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Isolamento de agentes microbianos a partir de
amostras de sangue e umbigo de bezerros mesticos

neonatos
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Resumo

Infeccao das estruturas umbilicais pode resultar em bacteremia,
septicemia e morte em neonatos com falha na imunidade passiva
sendo os microrganismos usuais de onfalites isolados freqiientemente
em animais com bacteremia. Um estudo foi desenvolvido entre
setembro 2002 e setembro 2003 utilizando-se 44 bezerros, visando
verificar a freqiiéncia de bacteremia em bezerros neonatos e a correlagio
entre os agentes isolados a partir de amostras de sangue de estruturas
umbilicais. Amostras de sangue foram obtidas por puncio da jugular
e submetidas a cultura para isolamento de agentes microbianos, sendo
24 obtidas entre 48 e 72 horas e 20 entre o terceiro e o quinto dia apos
o nascimento. Através de “Swabs” procedeu-se a coleta de material das
estruturas umbilicais para a mesma finalidade. Obteve-se crescimento
microbiano em 17 (38,67%) amostras de sangue e 100% das amostras
de estruturas umbilicais. Os microorganismos mais freqiientes em
amostras de sangue foram Staphylococcus sp., E. coli, Bacillus spp,
Psendomonas sp. e Streptococcus. Todos os animais com bacteremia
apresentaram manifestacoes de enfermidade focal ou sistémica. O
sinal clinico mais freqiientemente relacionado com cultura de sangue
positiva foi o espessamento das estruturas umbilicais. Bacillus spp,
Enterobacter spp, Micrococcus spp. e E. coli foram os microrganismos
isolados das estruturas umbilicais. Os dados confirmam uma flora
bacteriana mista nos casos de onfalite e sugerem uma prevaléncia alta
de bacteremia em bezerros neonatos, sobretudo aqueles com onfalite,
evidenciando a importancia de boa transmissio de imunoglobulinas
através do colostro.

Palavras-chaves:
Bacteremia.
Onfalite

Bezerros neonatos.

Introducao

O desempenho de qualquer sistema
de producio de leite esta diretamente ligado
as condicoes sanitarias e nutricionais do
rebanho. A criacao de bezerros constitui, sem
duvida, a fase mais critica e determinante
sobre o futuro de uma exploracio leiteira.
O neonato ¢é especialmente vulneravel,
devido a sua relativa incapacidade de manter
a temperatura corporea a sua menor
competéncia imunoloégica. Este fato o torna
dependente da ingestdo de colostro com
nivel adequado de anticorpos, fornecido em
quantidade e tempo certos, como também
da ingestdo freqiiente de carboidratos
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prontamente utilizaveis para manter a energia.
O animal neonato freqiientemente apresenta
desafios diagnésticos e terapéuticos e, por
esse motivo, o diagndstico ¢ o tratamento
devem ser consideravelmente acurados e
rapidos’.

A falha de transferéncia passiva das
imunoglobulinas do colostro e as praticas
de manejo com higiene deficiente sio os
maiores determinantes de mortalidade dos
bezerros®’. Desta forma, minimizar a
exposiciao aos patdgenos é certamente um
dos métodos mais faceis e de menor custo
beneficio para aumentar o indice de
sobrevivéncia desses animais®. A deficiente
transferéncia passiva de imunoglobulinas, seja



por abandono materno ou incapacidade de
mamar leva a inanicdo e aumento da
suscetibilidade a infec¢oes, com efeitos sobre
a taxa de mortalidade e incidéncia de
enfermidades como colibacilose, poliartrites,
septicemia e a maioria das infec¢des entéricas
virais no periodo compreendido entre dois
e sete dias de idade.

As causas mais comuns de perdas de
animais na fase de cria em propriedades
leiteiras sdo as doencas entéricas, as
respiratorias e a septicemia pds-natal*. A
maioria das infecgdes neonatais ¢ causada
por bactérias oportunistas que residem no
trato genital, na pele ou no ambiente’. A
infec¢ao das estruturas umbilicais ¢ comum
em animais com falha na imunidade passiva,
e pode resultar em bacteremia, septicemia e
morte em neonatos. Microrganismos usuais
de onfalite sdo freqlientemente isolados em
animais com bacteremia e septicemia,
comprovando que as estruturas umbilicais
sao importantes portas de entrada para
agentes causadores destas patologias'>®’.

Muitos agentes diferentes podem
resultar em bacteremia e septicemia. Bactérias
aerébias gram negativas sdo a causa
predominante de septicemia em potros e
bezerros recém nascidos®. Escherichia coli e
Salmonella spp sao citados como os agentes
causais mais freqiientes em casos de
bacteremia e septicemia em bezerros'.

Os sinais iniciais de septicemia no
recém nascido sdo vagos, inespecificos e,
com freqiiéncia, indistingufveis dos de doenca
ndo infecciosa ou infecedes focais. Recém
nascidos septicémicos com freqiiéncia
desenvolvem um quadro de choque séptico
que pode resultar em faléncia multipla de
6rgaos com pequenas chances de éxito em
um plano terapéutico. Os neonatos com
septicemia podem morrer no 1° ou 2° dia
de vida, sem mostrar qualquer sintoma a nao
ser pulso fraco e hipotermia, muitas vezes
sem evidéncia de diarréia ou infeccio
umbilical®’.

O presente estudo foi desenvolvido
visando verificar a freqiiéncia de bacteremia
em bezerros neonatos e a correlacio entre
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os agentes isolados a partir de amostras de
sangue e estruturas umbilicais.

Materiais e Métodos

O experimento foi conduzido
utilizando-se 44 bezerros, machos e fémeas,
pertencentes ao rebanho da Empresa de
Pesquisa Agropecuaria do Estado do Rio
de Janeiro, localizada na BR 465 Km 07, em
Seropédica, Rio de Janeiro, em duas estagdes
de nascimento compreendidas entre
setembro e dezembro de 2002 (24 bezerros)
e maio e setembro 2003 (20 bezerros). Ao
nascer os bezerros foram mantidos com as
mies por 24 horas, com a recomendaciao
aos tratadores que nesse periodo
procedessem a cura do umbigo. Apds esse
periodo, os animais foram alojados em baias
individuais de alvenaria, em barracio tnico,
com baias paralelas divididas por um
corredor central, com piso cimentado e
estrado de madeira sobreposto. A
higienizacao das baias consistiu de caiagdao
antes da entrada dos bezerros e limpeza diaria
com Aagua sob pressdo. Apods apartagao,
procedeu-se a “cura” do umbigo com
solucio de iodo 10% e os animais foram
pesados, identificados e examinados
individualmente. Alimentacido consistiu de
leite integral oferecido em balde num total
de quatro litros por dia, em duas mamadas
até o décimo dia. Apds esse periodo,
concentrado comercial e igual volume de leite
passou a ser fornecido somente pela manha
e os animais foram mantidos em piquetes
coletivos de Capim Estrela Africana
(Cynodum  nelfuensis) durante o dia,
permanecendo estabulados durante a noite
até o desmame ao0s 56 dias. Em um primeiro
momento (setembro a dezembro de 2002),
entre 48 e 72 horas do nascimento, amostras
de sangue foram obtidas por punc¢io venosa
da jugular, em frascos a vacuo
(Vacumtainers) com anticoagulante (Fluoreto
de sédio), apds anti-sepsia local com solugao
degermante e dlcool iodado e submetidas a
cultura para isolamento de agentes
microbianos no Departamento de

Braz.). vet. Res. anim. Sci., Sdo Paulo, v. 43, n. 4, p. 442-447, 2006



444

Microbiologia e Imunologia Veterinaria da
UFRRJ. No momento da coleta, os animais
foram examinados individualmente visando
identificar a ocorréncia de enfermidades,
com especial atengdo aos processos
inflamatérios umbilicais. No segundo
momento (setembro a dezembro de 2003),
amostras de sangue foram obtidas de forma
semelhante entre o terceiro e o quinto dia apos
o nascimento e igualmente encaminhadas para
isolamento de agentes microbianos.
Paralelamente procedeu-se através de “Swabs”
a coleta de material das estruturas umbilicais
para a mesma finalidade.

O isolamento primario foi realizado
em agar sangue de carneiro a 5% e agar
infusdo de cérebro e coragao. As coldnias
isoladas  foram  submetidas aos
procedimentos de identificacdo presuntiva:
coloragdo pelo método de Gram, prova da
catalase e prova do hidréxido de potassio a
3%. De acordo com as caracteristicas
avaliadas, os isolados eram submetidos a
repiques em meios seletivos e diferenciados.
Para o reisolamento de Staphilococcus spp
foram utilizados os dgares Manitol Vermelho
de Fenol e Baird Parker para observagao
dos aspectos fenotipicos caracteristicos do
género. A identifica¢do foi efetuada por
meio do procedimento padrio: prova da
coagulase livre, resisténcia a bacitracina,
provas bioquimicas: Voges-Proskauer,
fermentacio da maltose, reducio de nitratos,
producdo de urease. A identificacdo das
bactérias do género Streptococcus spp foi
efetuada através do repique em meio seletivo
especifico, e posteriormente através da
inoculacdo em leite adicionado de azul de
metileno, prova da optoquina e das provas
de hidroélise de esculina e hipurato. O
reisolamento da enterobactérias foi realizado
nas agares MaConkey e Eosina-Azul de
metileno. As colonias isoladas foram
identificadas segundo as seguintes provas de
identificagdo: comportamento em agar
triplice agtcar-ferro, motilidade em tubo,
produgao do Indol, producio de acidos a
partir da glicose, fermentagdo de agucares,
reducdo do nitrato, producao de gelatinase,
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producido de urease, degradacdo do citrato
e do malonato, e outros diferenciais de
acordo com o microrganismo envolvido.
Os isolados de Pseudomonas spp foram
identificados segundo as caracteristicas de
producio de pigmentos e odor caracteristicos
e bateria de diferenciagdo para bactérias nao-
fermentadoras'.

Resultados e Discussao

Das amostras avaliadas inicialmente
obteve-se crescimento microbiano em 11
(45,83%) das 24 amostras de sangue
submetidas a cultura. Os microorganismos
isolados foram Staphylococcus spp. (16,66%),
E. coli (16,7%), Pseudomonas spp. (8,33%) e
Streptococcus spp.  (4,15%).

Quinze (62%) dos 24 bezerros
avaliados apresentaram sinais de
enfermidades ao exame clinico. Alteracdes
identificadas ao exame clinico incluiram
processo inflamatério das estruturas
umbilicais (13 bezerros), congestio de
mucosas (3), tempo de preenchimento
capilar (TPC) aumentado (3), retracdo do
globo ocular (3), diarréia (2), apatia e
hipertermia (2). Por outro lado, mucosas
ocular e oral hipocoradas foram registradas
em cinco animais.

Todos os animais com bacteremia
confirmada apresentaram manifestagoes de
enfermidade focal ou sistémica. O sinal
clinico que mais freqiientemente esteve
relacionado com cultura de amostra de
sangue venoso positiva fol o espessamento
das estruturas umbilicais. Onfalite foi
diagnosticada em oito (72,7%) dos onze
animais dos quais se obteve cultura de
amostras de sangue positivas, o que significa
que em 61,53% dos animais que tiveram
onfalite, foi possivel o isolamento de agentes
bacterianos a partir de amostras de sangue.
Bactérias dos géneros Staphylococcus spp,
Escherichia coli ¢ Streptococcus spp foram os
microrganismos isolados nestes casos.
Desidratacaio de moderada a grave foi
registrada em trés animais dos quais foi
possivel o isolamento de Staphylococcus spp,



Pseudomonas spp e E.coli, sendo que dois destes
animais estavam com diarréia no dia da
coleta de sangue. Depressao, febre e
evidéncias de endotoxemia foram comuns
aos isolamentos de E.coli e Streptococcus spp.

Dos 20 bezerros avaliados entre maio
e setembro de 2003, obteve-se crescimento
microbiano em 100% das amostras obtidas
a partir das estruturas umbilicais. Bacillus spp
(3) Enterobacter spp, (3), Micrococcus spp.(3);
E. cli (3); foram os microrganismos isolados
com maior frequéncia. Outros agentes
identificados foram Staphylococcus spp. (2),
Estafilococos coagulase-negativos (ECN) (2),
Serratia marcescens (1), Citrobacter freundii (2);
Klebsiella pnenmoniae (1) e leveduras (2).
Infec¢oes mistas, com trés ou mais agentes
isolados, foram registradas em seis das nove
amostras estudadas. Por outro lado,
isolamento de um unico microrganismo
(ECN e E.coli) ocorreu em trés amostras.

Os dados confirmam o que registra
a literatura, no que se refere a uma microbiota
bacteriana mista presente nos casos de
onfalite. Hathaway et al.® aponta que
Escherichia coli, Proteus spp., Staphylococcus spp. e
Actinomyces (Corynebacterinm) pyogenes sio os
microrganismos mais isolados em casos de
onfalite. No presente estudo, E.co/, foi um
dos agentes mais comuns, contudo Profeus
spp e A. pyogenes ndo foram isolados. Vale
ressaltar que no presente estudo, foram
obtidas amostras de estruturas umbilicais de
tantos bezerros quantos foi possivel a coleta
(nove), fato impossibilitado na maioria das
vezes em que a cura do umbigo resultava
em retragdo ¢ desidratacdo das estruturas
umbilicais impossibilitando a introdugao do
Swab para coleta do material. Nos casos em
que a coleta se concretizou, em geral o
corddo umbilical apresentava-se umido,
friavel e ndao necessariamente com evidéncia
de processo inflamatério no momento da
coleta (primeiro dia, apds a apartacio),
contudo, onfalite foi confirmada nos exames
clinicos de quatro desses animais.

Neste segundo momento, entre as 20
amostras de sangue enviadas para cultura,
obteve-se crescimento bacteriano em seis
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(30%), sendo todas culturas unicas de Bacillus
spp (2)., Micrococcus spp. (1), ECN (1) ou E.
coli (2). Os agentes Staphylococcns spp.,
Psendomonas spp. e Streptococcus spp isolados
anteriormente niao foram isolados nesta
segunda etapa. E. o/ manteve-se como um
dos agentes mais isolados.

As  principais  enfermidades
identificadas ao exame clinico destes animais,
foram da mesma forma que no estudo
realizado entre setembro e dezembro de
2002, onfalite (3) e diarréia (2) que
acometeram concomitantemente outros sete
animais (35%). Todos os animais com
bacteremia confirmada pela cultura de
sangue, em algum momento apresentaram
manifestacSes de enfermidade.

A infec¢do do umbigo ocorre logo
apos o nascimento, acomete entre 5 e 10%
dos bezerros recém-nascidos”™'? e pode
resultar em onfalite com possibilidade de
disseminacdao ocasionando bacteremia,
septicemia e morte®’. A maiotia das infec¢bes
segundo Hathaway et al.’, progride para
areas além do umbigo. No primeiro
momento, obteve-se crescimento
microbiano em amostras de sangue de onze
animais (45%), sendo oito com onfalite
(72,7%) e no segundo momento,
confirmou-se a bacteremia em seis (30%)
bezerros com onfalite. A freqiéncia de
isolamentos de agentes bacterianos em
amostras de sangue de bezerros com onfalite
pode ser atribuida a cura inadequada ou
tardia do umbigo, que provavelmente
consistiu em porta de entrada para os
microrganismos, confirmando o que
sugerem diferentes autores' %",

No presente estudo, a incidéncia
elevada de onfalite e significativamente
superior aquela registrada na literatura foi
provavelmente decorrente do fato de a cura
efetiva do umbigo ter sido realizada apos
24 horas de permanéncia com as maes, em
contradi¢ao ao que preconiza a literatura’.
Ainda que a cura do umbigo logo apds o
nascimento seja recomendada aos tratadores,
acredita-se que devido as inumeras
atribuicoes e atividades desenvolvidas
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rotineiramente dentro do sistema de
produc¢io de leite, esta pratica seja
negligenciada. Condi¢ao semelhante, com
elevada prevaléncia de processos
inflamatérios das estruturas umbilicais
(36,4%) foi relatada por Miessa et al.'', no
mesmo tebanho estudado e atribuido a
dificuldade de instituir a cura do umbigo o
mais cedo possivel apds o parto e a exigéncia
de atencdo e mio de obra especifica para
esta finalidade.

Os agentes isolados a partir de
amostras de sangue constituem agentes
comuns nos casos de onfalite, ainda que em
poucos casos o agente isolado de estruturas
umbilicais e do sangue tenham sido os
mesmos. Vale ressaltar que as coletas de
sangue foram realizadas entre 24 e 72 horas
do nascimento no primeiro estudo
(setembro a dezembro de 2002), e entre o
terceiro e quinto dias, no segundo momento

(maio a setembro de 2003), resultando em
ambos os casos em grande ndmero de
isolamentos, ainda que a frequéncia de
isolamentos tenha sido maiotr entre as
amostras obtidas mais precocemente. O
momento da coleta provavelmente influiu
sobre o nimero de isolamentos, ainda que
a literatura registre o isolamento de agentes
microbianos em cerca de 33% das amostras
de sangue obtidas de bezerros no quinto dia
ap6s o nascimento’’.

Conclusoes

Os resultados sugerem uma preva-
léncia alta de bacteremia em bezerros
neonatos, sobretudo aqueles com processos
inflamatérios das estruturas umbilicais e
evidenciam a importancia de boa
transmissao de imunoglobulinas através do
colostro.

Microorganisms isolated from blood samples and umbilical structures of

newborns calves

Abstract Key-words:
Bacteremic.
Omphalitis.

Umbilical structures infections can be followed by bacteremic, Ccalves.

septicemic infections and death in newborns with passive immunity
deficiency. Microorganisms isolated in omphalitis have been also
isolated from animals with bacteremia. From september/2002 to
september/2003, a research was developed using 44 calves, in order
to evaluate bacteremia frequency in newborns and to correlate
microorganisms isolated from blood samples and umbilical
structures. Blood samples were collected from jugular vein for
microorganisms isolation. Twenty four samples were collected in a
period of 24 to 48 hours, the other 20 samples from thirty to fifty
days after birth. Umbilical structures materials were collected though
swabs. Microbial growth occurred in 17 (38,67%) blood samples and
in 100% of umbilical samples. Staphylococcus spp., E. coli, Bacillus spp,
Pseudomonas spp. and Streptococcus spp were the major isolated
microorganisms from blood. All bacteremic animals presented
systemic or localized clinical manifestations. The most reported clinical
sign was thickness of umbilical structures. Bacillus spp, Enterobacter
spp, Micrococcus spp. and E. coli were isolated from umbilical structures.
Data confirm a mixed bacterial environment in omphalitis, and suggest
a high prevalence of bacteremic infections in newborns calves, pointing
out the need of passive immunity transfer through colostrum.
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