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RESUMO

As infec¢des umbilicais em bezerros apresentam etiologia complexa e representam uma
das principais causas de prejuizos ao produtor decorrentes de complicagdes como
poliartrite, pneumonia, abscessos em 6rgdos, septicemia e consequente alta
mortalidade neonatal, descarte prematuro e reposicdo de animais. Nimero restrito de
estudos tem investigado a complexidade etiolégica das infec¢cdes umbilicais em
bezerros com base no diagnéstico molecular e a multirresisténcia dos isolados aos
antimicrobianos, tampouco o perfil de genes extraentéricos (EXPEC) de Escherichia coli
associados a viruléncia do patdgeno nas onfalopatias de origem infecciosa. Foram
colhidas 150 amostras umbilicais de bezerros (idade média de 9,4 dias) de 27
propriedades leiteiras de quatro estados do Brasil. As infec¢cdes umbilicais foram
classificadas clinicamente em escores grau 1 (leve), 2 (moderada) e 3 (grave). Todas
as secre¢des umbilicais foram submetidas ao cultivo microbiologico, teste de
sensibilidade microbiana in vitro dos isolados e diagnéstico dos micro-organismos, em
nivel de espécie, por espectrometria de massas (Matrix-Assisted Laser Desorption
lonization-Time of Flight Mass Spectrometry - MALDI-TOF MS). Os isolados de E. coli
foram submetidos ao diagndstico de 16 genes relacionados a fatores de viruléncia (FV)
EXPEC, a saber: fimbrias/adesinas (sfaDEa, papA, papC, afaBC), toxinas (hlyA, sat,
cnfl, cdt), sideréforos (iroN, irp2, iucD, ireA), invasinas (ibeA) e mecanismos de
resisténcia ao soro (ompT, traT, kpsMTII). Foram isoladas 231 linhagens de micro-
organismos, das quais 82,3% (190/231) de origem bacteriana e 17,7% (41/231) fungos
e leveduras. Os principais grupos/géneros de patdgenos foram enterobactérias
(105/190=55,3%), estafilococos (19/190=10%), Pseudomonas spp. (13/190=6,8%),
Enterococcus spp. (8/190=4,2%), estreptococos (7/190=3,7%) e actinomicetos
(7/190=3,7%). Aspergillus fumigatus (15/41=36,6%), Aspergillus niger (10/41=24,4%) e
Aspergillus terreus (8/41=19,5%) foram os fungos mais frequentes. E. coli
(27/72=37,5%), Staphyloccus sciuri (4/72=5,5%) e Enterobacter xiangfangensis
(3/72=4,2%) foram os principais micro-organismos isolados em cultura pura, enguanto
Aerococcus viridans + Candida catenulata (2/72=2,9%); Escherichia coli + Aspergillus
fumigatus (2/72=2,9%); Escherichia coli + Aspergillus terrus (2/72=2,9%); Escherichia
coli + Proteus vulgaris (2/72=2,9%) foram as principais associa¢cdes de agentes.
Marbofloxacino (128/190=67,4%), amoxicilina/acido clavulanico (121/190=63,7%) e
gentamicina (112/190=58,9%) foram os antimicrobianos mais efetivos. Em contraste, os
isolados  apresentaram  maior resisténcia para  sulfametoxazol/trimetoprim
(159/190=83,7%), ampicilina (114/190=60%) e tetraciclina (101/190=53,1%).
Resisténcia simultdnea =3 classes de antimicrobianos foi identificada em 83,7%
(159/190) dos isolados. Os escores de gravidade clinica das infeccbes umbilicais graus
1, 2 e 3foram identificados em 34% (51/150), 34% (51/150) e 32% (48/150) dos animais,
respectivamente. Nos bezerros com isolamento de E. coli, foram identificados escores
de gravidade 1, 2 e 3 em, respectivamente, 32,2% (19/59), 23,7% (14/59) e 44,1%
(26/59) animais. Foi possivel obter informac¢des de complicagBes relacionadas as
infeccBes umbilicais de 21 animais até idade da desmama (45 dias, em média), dos
quais 9,5% (2/21) desenvolveram emagrecimento progressivo, 19,1% (4/21) poliartrite
e 28,6% (6/21) evoluiram para Obito. Os principais genes codificadores de FV
detectados nos isolados de E. coli foram resisténcia ao soro (traT, 42/59=72,2%; ompT,
35/59=59,3%, kpsMTII 10/59=17%), invasinas (ibeA 11/59=18,6%), fimbrias/adesinas
(papA, 8/59 = 13,6%; papC 15/59 = 9,59%) e sideroforos (iroN 8/59 = 13,6%; iucD 9/59
= 15,3%). A associagéo entre os genes ompT e traT foi a mais frequente nos animais



com escores de gravidade 1 (4/17=23,5%) e 2 (2/14=14,3%), enquanto iroN e traT
(2/25=8%), e ibeA, ompT e traT (2/25=8%) foram frequentes em casos de gravidade 3.
N&o houve diferenca estatistica (p=0,062) entre a detec¢ao dos diferentes genes EXPEC
e 0s escores de gravidade clinica dos casos. Infere-se a elevada complexidade
etiologica nas onfalopatias de origem infecciosa em bezerros, a multirresisténcia dos
isolados aos antimicrobianos convencionais e complicacdes clinicas secundérias as
infeccbes umbilicais, com alta mortalidade (28,6%); reforcando a importancia da
antissepsia umbilical nos primeiros dias apds o nascimento dos bezerros, bem como o
uso racional de antimicrobianos no tratamento dos casos. A detecgao de genes EXPEC
e associacao com escores de gravidade clinica dos casos foi investigada pela primeira
vez em bezerros com infeccBes umbilicais. A elevada identificacdo de traT (72,2%) e
ompT (59,3%) indica que estes genes relacionados a resisténcia ao soro possam ser
utilizados como biomarcadores de gravidade das infecgbes umbilicais em bezerros
neonatos. Os resultados do presente estudo contribuem com a caracterizacédo
etioldgica, da resisténcia multipla dos isolados aos antimicrobianos e a presenca de
genes extraentéricos relacionados a viruléncia de E. coli, em bezerros com infecgbes
umbilicais.

Palavras-chave: Onfalopatias infecciosas em bezerros, genes EXPEC, multirresisténcia
aos antimicrobianos, MALDI-TOF MS.



MARTINS, L. S. A. Microbial etiology of umbilical infections in calves and
virulence-associate factors of extraintestinal Escherichia coli. Botucatu, 2022. 78p.
Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de
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ABSTRACT

Umbilical infections in calves are characterized by the high complexity of etiology and
represent one of the main causes of losses to dairy farmers due to the development of
complications, e.g., polyarthritis, pneumonia, organ abscesses related to secondary
premature disposal, animal replacement, and high neonatal mortality. A restrict number
of studies have investigated the etiology of the disease based on molecular methods,
the multidrug resistance of isolates to conventional antimicrobials, as well as the
presence of extraintestinal Escherichia coli (EXPEC) genes related to the virulence of
the pathogen. A total of 150 specimens of umbilical infections in calves were collected
(mean age of 9.4 days) from 27 dairy farms of the four states from Brazil. Umbilical
infections were clinically classified as scores 1 (mild), 2 (moderate), and 3 (severe). All
the specimens were subjected for microbiological culture, in vitro antimicrobial
susceptibility test of the isolates, and diagnosis of microorganisms at the species level
based on Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight Mass Spectrometry
(MALDI-TOF MS). All E. coli isolates were submitted to molecular diagnosis of 16
extraintestinal virulence-associated genes, as follow: fimbriae/adhesin (sfaDEa, papA,
papC, afaBC), toxins (hlyA, sat, cnfl, cdt), siderophores (iroN, irp2, iucD, ireA), invasins
(ibeA), and mechanisms of serum resistance (ompT, traT, kpsMT II). Two hundred and
thirty microorganisms were isolated, of which 82.6% (190/230) were from bacterial origin
and 17.7% (41/231) fungi or yeasts. Enterobacteria (105/190=55.3%), staphylococci
(19/190=10%), Pseudomonas spp. (13/190=6.8%), Enterococcus spp. (8/190=4.2%),
streptococci  (7/190=3.7%), and actinomycetes (7/190=3.7%) were the main
groups/genus of the pathogens identified. Aspergillus fumigatus (15/41=36.6%),
Aspergillus niger (10/41=24.4%) and Aspergillus terreus (8/41=19.5%) were the most
frequent fungi. E. coli (27/72=37.5%), Staphyloccus sciuri (4/72=5.5%) and Enterobacter
xiangfangensis (3/72=4.2%) were the main microorganisms identified in pure culture,
whereas Aerococcus viridans + Candida catenulata (2/72=2.9%); Escherichia coli +
Aspergillus fumigatus (2/72=2.9%); Escherichia coli + Aspergillus terréus (2/72=2.9%);
Escherichia coli + Proteus vulgaris (2/72=2.9%) in coinfections. Marbofloxacin
(128/190=67.4%), amoxicillin/clavulanic acid (121/190=63.7%), and gentamicin
(112/190=58.9%) were the most effective antimicrobials. Conversely, the isolates
showed higher resistance to sulfamethoxazole/trimethoprim (159/190=83.7%), ampicillin
(114/190=60%), and tetracycline (101/151=53.1%). Among the isolates studied, 83.7%
(159/190) showed simultaneous resistance =3 groups of antimicrobials (multidrug-
resistant). Clinical severity scores 1, 2, and 3 of all umbilical infections were identified in
34% (51/150), 34% (51/150), and 32% (48/150) of the animals, respectively. Particularly
with E. coli isolation, clinical gravity scores 1, 2, and 3 were observed in 32.2% (19/59),
23.7% (14/59), and 44.1% (26/59) animals, respectively. Clinical complications
secondary to umbilical infections were available in 21 calves (~45 days), of which 9.5%
(2/21) developed progressive weight loss, 19.1% (4/21) polyarthritis, and 28.6% (6/21)
died. The main virulence-associated genes encoded were serum resistance (traT,
42/59=72.2%; ompT, 35/59=59.3%, kpsMTII, 10/59=17%), invasins (ibeA,
11/59=18.6%), adhesins (papA, 8/59=13.6%; papC, 15/59=9.59%), and siderophores
(iroN, 8/59=13.6%; iucD, 9/59=15, 3%). The main associations of genes were found
between ompT and traT among calves with severity 1 (4/17=23.5%) and 2 (2/14=14.3%),
whereas iroN and traT (2/25=8%), and ibeA, ompT and traT co-occurrence (2/25=8%)
were the most common in cases score 3. Nonetheless, no significance difference
(p=0.062) was observed between the EXPEC genes identification and the clinical



severity scores of the cases. Here, a high etiological complexity of agents related to
umbilical infections in calves, the multidrug resistance of isolates, in addition to clinical
complications, i.e., high mortality rates (28.6%), highlight the need for umbilical
antisepsis of neonatal calves and rational use of antimicrobials in therapeutic
approaches. Furthermore, the virulence associated EXPEC genes were investigated for
the first time among calves, where scores of clinical severities of umbilical infections
were assessed. The high prevalence of traT (72,2%) and ompT (59,3%) indicates that
these serum resistance-related genes could be used as biomarkers to further studies of
EXPEC for umbilical infections of neonatal calves. Results of this study contribute to the
etiological characterization, antimicrobial resistance pattern, and virulence mechanisms
of EXPEC involved in umbilical infections of calves.

Keywords: Infectious omphalopathies in calves, EXPEC genes, multidrug-resistance
pattern, MALDI-TOF MS
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1 INTRODUCAO

Os primeiros meses de idade séo considerados criticos na criacao de bezerros,
devido a certa imaturidade do sistema imunoldgico, que favorece o desenvolvimento de
infeccdes entéricas, pulmonares, articulares e umbilicais (GOMES, 2021).

As infec¢des umbilicais representam entre 28 e 42% das afec¢des clinicas em
bezerros com até 30 dias de idade destinados a producéo de leite, e correspondem
aproximadamente 10% de todas as causas de mortalidade em animais com até oito
meses de idade, causando grande prejuizo aos produtores com a mortalidade neonatal,
descarte precoce e reposicdo de animais (REIS et al., 2009, WINDEYER et al., 2014,
FARADONBEH e FARADONBEH., 2016).

As onfalopatias de origem infecciosa em bezerros apresentam etiologia
complexa, principalmente de origem bacteriana, com predominio de enterobactérias,
estafilococos, estreptococos e certos actinomicetos (RENGIFO et al., 2006, CARDONA
et al. 2011).

As infeccbes umbilicais ocorrem por via ascendente, pelo contato do resquicio
do corddo umbilical com sujidades, matéria organica, solo, fezes e utensilios de uso
comum (GOMES, 2021). Os patdégenos que se estabelecem nas infec¢des primérias na
regido umbilical podem ser disseminados para outros 6rgdos, causando abscessos,
pneumonia, poliartrite e sepse, com prognéstico reservado, e alta mortalidade neonatal
(WINDEYER et al., 2014).

Os principais fatores de risco para o desenvolvimento das infecgdes umbilicais
em bezerros estao relacionados as praticas deficientes de antissepsia do umbigo nos
primeiros dias de vida dos neonatos, animais que nao ingeriram adequadamente o
colostro nas primeiras horas de vida e excesso de matéria organica e fezes no ambiente
da maternidade e bezerreiros (RENGIFO et al., 2006; RODRIGUES et al., 2010).

Escherichia coli (E. coli) é a enterobactéria mais frequentemente isolada de
infecgbes umbilicais em bezerros (CARDONA et al.,, 2011). Este micro-organismo
pertence a microbiota fecal de animais e humanos, além de estar amplamente
distribuido no ambiente de criacdo dos animais, permanecendo viavel por varios meses
na matéria organica e fezes (GHARIEB et al., 2019).

E. coli se caracteriza pelo comportamento oportunista e elevada complexidade
de fatores de viruléncia (FV), intrinsecos (lipopolissacarideos presentes na estrutura da
parede celular bacteriana) e extrinsecos (citotoxinas, adesinas, mecanismos de

captacdo de ferro, invasinas, resisténcia ao soro). Ainda, se notabiliza pela elevada



35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57

58

59

60
61
62
63
64
65
66
67

17

resisténcia aos antimicrobianos, convencionalmente utilizados no tratamento das
infeccdes em ruminantes (RENGIFO et al., 2006).

Com base em FV especificos, capacidade de invasdo celular e em certas
manifestacdes clinicas dos hospedeiros, E. coli pode ser classificada em entérica,
intestinais ou diarreiogénicas (diarreiogenic E. coli - DEC) e extraentéricas ou
extraintestinais (extraintestinal pathogenic E. coli - EXPEC). Isolados de DEC
provenientes de infecbes em humanos e animais apresentam certo padréo de FV e sédo
classificados em diferentes patotipos: E. coli enterotoxigénica (ETEC), enteropatogénica
(EPEC), enteroinvasora (EIEC), produtoras da toxina de Shiga (STEC),
enteroagregativa (EAEC) e de aderéncia difusa (DAEC) (CROXEN; FINLAY, 2010).

EXPEC sdo encontradas causando ampla variedade de afec¢gbes em animais
domésticos e humanos, particularmente, infeccdes umbilicais, pulmonares,
geniturinérias, neurolégicas e dermatolégicas (MANGES; JOHNSON, 2015). No
entanto, de maneira similar as infeccbes mamarias clinicas em vacas por E. coli, ndo
esta completamente esclarecido o perfil dos genes de FV (GUERRA et al., 2020),
tampouco a gravidade clinica relacionadas as infec¢gdes umbilicais em bezerros (VAN
BOST; MAINIL, 2003).

Neste cenério, 0 presente estudo investigou a caracterizagdo de espécies de
micro-organismos por espectrometria de massas (MALDI-TOF/MS) envolvidos em
infeccdes umbilicais em 150 bezerros, os escores de gravidade clinica das onfalopatias,
a resisténcia multipla dos isolados aos antimicrobianos, bem com a presenca de 16
genes relacionados a infecgbes extraentéricas em isolados de E. coli obtidos de

onfalopatias de origem infecciosa.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos da bovinocultura e da criagdo de bezerros

A bovinocultura é uma das principais atividades do agronegécio em todo mundo.
O Brasil possui um dos maiores rebanhos comerciais do mundo, estimado em 214,8
milhdes de bovinos. Dados oficiais remetem, exclusivamente a pecuaria, a
movimentacao de R$ 192,24 bilh6es em 2019 (IBGE, 2020).

O crescimento da atividade pode ser balizado no nimero de bezerros nascidos,
bem como pela qualidade dos animais no momento da desmana, posto que esta
categoria sera responsavel pela futura manutencdo da cadeia produtiva de carne ou

leite nas propriedades rurais. Neste contexto, € oportuno enaltecer que sao
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desmamados, em média, cerca de 44 milh6es de bezerros por ano no pais (BRASIL,
2019).

A fase de cria, popularmente chamada de criacdo de bezerros, ocupa posicao
de destaque. O manejo neonatal dos animais impacta diretamente sobre toda vida
produtiva e reprodutiva (BEAM et al., 2009, GOMES, 2021). Dessa forma, as
enfermidades que acometem o0s bezerros recém-nascidos, incluindo as onfalopatias,
sdo de grande impacto, posto que causam prejuizos econémicos de grande ordem,
decorrentes da elevada morbimortalidade, custos com tratamentos e assisténcia
veterinaria, baixo desempenho zootécnico e aumento nas taxas de reposi¢ao de animais
(RODRIGUES et al., 2010; WINDEYER et al., 2014).

2.2 InfecgBes umbilicais em bezerros

As doengas neonatais em bovinos sdo multifatoriais e estdo relacionadas a
interacdo entre patégenos, deficiéncias higiénico-sanitarias na maternidade, deficiente
ingestao de colostro e, especialmente, a ineficAcia no procedimento de antissepsia
umbilical dos bezerros nos primeiros dias de vida (RENGIFO et al., 2006; GOMES,
2021).

O fornecimento de colostro de qualidade e em quantidade adequadas, nas
primeiras seis horas de vida, é crucial para o estabelecimento da imunidade em bezerros
e tem relagéo direta com a taxa de mortalidade até o momento do desmame. A ingestao
do colostro supre a demanda energética, além de ser responsavel pela transferéncia de
imunidade passiva (imunoglobulinas, leucdcitos e citocinas) necessarios para o bom
desenvolvimento do recém-nascido (BEAM et al., 2009, BENESI et al.,, 2012).
Deficiéncias na transferéncia da imunidade passiva em bovinos tém sido diretamente
relacionadas a enfermidades infecciosas nos neonatos, particularmente onfalopatias,
diarreias, broncopneumonias e septicemias (BENESI et al., 2012).

As infec¢gBes umbilicais representam entre 28% e 42,2% das afeccdes clinicas
em bezerros com até 30 dias de idade, e correspondem a 10% da mortalidade até os
oito meses de idade (REIS et al., 2009, WINDEYER et al., 2014, FARADONBEH e
FARADONBEH., 2016). As onfalopatias de origem infecciosa causam perdas
econdmicas significativas nos diferentes sistemas de producéo, devido ao aumento da
mortalidade dos bezerros, gastos com reposicdo de animais, tratamentos e honorarios
veterinarios (RODRIGUES et al., 2010; GOMES, 2021).
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2.2.1 Aspectos anatomopatolégicos do umbigo dos bezerros

O cordao umbilical ou o umbigo € uma estrutura complexa, responsavel pela
comunicacdo materno-fetal durante a vida intrauterina. E constituido por quatro
estruturas, a saber: duas artérias, projetadas na porcdo caudal, que se comunicam
diretamente com as artérias iliacas. Apos o0 parto, estas estruturas se tornaram 0s
ligamentos redondos da bexiga. Possui também uma veia localizada na regido cranial,
gue se comunica diretamente com o figado. Apés o0 nascimento do bezerro, esta veia
se tornaré o ligamento redondo do figado. Ainda, a estrutura umbilical possui o Uraco,
gue esta conectado diretamente a vesicula urinaria (GOMES, 2021).

| Anatomia \

=1 , Mt | Oraco I
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e

\ ,-;_-,ri ARTERIAS
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Fonte: https://rehagro.com.br/blog/cuidados-com-vacas-e-bezerros/

Figura 1. Estrutura anatdmica do umbigo
2.2.2 Etiologia das infec¢gbes umbilicais em bezerros

As onfalopatias em bezerros representam processos inflamatdrios, infecciosos
ou malformagdes de qualquer estrutura umbilical. Esta afec¢cdo possui como fatores
predisponentes, ambientes com excesso de matéria organica, deficiéncias de
procedimentos higiénico-sanitarios na maternidade, traumatismos, partos distocicos e
malformagdes congénitas (GOMES, 2021).

As onfalopatias infecciosas podem evoluir para a disseminacdo de micro-
organismos pelos vasos umbilicais ou pelo Uraco desenvolvendo infec¢des articulares,
meningite, uveite, abscessos em 06rgdos, pneumonia, endocardite e septicemia
(RENGIFO et al., 2006, BEAM et al., 2009).

As onfalopatias ndo infecciosas sé@o representadas principalmente por hérnias,
malformacdes e sindrome do Uraco persistente, enquanto as de origem infecciosa por

onfalites, onfaloflebites, onfaloarterites, onfaloartrites e onfalouraquites, das quais as
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causas infecciosas sao as mais frequentes. Apds o0 nascimento do bezerro, o cordao
umbilical fica exposto, propiciando a invasdo de patdgenos por via ascendente,
presentes na microbiota da pele, fezes e matéria organica do préprio ambiente dos
criatérios (BENESI et al., 2012).

Grande complexidade de patdégenos ja foram identificados em casos de
infeccdes umbilicais em bezerros, especialmente enterobactérias (E. coli, Enterobacter
spp., Proteus spp. e Klebsiella spp), estafilococos, estreptococos, Pseudomonas
aeruginosa e actinomicetos (Nocardia spp. e Trueperella pyogenes). Entretanto, nestes
estudos, o diagnéstico dos agentes tem sido baseado majoritamente na identificacao
fenotipica dos micro-organismos (RENGIFO et al. 2006; CARDONA et al., 2011).

2.2.3 Epidemiologia e fisiopatogenia

As onfalopatias infecciosas em bezerros séo frequentemente diagnosticadas em
animais durante as primeiras quatro semanas de vida, estando relacionadas com a
intensidade de contaminacdo do ambiente dos animais (em especial, nas primeiras 12
horas apds o nascimento), falhas na ingestao do colostro e deficiéncias na antissepsia
do umbigo dos animais recém-nascidos (GOMES, 2021).

Estudo com bezerros provenientes de propriedades leiteiras com deficiéncias na
antissepsia umbilical revelou mortalidade de 18%, enquanto animais criados nas
mesmas condi¢des, submetidos a antissepsia adequada do umbigo, apresentaram 7%
de mortalidade até a desmama. Além de efeito marcante na mortalidade, infeccdes
umbilicais foram associadas a um menor peso (-2,5 kg) corpéreo aos trés meses de
idade (WIELAND et al., 2017).

2.2.4 Sinais clinicos

Os principais sinais clinicos observados nas infec¢cdes umbilicais sdo aumento
de volume, dor a palpacéo e elevacao da temperatura local, além de secrecao purulenta,
por vezes com odor putrido (GOMES, 2021). A dilatacdo ou espessamento do cordao
umbilical comumente é caracterizada como a principal queixa dos criadores (BEAM et
al., 2009). Em certos casos, 0 umbigo pode estar seco e somente com o diametro maior
do que o esperado, embora possa se apresentar infectado (ROBINSON, et al., 2015;
WIELAND et al., 2017).

Sinais sistémicos como febre, apatia, letargia e inapeténcia sugerem a
disseminacdo sistémica de micro-organismos a partir de infec¢cdes umbilicais, que
podem evoluir para pneumonia, poliartrite, meningite, abscessos em 6rgédos e
septicemia (RENGIFO et al., 2006, CONSTABLE et al., 2016).
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Embora as hérnias umbilicais possam ser causadas por traumatismos ou
malformacdes, comumente podem estar relacionadas com as infeccbes umbilicais,
sendo atribuidas a deficiéncias no processo de antissepsia do umbigo dos bezerros
(ROBINSON, et al., 2015).

2.2.5 Diagndstico

O diagnostico de rotina das infec¢cdes umbilicais em bezerros é baseado na
anamnese, exame fisico (incluindo a palpacdo da regido umbilical e abdémen)
(STEINER e LEJEUNE, 2009), bem como o cultivo microbiol6gico da secrecdo umbilical
visando a identificagéo dos agentes e testes de sensibilidade in vitro dos isolados aos
antimicrobianos. Ainda, recomenda-se a realizacdo de exames complementares
hematoldgicos, bioquimicos e por imagem (SHECAIRA et al., 2018; GUERRI et al.;
2020).

Exames de imagem (ultrassonografia) e a termometria tém possibilitado avaliar
o comprometimento do umbigo dos bezerros (STEINER e LEJEUNE, 2009, SHECAIRA
et al.,, 2018; GUERRA et al.; 2020), enquanto exames hematolégicos podem indicar
quadro septicémico do neonato (CONSTABLE et al.,, 2016). Outros estudos tém
investigado proteinas inflamatérias de fase aguda visando avaliar a gravidade e o
prognéstico das onfalopatias infecciosas em bezerros (RAMOS et al., 2021).

Diferentes antimicrobianos tém sido utilizados na monoterapia ou em associagdo
no tratamento das onfalopatias infecciosas em bezerros (GHARIEB et al., 2019;
GOMES, 2021). Neste contexto, merecem destaque antimicrobianos do grupo dos beta-
lactdmicos e derivados (penicilinas, ceftiofur), aminoglicosideos (gentamicina,
amicacina), sulfonamidas, fluoroquinolonas (enrofloxacino), oxitetraciclinas e anfenicéis
(florfenicol) (GIGUERE et al., 2010, RODRIGUES et al., 2010). No entanto, deve-se
priorizar antimicrobianos de amplo espectro considerando, se possivel, a identificacéo
dos agentes e o perfil de sensibilidade in vitro dos isolados aos antimicrobianos
(GHARIEB et al., 2019).

2.2.6 Tratamento e prognéstico

O tratamento antimicrobiano parenteral é preconizado para todos os casos de
onfalopatias infecciosas em bezerros. Beta-lactamicos, aminoglicosideos,
fluoroquinolonas, e sulfas e trimetoprim sédo os principais farmacos utilizadas no
tratamento (RODRIGUES et al., 2010; GHARIEB et al., 2019).

O cultivo microbiol6gico, aliado a testes de sensibilidade microbiana in vitro,

podem aumentar a eficacia do tratamento das infecgbes umbilicais em bezerros
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neonatos. No entanto, por vezes, € necessario o uso de antimicrobianos antes mesmo
de se obter o resultado do cultivo microbiol6gico e sensibilidade microbiana in vitro,
evitando os riscos de desenvolvimento de sepse. Recomenda-se o tratamento
antimicrobiano prolongado das infeccbes umbilicais em bezerros, por 2 a 4 semanas,
devido ao risco de recidivas observadas em tratamentos com tempo reduzido ou dose
Unica (WIELAND et al., 2017).

2.2.7 Medidas gerais de controle e profilaxia

A adequada antissepsia umbilical apos o nascimento dos bezerros é a principal
medida de profilaxia contra as infecgdes umbilicais. E baseada na limpeza e corte do
cordao umbilical, seguida da imersdo do coto umbilical em solugéo antisséptica, por
vezes caustica, como solucdes de iodo (5-10%) ou clorexidine (2%). Recomenda-se que
esta pratica seja repetida por até duas vezes ao dia, até a completa cicatrizacédo, que
ocorre comumente entre 2 e 5 dias apds o nascimento (ROBINSON, et al., 2015).

Deve-se evitar o reuso da solugcéo antisséptica, posto a reducao da eficacia do
produto apds o contato com a regido umbilical e o acimulo de sujidades (WIELAND et
al., 2017). Ap6s a antissepsia do umbigo, o bezerro deve ser transferido para ambiente
limpo e seco, destinado exclusivamente aos animais recém-nascidos e jovens (GOMES,
2021).

2.3 E. coli: propriedades gerais

E. coli faz pertence a familia Enterobacteriaceae. Apresenta-se sob forma de
bacilos, gram-negativos, anaerébios facultativos. Esta enterobactéria encontrada na
microbiota intestinal dos animais e humanos (RIBEIRO, LEITE, SIQUEIRA, 2016) e
amplamente nos ambientes de criatérios de animais domésticos. Alguns isolados sdo
patogénicos devido a presenca de multiplos mecanismos de viruléncia, que determinam
0 estabelecimento de afecgdes entéricas e extraentéricas (QUINN et al., 2011).

Em animais de produc¢do, companhia e selvagens, E. coli é associada a elevada
complexidade de quadros clinicos, incluindo diarreia, mastite, endometrite, cistite,
nefrite, artrite, abortamentos, osteomielite, septicemia, endocardite, pneumonia,
conjuntivite e infec¢cdes umbilicais, indicando comportamento oportunista do patégeno
(MARWAH et al., 2015; RIBEIRO, LEITE, SIQUEIRA, 2016).

2.3.1 Classificacao filogenética

A caracterizacdo da estrutura filogenética de E. coli tem sido objeto de varios

estudos - em humanos e animais - por forca da evolucao dos métodos moleculares,
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particularmente de sequenciamento do genoma bacteriano. Oito filogrupos (A, B1, B2,
C, D, E, F e clade I) sdo conhecidos, bem como a presenca dos isolados em certas
infeccdes por E. coli pode estar relacionada com a origem filogenética (CLERMONT et
al., 2013).

Isolados patogénicos usualmente pertencem aos grupos B2 e D, enquanto
isolados dos grupos A e B1 sdo comumente comensais ha hatureza ou encontrados ha
microbiota entérica de animais e humanos. A caracterizacao dos isolados de E. coli nos
filogrupos pode ser realizada com base em reacdo em cadeia pela polimerase (PCR),
que possibilita a identificagcdo de genes especificos (chuA, ijaA, arpA e o fragmento de
DNA TspE4.C2) (CLERMONT et al., 2013).

2.3.2 Patotipos DEC

Os patotipos de E. coli associados as afec¢gbes entéricas (DEC) podem ser
classificados em tipos (classes), norteados pela producédo de toxinas, capacidade de
invasdo celular e em certas alteragbes celulares. De modo geral, demonstram
mecanismos de patogénese especificos nas células-alvo, sorotipos diferentes e estdo
relacionados com sindromes distintas. Os patotipos diarreiogénicos bem caracterizados
sdo: E. coli enterotoxigénica (ETEC), enteropatogénica (EPEC), enteroinvasora (EIEC),
produtoras da toxina de Shiga (STEC), enteroagregativa (EAEC) e de aderéncia difusa
(DAEC) (QUINN et al., 2011; TRABULSI; ALTHERTUM, 2015).

2.3.3 EXPEC

Isolados provenientes de infecgbes extraentéricas (EXPEC) podem,
potencialmente, infectar qualquer 6rgdo ou tecido de origem animal e/ou humana
(TRABULSI; ALTHERTUM, 2015; RIBEIRO, LEITE, SIQUEIRA, 2016). Em humanos,
isolados EXPEC obtidos de meningite neonatal (neonatal meningitis E. coli - NMEC) e
afeccbes uropatogénicas (uropathogenic E. coli - UPEC) tém sido objeto de estudos
frequentes (MANGES; JOHNSON, 2015).

Em animais, isolados EXPEC tém sido detectados em ampla variedade de
afeccdes, incluindo distarbios mamarios, pulmonares, geniturinarios, dermatoldgicos e,
ocasionalmente, encefalicos (BELANGER et al., 2011; GUERRA et al., 2020).

Johnson et al. (2003), nos EUA, sugeriram que isolados de E. coli poderiam ser
caracterizados como EXPEC caso possuissem pelo menos dois dos seguintes genes:
fimbria P (papC e/ou papG), fimbria S (sfa/foc), adesinas da familia AFA-DR (afaC),
capsula do grupo capsular 1l (kpsMTII) e o sistema aerobactina de captacéo de ferro

(iucD/iutA). No entanto, tal perfil de E. coli EXPEC n&o foi identificado em estudo no
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Brasil com isolados obtidos de casos de mastite clinica em vacas (GUERRA et al.,
2019).

2.3.4 Fatores de colonizacéao

A adesdo as células do hospedeiro é fator de viruléncia essencial para a maioria
das bactérias patogénicas. Este mecanismo permite a unido da bactéria aos tecidos, e
esta relacionado a diferentes tipos de adesinas, que se ligam aos receptores localizados
nas membranas das células-alvo dos hospedeiros (KLEMM; HANCOCK; SCHEMBRI,
2010).

As adesinas sdo formadas por grande variedade de proteinas que se inserem na
membrana bacteriana, cuja fungéo é mediar a ligacao (adesao) da bactéria a receptores
de superficies tanto abidticas (plastico, aco) quanto bibticas (células-alvo),
possibilitando a coloniza¢ao bacteriana. O mecanismo de adeséo as células propicia ao
micro-organismo resistir aos mecanismos naturais de defesa, intrinsecos a certos
sistemas orgéanicos, como fluxo da urina, peristaltismo ou ejecéo do leite. Outra funcdo
relevante das adesinas € promover a interacdo entre as bactérias para formacao de
microcoldénias que, posteriormente, podem evoluir para a formagdo dos biofilmes
bacterianos (KLEMM; HANCOCK; SCHEMBRI, 2010). As adesinas formam estruturas
proteicas (fimbrias ou pili), que se projetam da superficie para o exterior da bactéria e
encontram receptores nas células-alvo (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). Sao
conhecidas também adesinas afimbriais (afa), que ndo possuem proje¢des na superficie
bacteriana, mas possibilitam a adesao por contato direto da bactéria a superficie das
células-alvo (LE BOUGUENEC, 2005).

2.3.4.1 Fimbrias

As fimbrias s&o estruturas proteicas externas com funcdo de adesdo. Quando
comparadas com os flagelos estdo em maior nUmero, possuem tamanho menor e
espessura mais fina. Estas estruturas sdo encontradas na maioria dos isolados
comensais e patogénicos de E. coli, e promovem a interacdo do micro-organismo com
os receptores celulares dos hospedeiros (KLINE et al., 2009). As fimbrias sao FV
essenciais para muitos isolados patogénicos, incluindo EXPEC. Além de adesao as
células, as fimbrias podem exercer fungdes adicionais como interagdo com superficies
abioticas, agregacao celular e producéao de biofilmes (TRABULSI; ALTHERTUM, 2015).
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2.3.4.2 Fimbrias tipo 1

E a adesina mais frequente da familia Enterobacteriaceae, encontrada em mais
de 80% dos isolados de E. coli. Apresenta estrutura tubular e helicoidal. E composta
pela haste, formada pela repeticdo de varias subunidades da proteina majoritaria FimA,
e componentes fimbriais minoritarios denominados FimF, FimG e FimH (HAHN et al.,
2002; KLEMM; SCHEMBRI, 2004; LE BOUGUENEC, 2005).

A fimbria tipo 1 pode se ligar a uma ampla variedade de células eucarioticas
(MARTINEZ et al., 2000; ZHOU et al., 2001). Além disso, FimH é capaz de promover
adesdo em ambientes com forcas de fluxo hemodinadmicas, como o fluxo urinario. Apés
a adesao e internalizacdo, as bactérias formam agregados bacterianos intracelulares
(ANDERSON et al., 2003). Este mecanismo de viruléncia poderia justificar os casos
recorrentes de infec¢Bes no trato urinario em animais e humanos por E. coli (MARTINEZ
et al., 2000; LE BOUGUENEC, 2005). Estudo no Brasil com 114 isolados de E. coli
obtidos de vacas com mastite clinica, os genes fimH (100%) e fimA foram encontrados
com maior frequéncia (GUERRA et al., 2020).

Outro aspecto relativo a fimbria tipo 1 é a participagdo na adesé&o inicial as
superficies para formacdo de biofilmes, que podem proporcionar vantagem seletiva in
vivo sob condic¢des liquidas estéaticas, como lagoas e piscinas. Considerando ambientes
de criagdo de animais, este fato é relevante, uma vez que bactérias eliminadas nas fezes
podem formar uma pelicula na superficie da agua, que pode ser ingerida por hospedeiro
susceptivel (KLEMM; SCHEMBRI, 2004).

2.3.4.3 Fimbrias P

Sao estruturas com fungdo adesiva codificadas por genes pap (pyelonephritis
associated to pili), frequentemente associadas a isolados uropatogénicos (UPEC) em
infec¢cBes do trato urinario superior em humanos e animais. A fimbria P reconhece
receptores glicolipidicos nos rins, contribuindo para a colonizagdo nas células
uroepiteliais. Estruturalmente € composta pela proteina majoritaria PapA, e outras
subunidades proteicas (PapE, PapF, PapK e PapG) (PROFT; BAKER, 2009; KLEMM,;
HANCOCK; SCHEMBRI, 2010).

2.3.4.4 Fimbrias S (pili S)

A fimbria S é composta principalmente pela proteina adesiva SfaA e outras trés
proteinas denominadas SfaG, SfaH e SfaS das quais, a Ultima, possibilita a interacdo
intima da bactéria com as células do hospedeiro (PRASADARAO et al., 1993). Em

humanos, esta relacionada com a habilidade de isolados EXPEC em causar meningite
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neonatal. Nos isolados EXPEC obtidos em Unidades de Terapia Intensiva (UTI), a
fimbria S € a mais comumente identificada nos casos de cistite (KLEMM; HANCOCK;
SCHEMBRI, 2010). Em animais, tem sido identificada em cdes com piometra e
infeccdes do trato urinario (SIQUEIRA et al., 2009).

2.3.4.5 Fimbrias Curli

S&o estruturas constituidas por finas fibras de tamanhos variados, projetadas da
superficie celular, identificadas tanto em E. coli como em outras enterobactérias dos
géneros Salmonella, Shigella, Citrobacter e Enterobacter (ZOGAJ et al., 2003). Sdo
fimbrias constituidas basicamente por duas proteinas principais: CsgA (majoritaria) e
CsgB (BIAN, BRAUNER, NORMARK, 2000). A expresséo das fibras Curli foi descrita
em EHEC, ETEC, isolados de sepse, no trato urinario de humanos e infeccées em aves
(KAI-LARSEN et al., 2010). Estas fimbrias possuem habilidade em se ligar a proteinas
do soro e tecidos humanos (KLEMM; HANCOCK; SCHEMBRI, 2010).

Fimbrias Curli tém sido associadas a invasdo, adesdo, agregacao celular,
formacdao de biofilmes e como potentes indutores da resposta inflamatéria do hospedeiro
(KLEMM; SCHEMBRI, 2004; DYER et al., 2007; PROFT; BAKER, 2009).

2.3.4.6 Fimbrias Antigeno 43

O antigeno 43 (Ag 43) é expresso por varias bactérias gram-negativas. E
encontrado na maioria dos isolados de E. coli, principalmente EPEC e UPEC
(KIZERGAARD et al., 2002). E uma proteina autotransportadora, formada por duas
subunidades: a e . A subunidade 3 € um componente de membrana externa, que forma
poros pelos quais a subunidade a ganha acesso a superficie bacteriana (HENDERSON;
OWEN, 1999; HENDERSON; NATARO, 2001). Similar a outras adesinas, Ag43 também
confere propriedades de agregacdo bacteriana e formacdo de microcolbnias,
reconhecidas como precursores de biofilmes (KJERGAARD et al., 2002, OLIVO et al.,
2016).

2.3.4.7 Fimbrias Antigeno tipo IV

As fimbrias do tipo IV sdo estruturas finas (6-8 nm de largura) e flexiveis
relacionadas com a adesao as células hospedeiras e formacédo de biofilmes. Possuem
movimentos independentes conhecidos como motilidade twitching (PROFT; BAKER,
2009).
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2.3.5 Mecanismo de captacéao de ferro (sideréforos)

O ferro é elemento essencial para o metabolismo e multiplicacdo da maioria das
bactérias. No entanto, a concentracdo reduzida deste ion em certos tecidos requer que
os patégenos desenvolvam mecanismos de captacdo exdgena ou adaptacdes para
sobrevivéncia bacteriana em baixas concentracdes deste ion (RUSSO; CARLINO;
JOHNSON, 2001). Para captacdo exbdgena do ferro, certas bactérias como E. coli
possuem estruturas proteicas denominadas sideroforos, que apresentam alta
quimiotaxia por este ion, requerido particularmente nas infec¢Bes extraintestinais
(HANTKE et al., 2003).

Outras estratégias bacterianas para obten¢éo de ferro sdo a captacao a partir de
compostos como heme, transferrina e lactoferrina - sem o uso de sideréforos - e redugéo
de Fe lll a Fe Il, com subsequente transporte de Fe Il (KOSTER, 2001). Como exemplos
de sideréforos detectados por métodos moleculares em humanos merecem destaque
os genes iucD (HERRERO; LORENZO; NEILANDS, 1988), irp2 (CZECZULIN et al.,
1999), iroN (JOHNSON et al., 2000), sitA (RODRIGUEZ-SIEK et al., 2005) e ireA
(EWERS et al., 2007). Em animais domeésticos, a presenca de FV para captacao de ferro
exogeno tem sido descrita em infecgdes do trato geniturinario de cdes e na mastite
bovina (SIQUEIRA et al., 2009; GUERRA et al., 2020).

2.3.6 Endotoxinas

Endotoxinas sdo constituintes da membrana das bactérias gram-negativas e,
quando liberadas, possuem potente efeito indutor de processo inflamatério nos
hospedeiros. A endotoxina mais estudada € o lipopolissacarideo (LPS), presente na
membrana externa de E. coli e de outras bactérias gram-negativas. O LPS é composto
pelo lipideo A e o antigeno O (oligossacarideos), também chamado de antigeno
somatico, utilizado na determinagéo de sorogrupos de E. coli. Na multiplicacdo ou lise
bacteriana ocorre a liberacdo do LPS. A fracdo lipidica induz diferentes niveis de
resposta inflamatéria no hospedeiro (PIAZZA; ROCHA; HORTON, 2015). O lipideo A é
o componente biologicamente ativo, determinante da atividade endotodxica, além de
apresentar propriedades imunogénicas quando exposto na superficie bacteriana
(RAETZ; WHITFIELD, 2002).

2.3.7 Exotoxinas

As exotoxinas de E. coli sdo citotoxinas eliminadas no ambiente entérico e

extraentérico. As hemolisinas, fator citotoxico necrosante (CNF), as toxinas termolabeis
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(LT) e termoestaveis (ST) de ETEC e as toxina Shiga sdo as exotoxinas mais estudadas
(MAINIL, 2013).

2.3.7.1 Hemolisinas

As hemolisinas (gene hly) sdo exotoxinas formadas por cadeias simples de
polipeptideos e recebem este nome devido a acao direta sobre as hemacias. Formam
poros na membrana das células-alvo, provocando a lise celular, facilitando a liberacéo
do ion ferro utilizado no metabolismo bacteriano (TRABULSI; ALTHERTUM, 2015).
Isolados de E. coli que carreiam o gene hly tém sido identificados em vacas com mastite
clinica (GUERRA et al., 2020).

2.3.7.2 Fator necrosante citotéxico

O fator necrosante citotoxico, codificado pelo gene cnf, € uma proteina que se
liga ao receptor celular, provocando intensa reorganizacdo do citoesqueleto de actina
da célula, induzindo a processo de necrose nos tecidos do hospedeiro. Sdo conhecidos
CNF 1, 2 e 3 (VAN BOST; MAINIL, 2003). Este fator de necrose tem sido identificado
em infec¢des entéricas e, principalmente, extraentéricas, particularmente do trato
geniturinario de humanos (TOTH et al., 2003). Em bovinos, ja foi descrito em animais
com e sem sinais de enterite e em casos de mastite bovina, piometra e infec¢des do
trato urinario em cées (SIQUEIRA et al., 2009; RIBEIRO, LEITE, SIQUEIRA, 2016;
GUERRA et al., 2020).

2.3.7.3 Resisténcia ao soro

A capacidade bacteriana de sobreviver a acdo dos mecanismos de defesa do
hospedeiro pode ser atribuida a componentes bacterianos como polissacarideos
capsulares, presencga de plasmideos, proteinas de superficie e as cadeias laterais do
antigeno O, que proporcionam protecdo contra a lise do sistema complemento do
hospedeiro (MIAJLOVIC, SMITH, 2014).

Os genes que codificam a resisténcia a atividade bactericida sérica (iss, traT)
(JOHNSON; STELL, 2000) sao FV comuns de enterobactérias como E. coli, apesar de
ndo serem essenciais na patogenicidade (NEMETH, MUCKLE; GYLES, 1994).

Os genes traT e ompT foram identificados em alta frequéncia em E. coli de vacas
com mastite clinica, nas quais o escores de gravidade foram avaliados, sugerindo o uso
destes genes como biomarcadores de casos graves de mastite bovina (GUERRA et al.,
2020).
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2.3.7.4 Invasinas

As invasinas séo FV envolvidos em infeccfes por E. coli em animais domésticos,
apesar de seus mecanismos de acdo nao serem totalmente compreendidos.
Constituem-se de filamentos proteicos que se projetam da superficie bacteriana e
favorecem a entrada da bactéria na célula-alvo (MCCULLOCH; MAMIZUCA, 2015). Os
genes das invasinas ibe (HUANG et al., 1995) e ompA (EWERS et al., 2007) foram
relacionados, respectivamente, a patogenicidade de E. coli em células epiteliais
vasculares de humanos e na meningite e infeccdo urinéria de aves, enquanto o gene

ibe identificado em vacas com mastite clinica (GUERRA et al., 2020).
2.4 Resisténcia de E. coli aos antimicrobianos

A ocorréncia de bactérias multirresistentes aos antimicrobianos isoladas de
diferentes afec¢cdes em humanos e animais é reconhecida como problema emergente,
de ordem mundial (TAVARES, 2007; TRABULSI e ALTHERTUM, 2015). Porém, o
impacto da multirresisténcia bacteriana em casos de infecgbes umbilicais em bezerros
ndo tem sido totalmente esclarecido, estando praticamente restrito a estudos com
onfalopatias em criangas (MARWAH et al., 2015).

A resisténcia aos antimicrobianos é um fenbmeno genético. O desenvolvimento
de resisténcia pelos micro-organismos ocorre por via cromossomal (como resultado de
mutacOes espontédneas) ou pela transferéncia de material genético entre bactérias.
Entre os mecanismos de transferéncia, os mais conhecidos sdo a transdugéo
(transferéncia de genes por bacteriofagos), transformacdo (incorporacdo de DNA
liberado por outra bactéria), conjugacgéo (transferéncia de elementos genéticos por
ponte citoplasmatica entre bactérias) e/ou transposons (material genético moével)
(GIGUERE et al., 2010).

O aumento da ocorréncia de bactérias multidrogas resistentes coincidiu com a
utilizacdo em escala de diferentes grupos de antimicrobianos, notadamente a partir da
década de 1960, no tratamento de diferentes manifestacdes clinicas em humanos e em
animais, e com o uso industrial na conservacao de alimentos (TAVARES, 2007).

Em humanos, a ocorréncia de bactérias multirresistentes é notéria em ambientes
hospitalares (WHO, 2014). Em animais de producdo, o uso por décadas de
antimicrobianos como “promotores do crescimento” de aves e suinos (ANDRADE e
GIUFFRIDA, 2008), na profilaxia n&o seletiva da vaca seca, ou mesmo estimulado pelo
apelo comercial de certos farmacos, intensificaram o0 uso ndo racional de
antimicrobianos em animais domeésticos favorecendo, em tese, o aumento da pressao

seletiva para linhagens multidroga-resistentes (RIBEIRO et al., 2016). No entanto, ndo
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foram encontrados estudos relacionados a multirresisténcia aos antimicrobianos em
bactérias isoladas de casos de infeccBes umbilicais em bezerros.

Considerando a mortalidade de bezerros e os prejuizos aos produtores, aliada a
complexidade etioldgica das infec¢cdes umbilicais, bem como a escassez de estudos
envolvendo a multirresisténcia dos isolados aos antimicrobianos, a presenca de genes
de E. coli EXPEC e a classificacdo da gravidade dos casos de onfalopatias; o presente
estudo investigou a caracterizacao de espécies de micro-organismos por espectrometria
de massas (MALDI-TOF/MS) envolvidos em infecgdes umbilicais em 150 bezerros, os
escores de gravidade clinica das onfalopatias, a resisténcia multipla dos isolados aos
antimicrobianos, bem com a presenca de 16 genes relacionados a infeccbes
extraentéricas em isolados de E. coli obtidos de onfalopatias de origem infecciosa.
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CONCLUSAO GERAL

v' Grande variedade de espécies de bactérias, fungos e leveduras foram
identificadas, em cultura pura e/ou em associacdo, nos animais amostrados,
ressaltando a complexidade etiolégica das infec¢cbes umbilicais em bezerros neonatos
com até 30 dias de idade;

v' Enterobactérias - em especial E. coli - foram o principal grupo de micro-
organismos detectados por espectrometria de massas nos animais amostrados,
reforcando a presenca desses agentes de origem ambiental na génese das infecgbes
umbilicais de bezerros neonatos;

v Foi observada a associacdo significante entre os genes ompT e traT nos
bezerros com escores de gravidade 1 e 2 das onfalopatias, sugerindo que estes genes
relacionados a resisténcia ao soro possam ser utilizados como biomarcadores em
estudos de gravidade clinica das infec¢des umbilicais em bezerros por E. coli;

v’ A detecgéo de genes relacionados a resisténcia ao soro (traT, ompT, kpsMTII),
adesinas (papA, papC), invasinas (ibel0), producao de siderdéforos (iroN, iucD) e toxinas
(hlyA, cnf, cdt) nos isolados reforca a complexidade de fatores de viruléncia que
caracterizam as infecc¢des por E. coli em animais domésticos;

v" Raoutella ornithinolytica, Siccibacter turicensis, Bacillus licheniformes,
Carnobacterium divergens, Comamonas jangadnsis, Desemzia incerta, Helcococcus
ovis, Kocuria marina, Lactobacillus sakei, Lactococcos garveae, Leuconostoc lactis,
Vagococcus fluvialis, A. fumigatus, A. terreus, Fusarium spp., Candida catenulata, e
Candida parapsilosis foram identificados pela primeira vez como agentes primarios de
infecgBes umbilicais em bezerros neonatos - utilizando a espectrometria de massas -,
ressaltando a importancia do uso de métodos moleculares no diagnéstico etiolégico de
afec¢cdes em medicina veterinaria;

v' Elevada resisténcia multipla (>90%) dos isolados aos antimicrobianos foi
observada nos bezerros, particularmente com farmacos utilizados ha varias décadas em
medicina veterinaria (sulfonamidas, ampicilina e tetraciclina), reforcando a necessidade
do uso racional de antimicrobianos nos tratamentos de infecgcdes em animais
domésticos, evitando a pressao seletiva para isolados multirresistentes;

v A complexidade etiolégica e os prejuizos relacionados com a infeccéo
umbilical em bezerros reforcam a necessidade de acdes rigorosas de profilaxia para
infeccbes umbilicais em animais neonatos (e.g., antissepsia umbilical e ingestdo de
colostro), bem como medidas especificas voltadas ao ambiente dos animais (e.g.,
retirada sistemética de fezes e matéria orgéanica), em virtude do predominio de
enterobactérias, outras bactérias gram-negativas, fungos e leveduras identificadas nos

animais amostrados.
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