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Impacto potencial desta pesquisa

Etiologia microbiana e multirresisténcia aos antimicrobianos em isolados obtidos de infec¢des
umbilicais em borregos diagnosticados por espectrometria de massas

Impacto cientifico esperado: Identificacdo molecular dos patdgenos encontrados em infeccbes
umbilicais em cordeiros, resisténcia multipla bacteriana e avaliar a microbiota umbilical de cordeiros
sadios.

Impacto social: A identificacdo dos micro-organismos isolados possibilitard o uso racional de
antimicrobianos e a adocao de agdes especificas de controle/profilaxia da doenca.

Impacto econémico: A identificacdo dos principais patdgenos permite ao produtor tragar estratégias
de profilaxia e controle mais direcionadas, diminuindo as perdas econémicas com mortalidade e custos
veterinarios.

Potential impact of this research

Etiology and antimicrobial resistance in isolates from lamb’s umbilical infection diagnosed by
mass spectrometry

Scientific impact: Molecular identification of pathogens found in umbilical infections in lambs,
multidrug-resistant bacteria and evaluate the umbilical cord’s microbiota.

Social impact: The identification of microorganisms isolated from umbilical infections enables the
rational use of antibiotics and the adoption of actions of prophylaxis/control of the disease.

Economic impact: The identification of the main pathogens allows the producer to build strategies to
prevent and control the umbilical infection more efficiently, reducing the economic losses with mortality
and veterinary costs.



Nome da autora: Thais Spessotto Bello

Titulo: Etiologia microbiana e multirresisténcia aos antimicrobianos em isolados obtidos de
infeccBes umbilicais em borregos diagnosticados por espectrometria de massas

COMISSAO EXAMINADORA:

Prof. Titular Marcio Garcia Ribeiro
Presidente e Orientador
Departamento de Producdo Animal e Medicina Veterinaria Preventiva

FMVZ-UNESP, Botucatu, SP

Prof. Associado Rogério Martins Amorim
Membro
Departamento de Clinica Veterinaria

FMVZ-UNESP, Botucatu, SP

Prof. Colaborador Rodolfo José Cavalcanti Souto

Membro

Clinica de Bovinos- UFRPE- Garanhuns/PE

UFRPE- Universidade Federal Rural de Pernambuco, Garanhuns, PE

Data da defesa: 19 de abril de 2024.



AGRADECIMENTOS

A minha familia, em especial meus pais, Cristiana Cagnoni Spessotto Bello e Cicero Rubens
Ribeiro Nogueira Bello, por serem meu alicerce e confiarem em mim até nos dias em que eu
ndo confiava mais. VVocés dois sdo meus exemplos de resiliéncia e forca. Amo voceés, essa

conquista € nossa.

Ao professor Méarcio Garcia Ribeiro, por ter aceitado ser meu orientador de estagios ha 7
anos, me acompanhando também na residéncia e no mestrado. Obrigada por ser um exemplo
de profissional, por ter confiado em mim para realizacdo do trabalho, pela empatia e

compreensdo quando passei por momentos dificeis e por todos os conselhos.

Aos meus co-orientadores, Geraldo de Nardi Janior, Lorrayne de Souza Martins Motta e
Rodrigo Garcia Motta. Agradeco pela ajuda nas coletas e pelos conselhos na pés-graduacao.

Sem a colaborag&o de voceés, esse trabalho ndo teria sido possivel.

Ao técnico do laboratério (agora ex-técnico) Fernando José Listoni, por todos o0s
ensinamentos microbiologicos e pelos inimeros conselhos de vida. Sou muito grata por ter tido
a oportunidade de aprender tanto com o senhor e espero ter o privilégio de passar seu

conhecimento adiante.

Aos meu colegas do laboratério, em especial Fabio Portilho, pelos momentos
compartilhados na bancada, pela ajuda com as buracracias da pés-graduacdo, com o SAGE-
Fapesp, pelos conselhos e pelo companheirismo nos dois anos de mestrado. Quem ajuda pode

ndo se lembrar, mas que é ajudado, jamais esquecera.

Aos meus amigos Wendel Carlos e Camila Mendes, pelo companheirismo, risadas e apoio

durante o mestrado. VVocés tornaram a caminhada mais leve e por isso serei para sempre grata.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Codigo de Financiamento 001 e da Fundacdo de Amparo
a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP; processo 2021/15085-8).



Sumario

RESUIMO ...ttt ettt e b e bt s bt it et et e bt e s he e s heesab e e bt e a bt e b e e abeesbeesaeeeaneebeenbeesbeesanenas v
A B S T R A T <. e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaaaens vi
1. INTRODUGAD .....ovveeeetetceeeee et ettt et e et st et s ess et etetessesssesess et stesessasssesessssssesessesssenensssasen 1
2. REVISAO DE LITERATURA ....ooutuiiiiitisistet ettt vttt sttt ss sttt s s s bbb bbb besesenenis 4
2.1 Aspectos da ovinocultura e criagdo de COrdiIroS .......ciimmiiiiiiiiirieiiiieeeecreeeeecrre e ecre e e e eraeeeeeans 4
2.2.2  Etiologia das infecgdes umbilicais @M COrdeiros.......ccvumiiiiiiiiiiiiiiciiee e 6
D 2 T = o 10 [=T 4 o1 o] (oY - - T PSPPI 6
2,24 SINQIS ClINICOS ..uiiiie ettt ettt sb e st e e st e s bt e e s abeesabeeesabeesbeeesnteesaneeesareenanes 7
2 \Y, =1 oo [o 1o (=X I =Y s T 1y 4 [ TS USRSt 8
D S T o] oY= 44 o1 ol RO PR 9
2.2.7 Agoes de profilaxia @ CONTIOIE ..ciiiiiii e e e s e e e s saraeeeeaes 9
2.2.8 Abordagem terapéutica e resisténcia bacteriana aos antimicrobianos ..........cccccceecveeeiinnenn. 10
3. OBUJETIVOS ...ttt ettt st sttt e bt e s bt e s ae e sat e et e e bt e bt e bt e sbeesabesateebeenbeesbeesaeenane 12
4. MATERIAL E METODOS ....oouivuerieriiienieianiesseesessesse ettt ssensensensessns 13
4.1  Comité de Etica € Uso dos ANIMais (CEUA).........ceueuiueuieeeiecececeseeeeeeeeesessesesssesssssesessesesesesesssnens 13
4.2 Delineamento amMOSTIal.......cuiiiiiiiiieiie et et sare e 13
4.3 Colheita e processamento de amMOSTIaS.....ccuiieiciiieeiiiiee e crtee et erree e e e e s sbeee e e eares 14
4.4  Cultivo bacterioldgico € fUNGICO: .....ciieiiiiiecee e e e e e ree e e abae e e 14
4.5 Teste de sensibilidade microbiana in vitro dos isolados.........cccceeeiriiriiiiiniienieeee e 15

4.6 Matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS). 15

4.7 ANALISE ESTATISTICA. eeveereerieerite ettt 16
5. RESULTADOS ...ttt ettt et e ettt e e e e e e e bbb et e e e e e e e ar e bt e eeeeseaannbebeeeeeeesaannraneeaaeens 17
5.1 Dados dos cOrdeiros amOSTradOs. ......eeeiueieiiieiiiiieniie ettt st s s ree e s e e nnee e 17
5.2 Isolamento de micro-organismos de origem bacteriana e flngica ........ccccceeeeveeeecieeecccieee e, 18
5.3 Teste de sensibilidade Microbiana in Vitro...........cccccooiiiinieiiieiieneseece e 24
54 ANALISE @STATISTICA..eeuveereerieerie ettt 28
6. DISCUSSAD ....ocvvtevetctetetetcteee ettt ettt ettt b ettt ettt st as s s s s s s e s st es b sesesesesebebesesesesetesnais 31
7. CONCLUSOES ...ttt ettt 37
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......oocvveievieiietseesae st sae s s s sae s s s s esssesesassessassesnassans 39

F Y =) o T T USROS 45



O 00 N o U b~ wN

W W N N N N NN N N N NN R R R R RR, R, R R R
R O W 00 N o U Ao W N P O O 0O N O B W N —», O

BELLO, T.S. Etiologia microbiana e multirresisténcia aos antimicrobianos em isolados
obtidos de infec¢bes umbilicais em borregos diagnosticados por espectrometria de massas.
Botucatu, SP, 2024. 51p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista - UNESP.

RESUMO
Os primeiros meses ap0s 0 nascimento sdo considerados criticos na vida do cordeiro, em
virtude da elevada ocorréncia de mortalidade secundéria as infec¢gdes umbilicais, comumente
relacionadas ao consumo inadequado de colostro, deficiéncias na antissepsia umbilical pds-
parto e manutencdo dos animais recém-nascidos em ambientes com sujidades, fezes e umidade.
Apesar dos prejuizos causados na ovinocultura, namero restrito de estudos tem investigado 0s
agentes causais de onfalopatias infecciosas em cordeiros, ficando restritos a relatos de caso e
com o diagnéstico em nivel de espécie dos micro-organismos usualmente baseados em testes
fenotipicos convencionais. Diante deste cenario, o presente estudo investigou a etiologia
microbiana das infecgdes umbilicais em cordeiros - diagnosticada por espectrometria de massas
-, 0s escores de gravidade clinica das lesdes umbilicais (escore 1 ou leve, escore 2 ou moderada
e escore 3 ou grave) e a ocorréncia de multirresisténcia dos isolados aos antimicrobianos. Foram
coletados assepticamente suabes umbilicais de 128 cordeiros com sinais clinicos de infeccdes
umbilicais e de 41 cordeiros higidos. Os suabes foram submetidos ao cultivo microbioldgico,
teste de sensibilidade microbiana in vitro e identificagdo dos micro-organismos por
espectrometria de massas. Foram identificados 214 micro-organismos (bactérias e leveduras)
em amostras de infeccdo umbilical e 116 isolados em cordeiros sadios. Nos casos de infeccdes
umbilicais, foi observado predominio do grupo das enterobactérias (87/214=41%), com
associacéo significante (p<0,05) da Escherichia coli (24/214=11%) em cordeiros com escores
2 e 3 de gravidade clinica. Em cordeiros sadios, ampla variedade de bactérias foi isolada com
namero expressivo de micro-organismos gram-positivos, com predominio de Desemzia incerta
(14/116=12%). Nas infec¢des umbilicais envolvendo bactérias gram-negativas, gentamicina foi
0 antimicrobiano mais efetivo (106/131=81%), enquanto os isolados foram resistentes
principalmente a ampicilina (66/87=75%). Para as bactérias gram-positivas, a amoxicilina com
acido clavulanico apresentou boa eficacia (20/26=77%). A multirresisténcia bacteriana foi
observada em 20% (36/182) dos isolados obtidos de infec¢do umbilical. Dentre 60 animais com
sinais clinicos compativeis com complicacdes das infeccdes umbilicais (pneumonia, artrite,
sepse), 58% (35/60) evoluiram para obito. Grande variedade de espécies de bactérias foram
identificadas nos animais amostrados, em cultura pura e/ou em associacdo, ressaltando a

complexidade etioldgica das infeccbes umbilicais em cordeiros, com predominio de
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enterobactérias, e a necessidade de adogdo de acBes de profilaxia/controle da doenca nos

criatorios.

Palavras-chave: onfalopatias infecciosas, cordeiros, etiologia, resisténcia bacteriana, MALDI-
TOF MS

BELLO, T.S. Etiology and antimicrobial resistance in isolates from lamb's umbilical
infection diagnosed by mass spectrometry. Botucatu, SP, 2023. 51p. Disserta¢do

(Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista - UNESP.

ABSTRACT
The first months after birth are considered critical in the life of the sucking lamb, due to the
high occurrence of mortality secondary to umbilical infections, commonly related to inadequate
consumption of colostrum, deficiencies in postpartum umbilical antisepsis, and maintenance of
newborn animals in environments with dirt, feces, and moisture. Despite the losses in sheep
farming, a lack of studies has focused on the causal agents of umbilical infections in lambs, and
descriptions have been restricted to the report of cases and diagnosis at the species level of the
pathogens based on conventional phenotypic tests. Considering this scenario, the present study
investigated the bacterial and fungi etiology of umbilical infections in suckling lambs diagnosed
by mass spectrometry, the clinical scores of umbilical severity of infections (score 1 or mild,
score 2 or moderate and score 3 or severe), and multidrug resistance of isolates. Were
aseptically collected 128 and 41 umbilical samples from diseased and apparently healthy lambs,
respectively. All samples were subjected to microbiological culture, antimicrobial susceptibility
pattern, and identification of agents based on mass spectrometry. Two hundred and fourteen
bacteria and yeast species were identified among diseased lambs and 116 bacterial species from
apparently healthy animals. Enterobacteria group (87/214=41%), particularly Escherichia coli
(24/214=11%) showed significant association (p<0,05) in lambs with scores 2 and 3 at clinical
severity. Among healthy umbilical samples, a set of bacteria was identified, particularly
Desemzia incerta (14/116=12%). In animals with umbilical infection, gentamicin was the most
effective antimicrobial (106/131=81%) in gram-negative bacteria, whereas the isolates revealed
resistance mainly against ampicillin wasn’t effective (66/87=75%). Among the gram-positive
micro-organisms, amoxicillin/ clavulanic acid was effective (20/26=77%). Multidrug resistance
was observed among 20% (36/182) of lambs with umbilical infections. Among 60 animals
showing clinical signs compatible with complications secondary to umbilical infections
(pneumonia, arthritis, sepsis) 58% (35/60) died. A variety of bacteria were identified among

animals sampled, either in pure culture or in coinfections/cooccurrence, highlighting the nature
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of umbilical infections in lambs, with a predominance of Enterobacteria group, and the need to
adopt measures to control/prevent the disease in farms.

*Keywords: infectious omphalopathies, lambs, etiology, bacterial resistance, MALDI-TOF
MS
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1.  INTRODUCAO

A producdo de produtos e subprodutos de origem ovina tem aumentado em todo o
mundo, incluindo carne, leite e producéo de 14, particularmente por consumidores adeptos ao
sabor da carne ovina ou intolerantes ao leite bovino. Estima-se que o Brasil detenha cerca de
21,5 milhGes de ovinos, concentrados principalmente nas regiGes nordeste e sul do pais
(Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica-IBGE, 2022).

Os processos infecciosos estdo entre as principais causas de morbimortalidade nos
primeiros trés meses de vida dos ruminantes (HOLM@Y et al., 2012; NOBREGA JR. et al.,
2014; TORA et al., 2021; MEE, 2023). Em bezerros, a taxa de morbidade por enfermidades
infecciosas neste periodo pode atingir 73% dos animais. Entre as principais infecgdes em
cordeiros merece destaque as onfalopatias infecciosas, que podem evoluir para complicacdes
pulmonares, articulares, abscessos em 6rgaos e septicemias, com elevada mortalidade. Estima-
se entre 6% e 31,3% a mortalidade de cordeiros relacionadas as infecgBes umbilicais
(HOLM@Y et al., 2012).

A inadequada transferéncia de imunidade passiva pelo colostro é considerado o
principal fator de risco de mortalidade em cordeiros por causas infecciosas (incluindo
umbilicais) (BINNS et al., 2002; BARRY et al., 2022), aliada as deficiéncias na antissepsia
umbilical no pds-parto imediato, nascimento de animais fracos, ma nutricdo, e a permanéncia
dos animais recém-nascidos em ambientes sujos, imidos, com excesso de matéria organica
(fezes) e variages bruscas de temperatura (GIADINIS et al., 2011; NOBREGA JR. et al., 2014;
WIELAND et al., 2016). Hordofa et al. (2021) referiram que, nas regides de clima tropical, a
temperatura e a umidade favorecem a transmissdo e a multiplicacdo de micro-organismos
patogénicos, favorecendo infec¢bes em ruminantes domésticos nos primeiros meses de vida.

Cordeiros acometidos por infeccbes nos primeiros meses de idade impactam
negativamente a producdo, pois se tornam animais fracos, apresentam menor peso corporal
(com consequente menor remuneracdo pela carcaga), e requerem gastos adicionais com
assisténcia e tratamento (ROBINSON et al., 2015).

As onfalopatias de origem infecciosa em ruminantes domésticos - incluindo cordeiros -
apresentam etiologia complexa, principalmente de origem bacteriana, com predominio de
enterobactérias (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae), estafilococos, estreptococos e certos
actinomicetos (Trueperella pyogenes) (HOLM@Y et al., 2012; RUTHERFORD et al., 2014;
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NOBREGA JR. et al., 2014; RIBEIRO et al., 2015; CONSTABLE et al., 2016; MARTINS et
al., 2022).

As infec¢bes umbilicais em ruminantes domesticos ocorrem por via ascendente, a partir
do contato do resquicio do corddao umbilical com sujidades, matéria organica, solo, fezes e
utensilios de uso comum (WINDEYER et al., 2014; CONSTABLE et al., 2016; GOMES,
2021). Os patogenos se estabelecem primariamente na regido umbilical dos cordeiros e,
comumente, se disseminam para outros 6rgdos, causando pneumonia, (poli)artrite, abscessos
em orgaos, encefalites e/ou sepse, com prognostico reservado e alta mortalidade neonatal
(NOBREGA JUNIOR et al., 2014; SATO et al., 2021; SMISTAD et al., 2021).

Edema, dor a palpacéo e hiperemia do umbigo, com ou sem secre¢do purulenta aparente,
representam os sinais clinicos mais comuns das onfalopatias de origem infecciosa em
ruminantes domésticos (RUTHERFORD et al., 2014; STEERFORTH e VAN WINDEN,
2018), embora, frequentemente, os animais evoluam para sinais sistémicos decorrentes da
disseminacgdo dos patdgenos (HOLM@Y et al., 2012; NOBREGA JUNIOR et al., 2014). Em
bezerros bovinos, a gravidade das lesGes umbilicais é classificada em escores: 1 (leve), 2
(moderada) e 3 (grave) (RODRIGUES et al., 2010; STEERFORTH e VAN WINDEN, 2018).

O diagnostico de rotina das infeccbes umbilicais em cordeiros € baseado nos achados
clinico-epidemioldgicos, incluindo o exame fisico do umbigo e pardmetros fisiol6gicos dos
animais, além do cultivo microbiol6gico dos agentes (UNDERWOOD et al., 2015;
STEERFORTH; VAN WINDEN, 2018). No entanto, o diagnostico em nivel de espécies dos
agentes etioldgicos identificados em infeccGes umbilicais em cordeiros tem sido fundamentado
usualmente em testes fenotipicos convencionais (RUTHERFORD et al., 2014; NOBREGA
JUNIOR et al., 2014; RIBEIRO et al., 2015).

O tratamento das infeccBes umbilicais em cordeiros tem sido baseado em
antimicrobianos de amplo espectro, com apresentacdo por via sistémica, em virtude dos riscos
de disseminacdo linfo-hematdgena dos patdgenos (SCOTT et al., 2011; HOLM@Y et al., 2012;
NOBREGA JUNIOR et al., 2014; UNDERWOOD et al., 2015).

Apesar do impacto econémico decorrente das complicac@es clinicas e mortalidade de
cordeiros secundarias as infecgdes umbilicais, estudos compreensivos sobre onfalopatias
infecciosas em cordeiros estdo praticamente restritos a espécie bovina (STEERFORTH e
WINDEN, 2018; TORA et al., 2021; MARTINS et al., 2022) e a descricao de relatos de casos
em ovinos com diagnostico dos agentes baseados em testes fenotipicos convencionais (BINNS
etal., 2002; REIS et al., 2009; NOBREGA JUNIOR et al., 2014; UNDERWOOD et al., 2015).
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Ainda, na literatura consultada, ndo foram encontrados estudos que avaliassem a gravidade
clinica das infeccdes umbilicais em cordeiros, tampouco a associagdo dos escores de gravidade
das onfalopatias com os agentes etiologicos. Neste cenario, o presente estudo investigou a
etiologia microbiana das infeccGes umbilicais em cordeiros diagnosticada por espectrometria
de massas (Matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry —
MALDI TOF MS), os escores de gravidade clinica das lesbes umbilicais e a ocorréncia de
multirresisténcia in vitro dos isolados aos antimicrobianos comumente utilizados no tratamento

da afeccéo.
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7. CONCLUSOES

37

v’ Grande variedade de espécies de micro-organismos, particularmente de origem

bacteriana, foram identificados nos animais amostrados, em cultura pura ou em

associacao, ressaltando a complexidade etiolégica e 0 comportamento oportunista dos

patdgenos na génese das infec¢des umbilicais em cordeiros;

v Enterobactérias (em especial E. coli) e outras bactérias gram-negativas (como espécies

de Pseudomonas) foram o0s

principais

micro-organismos

identificados

por
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espectrometria de massas, reforcando a participacao desse grupo de bactérias ambientais
como agentes primarios de infec¢es umbilicais em cordeiros;

Foi observada associacao significante entre o isolamento de E. coli e a ocorréncia de
casos moderados e graves de infeccdo umbilical em cordeiros, indicando elevada

patogenicidade/ viruléncia deste patdgeno nas onfalopatias em cordeiros;

Grande variedade de micro-organismos foram isolados em cordeiros sadios, com alta
frequéncia de bactérias gram-positivas (estafilococos, estreptococos e enterococos),
reforcando a presenca destes grupos de micro-organismos como pertencentes a
microbiota de mucosas em animais domésticos, aumento significativo e relevante de

bactérias gram-positivas e diminuicédo visivel do isolamento de enterobactérias.

Vérias espécies dos géneros Raoutella, Rahnella, Massilia, Achromobacter,
Acinetobacter, Arthrobacter, Kluyvera, Leclercia, Siccibacter, Oceanobacillus e
Wickerhamomyces foram identificadas pela primeira vez como agentes primarios em
infecgBes umbilicais em cordeiros devido ao uso no diagndstico da técnica molecular
de espectrometria de massas, que apresenta alta capacidade de distincdo de espécies

bacteriana e leveduras;

Gentamicina e marbofloxacino foram os antimicrobianos de melhor eficécia in vitro
diante dos micro-organismos isolados e a amoxicilina com &cido clavulanico foi o de
melhor eficacia para bactérias gram-positivas, sugerindo que estes farmacos sejam
considerados em abordagens terapéuticas nas infeccdes umbilicais em cordeiros;

Alta resisténcia mdaltipla aos antimicrobianos (20%) foi observada nos isolados
bacterianos obtidos das infeccbes umbilicais em cordeiros, particularmente para
ampicilina, sulfa/trimetoprim e tetraciclina, alertando para a necessidade do uso racional
de antimicrobianos no tratamento de infeccGes em cordeiros;

Elevado desfecho letal (58%) foi observado nos cordeiros amostrados que apresentaram
graves complicacgdes clinicas (poliartrite, pneumonia, sepse) secundarias as infecgdes
umbilicais, indicando a necessidade de adogdo de acgbes sistematicas de
profilaxia/controle nos criatérios amostrados nas onfalopatias, em especial, higiene do
ambiente, antissepsia umbilical e adequada ingestdo de colostro nos cordeiros recem-

nascidos.
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