bacteriana resistente multiplica-se
exponencialmente e as caracteristicas de resisténcia aos farmacos pode ser transmitida para
micro-organismos da mesma espécie e, até, para outros géneros de bactérias (ANDRADE e
GIUFFRIDA, 2008, GIGUERE et al., 2010; QUINN et al., 2011).

Ao que se pese a literatura ndo apresenta nenhum estudo contextualizando resisténcia

multipla aos antimicrobianos por patégenos recuperados de onfalites em bezerros.

2.8 Tratamento
O tratamento das onfalopatias em bezerros é fundamentado em dois procedimentos:

uso de racional antimicrobianos e cuidados auxiliares, para que se evite o desenvolvimento



da abscedacgéo e distensédo do Uraco, veia e artérias umbilicais (ANDRADE e GIUFRIDA,
2008; CONTABLE et al., 2018). Estabelecida a infec¢éo que pode ocorrer dentro de 24 horas,
geralmente requer a remocgao cirurgica das estruturas envolvidas, além do suporte clinico
(BENESI et al., 2012).

Assim nas onfalopatias sépticas tem-se como objetivo terapéutico eliminar o micro-
organismo causador da doenca, remover 0s debris ou restos celulares decorrentes da
inflamacao nos tecidos e remover o foco infeccioso, com intuito de diminuir os danos diretos
aos 6rgdos em contato direto com os vasos umbilicais (CONSTABLE et al., 2016).

Para a obtencdo de sucesso no tratamento devem-se considerar o rapido
reconhecimento e diagndstico da enfermidade, eliminacdo imediata do foco de sepse,
tratamento estratégico do processo inflamatdrio e controle da dor (STEINER e LEJEUNE,
2009; ROBINSON, et al., 2015; SHECAIRA et al., 2018).

Diferentes antimicrobianos tém sido utilizados na monoterapia ou em associagao no
tratamento das onfalopatias em bezerros (CONSTABLE el al., 2016). Dentre os farmacos mais
usados no tratamento merecem destaque antimicrobianos do grupo dos beta-lactamicos e
derivados (penicilinas, ceftiofur), aminoglicosideos (gentamicina, amicacina), sulfonamidas,
fluoroguinolonas, macrolideos, oxitetraciclinas e anfenicois (florfenicol) [GUIGUERE et al.,
2010]. No entanto, devem ser considerados de elei¢cdo os antimicrobianos de amplo espectro
e que atingem concentracbes terapéuticas em focos necréticos e provavel abscessos
(CONSTABLE el al., 2016).

O tratamento antimicrobiano parenteral € preconizado para todos 0s casos
onfalopatias (BENESI et al., 2012). Entre as associac6es merecem destaque beta-lactamicos
e aminoglicosideos, beta-lactamicos e fluorquinolonas, sulfas e trimetoprim (QUINN et al.,
2011).

O cultivo microbioldgico, aliado a testes de sensibilidade microbiana “in vitro”, podem
aumentar a eficacia do tratamento dos casos de onfalites em neonatos (QUINN et al., 2011).
No entanto, certa linha de pesquisadores recomenda que o uso de antimicrobianos deve ser
instituido rapidamente apos a definicdo do diagnéstico das onfalopatias, antes mesmo de se
obter o resultado do cultivo e testes de sensibilidade microbiana “in vitro”, j& que os riscos
para o desenvolvimento de sepse séo rapidos (CONSTABLE et al., 2016).

O tratamento antimicrobiano imediato pode reduzir os efeitos deletérios das infeccbes
umbilicais por enterobactérias, estafilococos, estreptococos e certos actinomicetos
(CONSTABLE et al., 2016), como Trueperella (Arcanobacterium) pyogenes (RIBEIRO et al.,
2015). O tratamento deve ser prolongado, entre 2 e 4 semanas, devido ao risco de recidivas
frequentemente observadas em terapias convencionais ou com tempo reduzido
(CONSTABLE et al., 2016).
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2.9 Medidas gerais de controle e profilaxia

A maior parte das onfalopatias ocorre devido a falta de desinfeccao ou cura do umbigo
do animal recém-nascido (BENESI et al., 2012). A desinfec¢éo correta do umbigo logo apos
0 nascimento dos animais € algo que pode significar bom desempenho, saude e contribuir
significativamente na diminuicdo da mortalidade dos bezerros (STEINER e LEJEUNE, 2009;
ROBINSON, et al., 2015)

A melhor forma para a prevencao de onfalopatias é realizar a cura correta do umbigo
logo ap6s o nascimento do animal, com limpeza e corte do corddo umbilical, seguida da
imersdo em uma substancia caustica e que, preferencialmente, mumifique o corddo umbilical,
como solugdo de iodo a 5-10% ou é&cido picrico (2%) (CONSTABLE et al., 2016). E
interessante que esta pratica de manejo seja repetida por até duas vezes ao dia até a
completa cicatrizacdo (SHECAIRA et al., 2018). Quando esta tarefa é realizada de forma
adequada, a mumificagédo e subsequente queda do cord&o ocorre entre dois a trés dias apos
0 nascimento (ROBINSON, et al., 2015)

Outro erro comum € o retorno da solugdo utilizada para dentro do frasco contendo a
solucéo nova, de forma que depois de alguns tratamentos a concentracédo da solucao ja nao
€ mais de 5 a 7% (ROBINSON, et al., 2015).

Trabalhos de levantamento de campo mostram que toda vez que se observam
problemas de hérnia umbilical, o produtor utilizava apenas alguns produtos leves para imersao
do umbigo, que ndo eram os de secagem, ou seja, hdo continham &lcool em sua composicao
(STEINER e LEJEUNE, 2009). Ap6s a imersédo do umbigo, o bezerro deve ser transferido para
um ambiente limpo e seco para protegé-lo de uma variedade de microrganismos patogénicos
gue oportunamente se estabelecem no umbigo por falhas no manejo higiénico e sanitario das
maternidades (CONSTABLE et al., 2016).
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3. HIPOTESES DE ESTUDO

E provavel que se identifique o predominio de enterobactérias como a E col,
estafilococos e estreptococos como agentes causais das onfalopatias nos bezerros
amostrados. Também em menor proporcdo deverd ser identificado bactérias como:
Pseudomonas sp. e Actinomicetos.

Devido ao uso intensivo, por vezes néo racional, de antimicrobianos no Brasil no
tratamento de doencas em animais de producao, incluindo bezerros recém-nascidos, espera-
se identificar isolados multirresistentes aos principais grupamentos de farmacos utilizados na

rotina clinica dos ruminantes.

4. OBJETIVOS

Geral:
Investigar o perfil microbiol6gico das onfalopatias em bezerros, avaliar o perfil de

resisténcia aos antimicrobianos utilizados na rotina das propriedades leiteiras.

Especificos:

v Avaliar a prevaléncia e a provavel origem dos patdégenos envolvidos nas
infecgbes de umbigo em bezerros;

4 Caracterizar as estirpes bacterianas quanto a resisténcia mdultipla a
antimicrobianos;

4 Caracterizar a presenca de fungos

v Apresentar 0s principais fatores epidemiolégicos envolvidos no

desenvolvimento das onfalopatias em bezerros no estado do Parana.

5. MATERIAL E METODOS
5.1 Comisséo de Etica

O estudo ora proposto sera encaminhado a Comisséo de Etica e Uso de Animais
(CEUA) da UEM.
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5.2 Delineamento amostral

Para o presente estudo serdo coletados swab de umbigo de bezerros naturalmente
infectados e portadores de onfalopatias sépticas, provenientes de rebanhos leiteiros situados
no Estado de Sdo Paulo, Minas Gerais, Goias e Parana.

Os fatores de inclusdo das propriedades séo: 1) Presenca de piquetes maternidades;
2) N&o realizacdo de metaloprofilaxia antimicrobiana nos neonatos; 3) Nao realizacdo de
terapia antimicrobiana prévia, 4) idade maxima de 30 dias, 5) Auséncia de intercorréncias
clinicas durante o periodo de transi¢édo das vacas.

Os animais utilizados no presente estudo permanecerao alojados conforme o sistema
de criacao de cada propriedade, ndo havendo interferéncia na rotina e manejo dos neonatos.
Animais que evoluirem para o 6bito em decorréncias das complicacfes atribuidas as afeccbes
umbilicais serdo submetidas ao exame necroscoépico e coleta de fragmento dos seguintes

orgdos: pulméo, figado, rim e conteddo presente na vesicula urinaria.

5.3 Colheita e processamento das amostras

A coleta sera realizada com o animal em decubito lateral com antissepsia prévia da
pele e porcao externa ao umbigo com gaze e &lcool iodado, para evitar contaminacdo. Sera
coletado uma amostra de secregdo/exsudato da regido umbilical por meio de swab estéril.

A haste sera introduzida no umbigo até atingir a cavidade abdominal e imediatamente
ap6s a remocgdo, sera acondicionado em meio liquido de transporte adequado (Stuart).
Conjuntamente os 6rgaos dos animais que vierem a 0Obito serdo coletados sob as mesmas
condi¢des de antissepsia e refrigeragéao.

Todas as amostras serdo transportadas em refrigeracdo para os laboratérios de
Microbiologia e de Pesquisa em Bacteriologia da FMVZ-UNESP/Botucatu, SP, para

processamento.

5.4 Cultivo bacteriano

As amostras serdo cultivadas em agar suplementado com sangue bovino (5%)
desfibrinado, agar MacConkey em condi¢c6es de aerobiose, a 37°C, mantidos por 72 horas
(QUINN et al., 2011). Simultaneamente, as amostras serdo cultivadas em agar suplementado
com sangue bovino (5%) desfibrinado e caldo cérebro coracdo (BHI) e incubados em
condicbes de anaerobiose, a 37°C, mantidos por 120 horas. Os micro-organismos serao
classificados segundo suas caracteristicas fenotipicas (National Mastitis Council — NMC,
1999; QUINN et al., 2011).
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Os isolados serdo estocados, em duplicata, a -20°C em tubos com glicerol (20%) e a
25°C, em tubos com meio de Ligniéres até o momento do processamento das diferentes

técnicas diagnésticas.

5.4 Cultivo fangico

Os swabes serdo semeados em duplicata em tubos contendo agar Sabouraud-
dextrose suplementado com 0,5% de cloranfenicol. O tubo sera incubado a 37°C, sendo
examinado a cada 3 dias por até 25 dias.

Constando-se o crescimento de microrganismos flngicos, as colbnias isoladas serdo
classificadas segundo caracteristicas macromorfolégicas (aparéncia das coldnias) e
micromorfolégicas (observacao de estruturas coradas com lactofenol de azul de algoddo em
microscopia 6tica) - (LACAZ et al.,, 1998). Testes fenotipicos adicionais baseados na
expressao de enzimas, fermentacdo de aclcares ou assimilacdo de agUcares poderdo ser
adotados para complementar a classificacdo. A identificacdo final dos isolados, na
dependéncia da espécie suspeita, podera ser realizada mediante técnicas de PCR e

sequenciamento genético de regides genbmicas conservadas, se pertinente (LIU, 2011).

5.5 Teste de sensibilidade microbiana “in vitro” dos isolados

Todos os isolados seréo submetidos ao teste padrédo de difusdo com discos (CLSI,
2014) diante de antimicrobianos rotineiramente utilizados a campo, a saber: 1 -penicilinas
semi-sintéticas e natural (penicilina 10 Ul e amoxicilina - 10mcg + acido clavulanico) 2-
anfenicois (florfenicol - 30mcg), 3 - tetraciclinas (oxitetraciclina - 30mcg), 4- aminoglicosideos
(gentamicina - 10mcg); 4 - cefalosporinas (ceftiofur); 5 - fluorquinolonas (enrofloxacino - 5mcg
e marbofloxacino - 5mcg); 6 - sulfonamidas (sulfametoxazol/trimetoprim - 25 ug). A
interpretacdo dos halos de inibicdo sera de acordo com National Committee for Clinical
Laboratory Standards - CLSI (CLSI, 2018).

5.6 Andlise estatistica e célculo do universo amostral

O célculo do tamanho amostral foi realizado para estimar uma prevaléncia associada
a uma margem de erro. Com base na suposi¢do de que, a prevaléncia de onfalopatias seja
de 20% na populacdo de bezerros em geral, e que a prevaléncia de casos associados a
enterobactérias seja de 50%, a prevaléncia esperada de casos por Escherichia coli na
populacéo seria de 10% (CARDONA et al. 2011; FARADONBEH et al. (2016).

Desta forma, para estimar uma prevaléncia do isolamento patégenos associados a
uma margem de erro de 5%, resultou na necessidade de no minimo, 25 bezerros, utilizando

0 programa Open Epi (https://www.openepi.com/Menu/OE _Menu.htm) [DEAN et al., 1994].
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Os isolados seréo avaliados utilizando o teste de Qui—quadrado (Exato de Fisher),

utilizando o programa EPI-INFO (versdo 6.04), considerando diferenca significante para

valores de p<0,05 (DEAN et al., 1994).

6. PRINCIPAIS CONTRIBUIGOES CIENTIFICAS DA PROPOSTA

v S&ao praticamente incipientes ou inexistentes os estudos no Brasil envolvendo

a caracterizacdo das linhagens bacterianas envolvidas no desenvolvimento de afec¢des

umbilicais em bezerros;

v Nao existe nenhuma pesquisa até o momento que caracterizou 0s micro-

organismos relacionados as onfalopatias em bovinos e em conjunto avaliou o perfil de

resisténcia aos antimicrobianos utilizados na rotina.

7. CRONOGRAMA DE EXECUGAO

Ano 2025

Meses |J* |F |M |A M |J |J |A|S|O|N|D
Atividades
Elaboracéo do projeto* X* | X*
Contato com as propriedades leiteiras* X* | X* | X*
Organizacdo e padronizacdo da X I X | X [ X|X|X|X|X|X]|X
metodologia

Ano 2026

Meses |J |[F | M |A|M |J|J|A|S|O|N|D
Atividades
Identificacdo das propriedades XX [ X |X
Coletas swabs XXX [ X[ X |[X[X
Preparo de meios de cultura X[ X[ X[ X|X [X|X
Cultivo microbioldgico, identificacdo e XXX [X]|X |X|X
estogue dos micro-organismos
Caracterizacdo molecular dos isolados XXX [ X[ X [ X[X

Ano 2027

Meses |J |[F|M |A|M |[J|J|A|S|O|N|D
Atividades
Cultivo microbioldgico, identificagdo e | X | X | X | X
estoque dos micro-organismos
Caracterizacdo molecular dos isolados X [ X[ X [ X[X [ XX
Organizacéao dos resultados X [ XX
Analise estatistica dos dados X
Avaliacao dos resultados, elaboracéo do X
artigo
Relatério final e publicacdo dos X
resultados

*Atividades pré-aprovacdo do projeto
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9. ORCAMENTO

9.1 Despesas com Material de Consumo (se houver)

Especificacdo Qtde. Valor Unitario Valor Total
Meios de cultura 5 frascos R$ 200,00 R$ 1000,00
Total R$ 1000,00
9.2 Equipamentos e Material Permanente
Especificacdo Qtde. Valor Unitario Valor Total
Estufa para cultivo microbiano 1 R$ 2000,00 R$ 2000,00
Total R$ 2000,00
9.3 Servicos de Terceiros — Pessoa Fisica e Pessoa Juridica
Especificacdo Qtde. Valor Unitario Valor Total
MALDI TOF 100 R$10,00 R$1000,00
Combustivel 200L.itros R$ 6,00 R$ 1200,00
Total R$ 2200,00
9.4 Fontes de Recursos
[Discriminacéio UEM/Depto. Outra fonte Total
Material de Consumo R$ 500,00 Recursos préprios(R$ 1000
Equipamentos e Material Permanente R$ 500,00 Recursos proprios|R$ 2000
Servicos de Terceiros e Encargos Diversos  |R$ 500,00 Recursos proprios[R$ 2200
Total
9.5 Cronograma de Desembolso
Elementos de Despesas/Fontes de Recursos Ano 1 Ano 2 Ano 3 Total
UEM/Departamento R$ 250,00 |R$ 250,00 [R$ 250,00 |R$750,00
Material de Consumo R$ 333,00 |R$ 333,00 [R$333,00 |R$ 1000,00
Equipamentos e Material Permanente R$2000,00 R$2000,00
Servigos de Terceiros e Encargos Diversos R$ 733,33 |R$733,33 [R$ 733,33 |R$2200,00
Sub-total R$3316,33 |R$1316,33[R$1316,33|R$5948,99
Outras fontes
Material de Consumo
Equipamentos e Material Permanente
Servicos de Terceiros e Encargos Diversos
Sub-total
TOTAL R$3316,33 |R$1316,33[R$1316,33|R$ 5948,99
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