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RESUMO

Foram estudados 3B bezerros com diarreéia e 34 sem diar-
réia, de idade entre 4 e 4@ diass de 2¢ propriedades produtoras
de leite do municipio de Para de Minas, Minas Gerais. A metodolo-
gla para 0 isolamento de especles termotolerantes de
Campylobacter. a frequéncia de 1solamento de amostras de
Campylobacter termotolerante em animals com e sem diarrelas a
produgio de citotoxinas e a sensibilidade aos antimicrobilanos das
amostras de Campylobacter sep isoladas foram avaliadas. 0 meio CSM
possibilitou 0 1isolamento de 3é (P2.31%) amostras de
Campylobacter sp. Trés (7,6%9%) amostras de animais sem diarreia
so foram i1soladas apds enriquecimento em CSME, e o procedimenta
(SM + CSME possibilitou o isglamento de 39 (1@0,0%) amostras,
sendo superior ao SKM + SKME. Nio foram encontradas diferencas
significativas entre a frequencia de Campylobacter termotoleran-
tes, bDem como de amastras de Campylobacter sp produtoras de cito-
toxinas, em animals com e sem diarreia. Entretanto a diferenca
entre a frequéncia de amostras citotoxicas de C. jejuni 1soladas
de bezerros com e sem diarreia foi prdxima a significancia
(p=0,07). Entre as amostras de Campylobacter sp estudadas encon-
trou-se fenotipos de resisténcia a ampicilina (10,26%4)s a Penici-
lina (89,74%), a associa¢cao sulfametoxazol + trimetoprim (38,974}
e & tetraciclina (25,44%). Algumas amostras (20,15%) apresenta-

ram-se ilhtermediariamente sensivels a canamicina.




SUMMARY

Thirty-eight diarrheic and 34 normal calves, aging 4 to &0
day~old, belonging to 2¢ dairy herds from Para de Minas, Minas
Gerais, Brazil, were studied. The methodology for 1solating and
the Ffrequency of thermotolerant Campylobacter from diarrheic and
normal calvesy the cytotowin production and the antimicrobial
sensitivity of the i1solated strains were tested. CSM was superior
to the other procedures tested for isolating Campylobacter., but
three strains, from normal calves, were only 1solated after
enrichment i1n CSME. The procedure CSM + CSME were able to 1solate
39 (100,0%) strains of Campylobacter sp and were significantly
(pl{B.,001) better than SKM + SKME (44413%). There was no
s1gnlficant difference 1n the frequency of thermotolerant
Campylobacter and of cytotoxin production by Campylobacter sp
from diarrheic and normal calves. However, the frequency of
cytotoxic E£. jejuni from diarrheic talves was near signiflcancy
(p=0,07) when compared to cytotoxic L. jejuni from normal calves.
Resistance to ampicillin (1@.26%), to penicillin (B2.74%), to
sul fametoxazol + trimethoprim (59,97%) and to tetracycline
(25,464%) were obesrved in Campylobacter 1solates. Some strains

were intermediary resistent to kanamycin.
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1 INTRODUCAD

A pecuaria leiteira do Estado Minas Gerals sempre
contribulu significativamente para a economia do Estados bem como
do pais. Apesar da tradigao da pecuaria leiteira no Estados as
condi¢gdes sanitarias de nossas criagdes sao precarias e dados so-
bre seu real estagio sao escassos.

Estudos sobre a situagido sanitaria da pecuaria minelra
evidenciaram que a diarreia dos bezerros constituil uma das mais
importantes causas de perdas nns rebanhos (LEITE & LIMA, 19823
RIBEIRD et al, 19835 VIANA et al, 19873 PRADO, 19%1).

S3o varios os agentes atualmente considerados enteropa-
togénicos, destacando-se, pela fregiéncia e pelo maiar volume de
informacoes existentes, os rotavirus, as amostras de Escherichia
coli citotoxigénicas e enteropatogénicass a Salmonella sps e o
Cryptosporidium sp (HOLLAND, 1i9920; WRAY, 1991).

ApOs 05 progressos ocorridos nas duas decadas preceden-
tes em relacdo a participacic das especies termotolerantes de
Campylobacter sp como agente de diarreia em criangas e adultos
(BUTZLER & SKIRROW, 1979), grande interesse foi despertado para o
estudo destas especies como agentes causadores de diarrelia em
animais domesticos (AL-MASHAT & TAYLOR, 19B@as; MODOLO et ais
1987), ndo estandos entretanto, muito bem compreendida a par-
ticipac3da de Lampylobacter sp no processo diarréico dos animals

domesticos (TERZOLO et al,y 1987)
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2 LITERATURA CONSULTADA

2.4 Historico

O0s primeiros vrelatos de bacterias espiraladas hoje
classificadas no género Campylobacter datam do inicio do seculo
quando McFADYEAN & STOCKkMAN (1909, 1913 obserwvaram microrganis-
mos esplralados em surtos de abortos em ovinos e Dbovinos. Em
1919, SMITH & TAYLOR ao epesquisarem sobre o aborto em hovinos en-
contraram bacterias espiraladas semelhantes as encontradas por
MCFADYEAN & STOCKMAN e as denominaram "Vibrio fetus”.

Estudando rebanhkos com disenteria de 1nverno, JONES et
al (1931} 1solaram, de bezerros e de vacas acometidas, uma bacte-
ria espiralada semelhante ao "V. fetus” e a denominaram “Vibrio
jejuni”. Em 1944, DOYLE isolou de casos de disenteria sulna uma
bactéria espiralada e a denominou “Vibrio coli”. De acordo com

'

estes autores o "V. jejuni” e o V. coli’” seriam o0s agentes
etiologicos destas disenterias. Atualmente, © coronavirus bovino
e a Serpula hyodisenteriae s3o considerados os respectivos agen-—
tes etiologicos destas disenterias (SAIF et al, 19883 STANTON et
als 19910,

KING (1957) isalou do sangue de pacientes com diarreia
bactérias espiraladas semelhantes ao "V. jejuni” & ao "V. coli”,

com capacidade de crescerem a 42°C e as denominou “"related

vibrio”. Apesar de n3o ter conseguido isolar estes microrganismos
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das fezes dos pacientes, a autora supOs a participacao deste
"related vibrio” na etiologia do quadro apresentado pelos pacien—
tes.

FIREHAMMER (1945) i1solous de fezes de ovinos, uma bac-
teria espiralada que denominou de "Vibrie fecalis” ., que viria a
ser reclassificada em Campylobacter sputorum biovar fecalis por
ROGP et al (1985).

Baseados em diferencas bioguimicas e na composigao de
bases do DNA, SEBALD & VERON em 1963 propuseram a criacidao do ge-
nero Campylobacter, no aqual, em 1973, VERON & CHATELAIN 1lis-
taram C. fetus, C. jejuni. C. coli ¢ C. sputarum.

No caomeco da decada de 1970, utilizando o processo de
filtragd3o DEKEYSER et al (1972) e BUTZLER et al (1973} consegui-
ram 1isolar C. jejuni das fezes de criangas com diarreia 8 con-
firmaram a hipotese da King (1957) quanto & participacao destas
hacterias no quadro diarreico.

Com 0 i1nteresse despertado por estes trabalhos e com a
formulacaoc de meios seletivos para o 1solamento de C. Jjejuni a
partivr de fezes (SKIRROW, 19773 BUTZLER & SKIRROW, 197%: ocorreu
um grande avaneco no conhecimento sobre as bacterias do  género
Campylobacter.

BENJAMIN et al (1983) denominaram de C£. "laridis” amos-
tras de Campylobacter resistentes ao acido nalidixico e termofi-
licas (NARTC), isolados por SKIRROW & BENJAMIN (198@b) de gaivo-
tas. OGRAEVENITZ (1990) revisou a nomenclatura e as denomlnou

C. lari.
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Em 1983, SANDSTEDT et al (1983) 1solaram de caes com e
sem diarrela bactérias espiraladas termotolerantes, catalase ne-
gativa ou fracamente positiva & geneticamente diferentes das
especies caonhecidas de Campylobacter. as gquails foram deno-
minadas C. “upsaliensis”.

Ao estudarem o complexo adenomatose i1ntestinal SUINA,
GEBHARDT et al (1983) 1solaram uma bacteria espiralada gque
participava como agente etiologico deste complexn e a

denominaram C. hyointestinalis (GEBHARDT et al, 1989).

Algumas amostras de C. Jejuni 1soladas de especlimes
clinicos diferiam da amostra padrdo por apresentarem o teste da
catalase wvariavel e o de nitrato negativo, levando STEELE & OWEN
(1988 a classificarem estas amostvras em C. Jjejuni subespecie
doylei.

Durante as ultimas duas déradas, um total de 19 novas
espeCcies € subespecies de bactérias espiraladas foram descobertas
e identificadas, sendo., atualmente, divididas em trés ggneros!
Campylobacter, Arcobacter, e Helicobacter (VANDAMME et al, 1991).

Dentre as 11 especies que holje compdem ¢ genera
Campylobacter s30 consideradas caomo termotolerantes C. jejuni
jejuni, C. jejuni doylei, C. coli, C.lari. C. "upsaliensis” e C.

sputorum biovar fecalis (PENNER, 1988).
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2.2 Diagnostico

de primeiros i1solamentos de amostras termotolerantes de
Campyliobacter sp de fezes foram vrealizados rela filtracio de sus-
pensdes fecals atraveés de membranas filtrantes com poros de
@465 um (DEKEYSER et al, t1972). Desde estes primeiros 1s0lamentos
ate nossos diasy novas tecnicas foram introduzidas, incluindo-se
meions de transporte, de envriquecimento e seletivos, O que permi-
tiu  um aumento da sensibilidade e uma mailor facilidade para o
i1solamento de rotina destes microrganismos.

Por serem bactérias microaerofilicass os membros do ge-
nero Campylobacter necessitam de uma atmostera em torno de 5% de
ox1génio e de 10% de didxido de carbono (SMIBERT, i1984) para o
crescimento “in vitro”, o que pode ser conseguido atraves de ge-
radores quimicos de microaerofilia ou da técnica de lavagem de
Jarra {(BUTZLER & SKIRROW, 1979). Para diminulr os efeitos toxicos
do 0Ox1gEnino no crescimento destes microrganismoss GEDORGE et  al
(1978) propuseram um suplemento, denominado FBP,y gque atua como
guelante de radicalis toxicos de oxigénlo (suUperpxidoss PEroxl-
dos).

Devido as caracteristicas micreaerofililcas, melos de
transportes adequados sio necessarios na impossibilidade do pro-
cessamento 1mediato das amostras para o 1solamento destes micror-

ganismos. Estes meios s3o em geral semi-sdlidoss criando zonas de




diferentes tensbes de owxlgénio dentro do tubos e contendo o su-
plemento FBP (WANG et al, 198¢; SJOGREN et al, 19873 ROGOL et
ali, 19%0).

Qutro aspecto 1importante a ser considerada quando se
pretende o 1solamento de Campylobacter sp e o enriquecimento.
apesar de alguns autores acreditarem que este & dispensavel
(AGULLA et al, 19873 HUTCHINSON & BOLTON, 1983). Os meios de en-
riguecimento sdo recomendados principalmente para o isolamento de
Campyliobacter sp de locairs onde a concentraciao de bacterlas e pe-
Quena, como em fezes de bovinos sem diarrela (MARTIN et al,
1983). Estes meros de cultura liquidos ou semi-solidos sdo com-
pastos de bases ricas, sendos algumas vezess supiementados com
sangue e/ou misturas de antimicrobianos (WANG et al, 198@3; BOLTON
& ROBERTSON, 198235 CHAN & MACKENZIE, 19825 MARTIN et al, 19833
SJOGREN et als 19875 ROGOL et al, 1990). Podem aumentar em ate
424 o 1solamento de Campylobacter sps como demonstrou SJoGREN et
al (1987), wutilizando o meio de enrirquecimento de CHAN &
MACKENZIE (1982).

0 desenvalvimento de meios seletivas contendo antimi-
crobianos wvelo facilitar o isclamento de bacterias do géenero
Campylobacter. Devido a variacbes de concentracdes e de tipo de
antimicrobianos utilizados,y estes suplementos possuem diferencas
quanto ao seu poder supressivo na flora contaminante. Comparando-
s& varios meilos seletivos para o isolamento de Campylobacter sp
de fezes de seres humanos (MERING et al, 1986435 ENDTZ et al, 1291}

e de animails (WEBER et al, 19835 RUBSAMEN, 19843 TRESCHNAK &
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HELLMAN, 19B7) observou-se que 05 mMelios Mals sS€1eL1VO0S Proporclo-
naram um maior numero de amostras isoladas. Nestas observagdes o
suplemento menos inibidor foi o SKM proposto por SKIRROW (1977:.
KARMALI et al (19864) recomendam a utilizac3o de mals de um mexo
seletivo para favorecer o 1solamento de maior numero de amostras.
ENDTZ et al (1991i) obtiveram um malor numero de amostras 1soladas
quando utilizaram um mei1o de baixa seletividade (S8KM) 2 um de al-
ta setetividade (£SM - KARMALIL et al, 1984). Isto deve-se ao fato
de gue a maioria dos meios seletivos foram desenvolvidos para
C. Jjejunis podendo ser inibidores para outras especles do género
(NG et al, 198B3). Alem disto, diferencas regiocnals de sensibili-
dade das amostras de Campylobacter sp ans antimicrobianos em-
pregados nos meios seletivos podem ocorrer. WALMSLEY & KARMALI
(1989) descreveram o isolamento de C. "upsaliensis’”, no Canada,
em mei1o CSMy o gue s segqundo os padroes de sensibilidade das
amostyas de £. “upsaliensis”’ isoladas por filtragido na Beélgica,
n3o seria viavel, poiss somente 19,2% das amostras belgas sdc re-
sistentes a cefoperazona que este melio contem (GOOSSENS &
BUTZLER, 1989).

A identificacdo do género Campylobacter e feita atraves
de caracteristicas morfo-tintoriais e bieguimicas. Sao bacterias
Gram negativas, moveis, espiraladas em forma de "S5, virgula, ou
asa de gaivota. S3o0 microaerofilicas com um metabolismo do tipo
respiratdrios nao utilizam carboidratos nem oxidativamente nem
fermentativamente e s3o owxidase positivas (SMIBERT, 1984).

Para a identificacio das especies termotolerantes s3o




utilizados os testes da catalase, reducdo de nitrato, hidrolise
de hipurato, producidoc de HpS em TSI, sensibilidade a cefalotina e
ao acido nalidixicos crescimento a 25°%C ¢ a 429C, tolerancia a
1,5% e 2:0% de NaCl,s crescimento em anaerobiose em meiLo conten—
do @,1¥% de TMAD {(trimetilamina N-dxido), e a tranformagido rapida
em forma cocdide (SMIBERT, 1984; PENNER, 1988). A Flﬁﬂﬁh 1 apre-
senta as caracteristicas de cada uma das espécies termotolerantes

de Campylobacter.

Especies cat Nip aal cef npit  HpS  gli TMAG 1,5 Hall 2,84 Mall TRC
L. Jejuni jejuni + + 5 r ¥ - + - - - +
. jejuni dovisi v + 5 v - - + - - - +
L. ool + - 5 r ) v + - - - ¢
L. fars + - r r + - + + + - +
L. hwgintestinal /s + - r 5 + + + 1 - - -
£ sgateram B1ovar + ~ T 5 + + * + + + 7

fecalis

S, upsaifensis’ g - 5 g + - - - - - 3

TIGUAN 1 - Caracteristicas hioguipicas das espécies terxotolerantes de lappyicoacter

cat - catalase; hip - hidrolise de Diparats; nai - Acide nalidizico (3Buy;) cef - cefalotina {JBag);
nit - reducdo de nitrato; Hz$ - producdo de acide suifidrico em TSI gli - tolerdncis a 1¥ de glici-

na; TMRD - crescimento ee anaerchiose na presenca de ©,1% de THRO: I,5% Mall - tolerincia a &,5%

ie

NaCl, 2,8 Nall - tolerincia a 2,8/ de HatCl; TRC - transforaacio rapida em forma cocdide, + - pesi-

tivo; - ~ negative; s - sensivel] r - resistente; v - variavel; § - ses dados.
FOMTE - PENNER, 1988.
Para as provas de toleriancias 0 tamanho do 1noculo deve

ser padronizadao es segundo ON & HOLMES (199i}), uma concentracio

de 106 microrganismos/m]l parece ideal para ser usada como tnoculo
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nestas provas. Ubti1lizando este inodcula. estes autores observaram
que amostras padrdes se comportavam como o relatado nos trabalhos
de descricdo das espécies. ON & HOLMES (1991b) tambem verificaram
que a base utilizada nos testes levava a diterengas nos resulta-
dos e propuseram a base ideal para cada prova de toleviancia.

Para a manutencio de amostras de Campylobacter sp al-
guns mel1os tem sido propostos (WANG et al, 19835 NAIR et al,
19845 RDGOL et al, 199@), mas a sobrevivéncia das amostras nestes
meios se limita a algumas semanas. Segundo MILLS & GHERNA (1988)
a melhor metodologia para a manutengiao de amostras de
Campylobacter sp e através do congelamento a -194°C em meio can-
tendo 1¢% de glicerol. Por este metodo, Qque 2 syperior ao conge-—
lamento a -BOC ou a liofilizacdos. as amostras permanecem vViaveis
por anos. Outro metodo que tem se mostrado bastante satisfatar:io
e aque oferece a vantagem de n3o ser necessario o descongelamento
de toda a amostra para se fazer repliques, & o congelamento das
amostras em uma soluclo contendo 5% de citrato de sodio e 40% de
gliceral adsorvida em papel de filtro, que pode ser mantida a

-20° ou a -7Q9C (LIND et al, 1989).

2.3 Diarréia por Campylobacter sp em bezerros

A diarreia tem sido apaontada como um dos maiores pro-
blemas da criagS3o de bezervros no Estado de Minas Gerais (LEITE &

LIMA, 19825 RIBEIRD et al, 19835 VIANA et al, 19873 PRADO, 1991).
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Sua 1mportancia e muito grande, devido aos séri10s prejuizos eco-
nomicos causados a exploragdo pecuaria leiteira (HOUSE, 1978).
relacionadas a sua alta morbidade e ac compromerfimento dos ani-
malis em sua futura wvida produtiva e reprodutiva (WALTNER-TOEWS et
aly 198435 CORREA et al, 198835 CURTIS et al, 198%).

Yarios trabalhos tém apontado como principals agentes
etiologicos da diarréia em bezerros 0s rotavirus. a Escherichia
coli enterotoxigénica ¢ o Cryptosporidium sp (HOLLAND, 1990), mas
varios outros agentes est3do envolvidos (AL-MASHAT & TAYLOR,
198@as; TZIPORI, i19Bii RYCKE et al, 198635 SNDDGRASS et al, 19863
HERBST et aly 1987). Dentre estes outros agentes que vém ganhandao
destaque nos dWltimos anos, esta o Campylobacter sp.

AL-MASHAT & TAYLOR (198@b)s wutilizando wuma amostra
de C. Jjejuni isolada de um bezerro com diarréia, vreproduziram
quadros de diarreia e disenteria em bezervos lactentes e desma-
mados. As lesdOes intestinais foram semelhantes as encantradas por
JONES & LITTLE (1931} ao infectarem bezerros com amestras de
“V. Jjejuni” por eles isoladas. TERZOLD et al (1987) utilizando
uma amostra de C. Jejuni 1solada de bezerros, 1nfectaram bezerros
gnotobidticos e observaram mudanga na consisténcia das fezes dos
animais, com presenca de muco e sangue. Lesbes do intestino aros-
50 também foram verificadas.

Mudanca na consisténcia das fezes e presenca de muco @
sangque foram tambem observados em hezerros desmamados 1nfectados
com uma amostra de C. "fecalis” 1solada do abomaso age uma novilha

de 1B meses de idade (AL-MASHAT & TAYLDOR, 1981).
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Outros autores infectaram bezerros convencionals e be-
zerros impedidos de mamarem colostro com amostras de
Campylobacter sp, sems contudos conseguirem induziv a diarreia ou
a Jlesfes 1intestinais nestes animails (FIREHAMMER & MYERS, 19813
WARNER & BRYNER., 1984). Entretanto., as amostras utilizadas por
estes autores naoc eram de origem bovina.

Qutro aspecto importante @ que em nenhum destes traba-
lhos os fatores de viruléncia das amostras era conhecido.

{m surto de diarreilia em bezerros causado por
€. hyointestinalis foi descrito por DIKER et al (1990) em trés
fazendas na Turgquila.

0 1solamento de Campylobacter sp de fezes de bezerras
tem s1do descrito como frequente nao havendo, porems diferencas
significativas entre animais com e sem diarreia (FIREHAMMER &
MYERS. 19813 WEBER et ai, 19843 RYCKE et al, 19B&; MODOLO et al,
1987), mesmo se estas amostras sio identificadas ao nivel especi-
fico (AL-MASHAT & TAYLOR, 1980aj; SNODGRASS et ai. 198&4). MODOLO
et al (1987) relatam uma maior concentracio de Campylobacter sp
em fezes de bezerros com diarréia (108) que em bezerros sem diar-
réia (10°-10%),

GLASS et al (1983) observaram que em Bangladesh a fre-
quéncia da infec¢3o por C. jejuni em crian¢gas com diarreélia era
tio alta quanto em portadaores assintomaticos, sendo que a diar-
rela nesta populagao era mals branda. BLASER et al (19B5) verifi-
caram gue a5 taxas de anticorpos anti-C. jejuni em criangas em
Bangladesh eram mais altas que em criancas dos Estados Unidos, e

relacionaram este achado as mas condi¢gdes sanitarias em que estas
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criangas vivem. MENDES et al (1987) também encontraram altas ta-
xas de i1nfecg3o por £. jejuni em crlancas com e sem diarréia em
Belo Horizontes Minas Gerais.

0 1soliamento de enteropatogenos de bezerros sem  diar-
réia nao & um achado raro e diversos autores ja descreveram a
presenga de E. coli enterotoxkigénica, rotaviruss Salmonella sp e
outros agentes nestes animais, relacionando-os as mas condigdes
higiénicas das criacoes de bezerros (UEDA et al, 19823 MYERS et

als 19845 WRAY, 1991).

2.4 Fatores de viruléncia de amostras de Campylobacter termoto-

lerantes

Ds principails fatores de viruléncia de amostras de
Campyliobacter termotalerantes $3o0 a producdo de citotoxinas, a
producdo de uma enterotoxina e a capacidade de aderir e 1nvadir
céelulas epitelials (WALKER et al, 1986).

Um dus primeiros fatores de viruléncia de Campylobacter
s5p causadores de diarréia estudado fol a produgdc de uma entero-
toxina semelhante a toxina colerica (RUIZ-PALACIOS et al, 1983).
Esta toxina é capaz de aumentar a quantidade de AMPc nas celulas
epiteliais, promovendo uma maior secrecao de 1ons C17 e impedindo
a absorc3o de ions Na*, o que leva a um desequilibrio hidroele-
trolitico que se manifesta par uma diarreia aquosa (HOLMGREN,

1?81, 0 encontro desta enterotoxina @ frequente entre amostras
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de Campylobacter sp tsoladas de seres humanocs (BELﬂDURI &
MeGRAUD, 198835 LINDBLOM et al, 1992h).

0 poder invasivo & uma caracteristica marcante das es-
pecies de Campylobacter. Os enteropatogenos 1nvasivos lesam a in-
testino, produzindo uma diarreéia com presenca de sangue, mMUCO €3
as vezes, fragmentos de mucosa (WALKER et al, 1984). A capacidade
de ades3os que e um processo anterior a i1nvasado celular, e a ca-
pacidade de inwvasao de celulas epiteliais por Campylobacter sp
pode ser mensurada “in vitro” utilizando-se culturas cetulares
(FAUCHERE, 198é4:; BUCKHOLM & KAPPERUD, 1987). Estes testes sdo em-
pregados para avaliar o poder patogenico de cepas de
Campylobacter sp: sendo frequente o fenotipo 1nvasivo entre amos-
tras de Campylobacter sp tsoladas de pessoas com diarrvela sanguil-
nolenta (LINDBLOM et al, 1992a). A co-infecgdo de cultivos celu-
lares com amostras de Campylobacter sp e alguns virus enteropato-
génicos aumenta o poder invasivo destas amostras (BUCKHOLM 8 KAP-
PERUD, 1987). Outro fator importante na colonizagido e lnvasiao da
mucosa tntestinal por amostras de Campylobacter sp relaciona-se
com a presen¢a de muco. MELO &8 PECHeERE (1988) verificaram que a
takxa de 1invasao de C. jejuni fol aumentada em ate 2@ vezes na
presenca de mucina.

&4 citotoxina de C. jejuni atua destruindo a membrana
citoplasmatica de ceélulas epiteliaiss levando a morte celular
(PANG et al, 1987). Existe alguma semelhanca imunologica entre
esta citotoxina e a toxina de Shigella dysenteriae 1, mas em ex-
perimentos de hibridizacio naoc foi observada semelhanca entre os

genes que codificam a citotoxina de Shigella dysenkteriae 1 & de
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amastras citotoxigénicas de C. jejuni {(MOORE et al, 1988). Amos-
tras citotoxigénicas sdo isoladas freguentemente de 1ndividuos
que apresentam diarreia sanguinolienta (KLIPSTEIN et al. 1985).

Os conhecimentos sobre o0s fatores de wviruléncia de
amostras termotolerantes de Campylobacter sp isoladas de animails
domesticos sS30 escassoss mas a producio de citotoxinas. de ente-
rotoxinas e o fendtipo i1nvasor ja foram relatados em amostras de
Campylobacter sp i1socladas de animais sem diarreila (Mc CARDELL et
als, 198435 FRICKER et als 19893 LINDBLOM et aly, 1998b; MILON et
al, 19%9¢).

2.5 Suscetibilidade das espeéecies termotolerantes de Campylobacter

aos antimicrobianos

Segundo BUTZLER & SKIRROW (197%9) os aminpoglicosidenss a
eritromicinasy as tetraciclinas e o cloranfenicol sao as drogas
mais efetivas contra os Campylobacter termotolerantes. Dutrps an-
timicrobianoss como a clindamicina e a furazolidona, tambéem sao
hastante eficazes (BUTZLER & SKIRROW. 19793 ENTERIC ..., 198@).
Para estes mesmos autoress, a ampicilina e as sul fonamidas apre-
sentam uma atividade intermediaria & a penicilina G, lincomicinas,
colistina e trimetoprim mostram pequena atividade contra estes
microrganismos (BUTZLER & SKIRROW., 19795 ENTERIC .... 198@).

A droga de escaolha para 0 tratamento da i1nfeccdo enté-

rica pOT Campylobacter termotolerantes e a eritromicina
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(ENTERIC ...s 19B@), entretanto a resisténcla a esta droga ja fol
descrita (ANDREASEN, 19873 TAYLOR & CODURVALIN, 1988).

MENDES et al (1987) e DIAS et al (199@) estudando amos-
tras de C. jJejuni 1soladas de criangas e de carcagas de frangas,
respectivamente, em Belo Horizonte, Minas Gerailss; encontyaram
amostras resistentes a ampicilina, a associacao sul fametoxazol +
trimetoprim e as tetraciclinas. Todas as amostras testadas foram
sensivelis aos aminoglicosideoss a eritromicina, e ao cloranfeni-
col.

AL-MASHAT & TAYLOR (19B83) estudando a suscetibilidade
de amostras de £. jejunisy L. fetus fetus, C. fecalis e algumas
amostras ndo identificadas de Campylobacter isoladas de bezerros
com diarréia frente aos antimicroblanos encontraram 190% das
amostras sensivels a4 neomicina, a eritromicina e ao cloranfeni-
col. Somente uma amostra de C. jejuni foi resistente a ampicilina
e uma a furazolidona. Uma amostra niao identificada de
Campylobacter fo1 resistente 3 tetraciclina. Todas as amostras
foram resistentes a penicilina & a associacao sul fametaxazol +
trimetoprims a excecdo de uma amostra de C. fecalis que fo1i sen-
sivel a esta associagao.

MOBDLD et al (1989) encontraram. entre amostras de
Campylobacter sp (C. Jjejunis C. colis C. lari e C. fetus
venerealis) isoladas de bezerros com e sem diarréia, resisténcia
a0 cloranfenicol, tetraciclina, furazolidona, ampicilina, eritro-
micina, canamicilna, penicilina e a assaciacio sulfametoxazol +
Erimetoprim. Somente amostras de C. lari apresentaram resisténcia

a neomicina e a nitrofurantoina. Resisténcia 3 gentamicina foi




encontrada somente em amostras de C. jejuni.

Em Campylobacter sp, a resisténcia a eritromicina (ma-
crolideos) € codificada por genes CcromossOmM1lcOs, asslim como a re-
sisténcia ao claranfenicol ¢ a ampicilina (TAYLOR & COURVALAIN,
i¥88; WANG & TAYLOR., 199@), porém a resisténcia a tetraciclina e

plasmidial ( TAYLOR et al, 1983).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Populacao estudada

Foram estudados 72 bezervos mesticos holandés x  zebu,
com idade variando entre 4 e 60 diass de 2@ propriedades produto-
ras de leite da regifo de Para de Minas, Minas Gerais, no periodo
de janelro a fevereiro de 1991. Foram considerados como diarreil-
COS 0% animais que apresentaram fezes de consisténcia semi-flui-

das ou fluidas no momento da coleta.

J.2 Coleta e transporte do material

Fnram coletadas amostracs de fezes diretamenfte do reto

dos animais COM Aadxilio de plasticos e de dois "cwabs” por

m

n

ACO
animal. As amostras coletadas em sacos plasticos foram transpar-
tadas em gelc ate o laboratorioc onde foram processadas para 05
2XaAMes parasitologicos e parte dos exames bacteriolcegices. Um
dos ‘“swabs” foi inoculado no meio de transporte e enrigquecimento
para Campylobacter proposto por CHAN & MACKENZIE (1982) modifica-
dos contendoc o suplemento de antibioticos de SKIRROW (1%77)
(SKME), e 0 outro no mesmo meio contendo o suplemento de antibio-
ticos de KARMALI et al (19846) (CSME). Estes meios foram transpor-
tados a temperatura ambiente. Todas as amostras foram processadas

no periodo maximo de quaktro horas apos a coleta.
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3.3 Procedimentos bactericlogicos

3.3.1 Enriquecimento ¢ isolamento de Campylobacter sp

O0s "swabs” transportados no meio de CHAN & MACKENZIE
(1982) suplementado com as misturas de antibioticos SKM (vancomi-
cina, 1@mg/13 trimetoprim, Smg/1 e polimixina B, 2500 UI/1 -
Merck) (SKIRRDOW, 1977) e CSM (cefoperazona - Pfizer, 32mg9/1; c1i-
cloheximide -~ Sigmas 1@@mg/1 e vancomicina - Eli1 Lilly, 2@€mg/1)
foram 1noculados em agar BHI (Brain Heart Infusion agar) (Difco)
suplementado com 10X de sangue de carneiro e contendo S5KM e CSM,
respectivamente. Apds 24h de enriquecimento a 42%C no mesmo meio
de CHAN & MACKENZIE (1982) suplementado, o5 "swabs” foram semea-
dos em SKM e CSM. As placas de SKM e CSM foram incubadas a 42°C

em microaerntilia (9% de 0s, 10% de COp e BS% de Npy) por ate %éh.

3.3.2 Enriquecimento e 1solamento de Salmonella sp

Da por¢3io de fezes transportadas em gelos um grama ou
um miiirlitro foi i1noculado em tubos contendo 1@ ml de caldo te-
trationato (Merck) suplementado com @,2 ml de solugido i1ocdo-1ode-
tada e @,1 ml de snolu¢io de verde brilhante a 1/100@ (EDWARDS &
EWINGs, 1972) e incubados a 379C e a 42°C por 18h. ApOs o0 enrigue-
cimento em caldo tetrationato o conteudo de cada tubo foi inocu-
lado em agar de Mac Conkey (MC) (Difco) e em agar Salmonella-

Shigella (SS) (Difco) que foram incubados a 379 por 24h.
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3.3.3 Isolamento de Escherichia coli

Placas de agar MC foram inoculadas com parte das fezes

transportadas em gelo que foram a seguir 1ncubadas a 379 por

24h.

3.3.4 Ildenti1ficac3ao de Campylobacter sp

As coldnias semelhantes a Campylobacter sp nos meins de
5KM e CSM foram identificadas sequndo a morfologia ao Gram, e as
provas de catalase,s, oxidase, motilidade, redugac de nitrato (MAC
FADDIN, 1980), sensibilidade ao acido nalidixico (disco de 30ug)
e a cefalotina (disco de 3Qug)s crescimento a 25° e a 429C, hi-
drolise de hipurato (SKIRROW & BENJAMIN, 198@a), producido de HpS
em T8I (Triple Sugar Iron agar) {(Merck), tolerancia a 1,3% e 32
2,2% de NaCl, tolerancia a 1,@% de glicinas crescimento em anae-
robinse na presenca de 041i% de TMAD {(trimetilamina-N-oxido?
(S1gma) (ON & HOLMES, 1991b), e a transformaciao rapida em forma

cocoide (KARMALI et al, 198i).

3.3.5 Triagem e identificacao de Salmonella sp e E. coli

As colbnias semelhantes as de Salmonella sp nos meLos
de MC e S5 e as de E. coli no de MC foram triadas segundo TOLEDD
et al (19B2a, 198Pb) e identificadas segundo as recomendacoes de

EDWARDS & EWING (1972).
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3.3.4 Manutencio das amostras de Campylobacter sp

As amostras de Campylabacter sp isoladas foram congela-
das em caldo tiocglicolato com 19% de gliceral a -194% (MILLS &
GHERNA, 198B) e a -7@°, em papel de filtro embebido em uma solu-
¢80 contendo 5% de citrato de sddio e 40% de glicerol (LIND et

als 198%).

3.3.7 Manutencipo das ameostras de Salmonella sp e £. coli

As amostras de Salmonella sp &€ E. coli 1soladas foram
mantidas em agar simples fosfatados a temperatura ambiliente e ao

abrigo de luz (EDWARDS & EWING, 1972).

3.3.8 Pesquizsa de citotowxina nas amostras de Campylobacter sp

isoladas

De amostras de Campylobacter sp crescidas por 48hs a
429C, em microaerofilias em agar BHI suplementado com 5% de <an-
gue de carneiro fol preparada uma suspensaos, com densidade equi-
valente ap tubo n2i® da escala de McFariand, em PBS {(scluciao sa-
lina tamponada) pH 7,2. Esta suspensio foi sanicada em gelo (4
ciclos de 30 segundos) e o sobrenadante do material sonicado for
utilizado para a pesquisa de citotoxina em cultivos de celulas

HeLa (ATCC CCL2) (GUERRANT et al, 1987).
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3.3.% Pesguisa de toxina termoestavel (8T ¢ citatawina {(SLT)

gm amostras de E. coli

A toxina termoestawvel (ST) foi pesquisada em sobrena-
dantes de amostras cultivadas no meio de EVANS et al (1973), in-
cubadas sob agitacio de 152 rpm, por 18-20h a 379%C, pelo teste do
camundongo recem-nascidos segundo as recomendacors de CASTRO et
al (1978).

A pPesquisa de titotoxina (5LT) em amostras de E., colli
fo1r reaiizada em sobrenadantes do cultivo destas amostras em cal-
do TSB (Tryptic So4 Broth) (Difco) apos incubagio de 2€-c4h  em
agitacdo (130 rpm) a 379C, utilizando-se celulas Hela (ATCC

CCL2)s confarme as recomendacHes de GENTRY & DALRYMPLE (1980,

3.3.106 Testes de suscetibilidade aos antimicroblanos

Para os testes de sensibilidade aos antimicrabianos fol
utilizada a técnica de difus8o0 em agar {(BAUER et al. 1944 segun-
do as recomendacdes de BARRY & THORNSBERRY (198%), utilizando-se
discos da marca CECON. Para testar as amostras de Campylobacter
sp  for empregado o adgar de Mueller-Hinton (Difco} suplementado
com 35X de sangue de carneiro @ um tempo de incubacio de 48h (AL-

MASHAT & TAYLOR, 1983).




3.4 Procedimentos parasitologicos

3.4.1 Manuten¢3aoc das amostras de fezes

As amostras de fezes transportadas em gelo foram con-
servadas a 490 até a realizag3o da pesquisa de Cryptosporidium

SP.

3.4.2 Pesquisa de Cryptosporidium sp

Do sobrenadante de uma suspensao de fezes preparada co-
mo para a técnica de flutuacio, foi feito um esfregaco em uma 13-
mina previamente tratada com ovoalbuminas, ques a seguir, {foli co-
rade pela tecnica de Ziehl-Nielsen wmodificada (HENRIKSEN &
POHLENZs 1981). A pesguisa de Cryptosporidium sp foir realizada no
tLaboratorio de Parasitoses do Departamento de Medicina Veterina-

ria Preventiva da Escola de Veterinaria da UFMBG.

3.5 Controle de qualidade

Foram utilizadas as amostras de E. coli B4l e E. coli
H3® como controles positivos para a producio de ST e citotoxina
de E. colis respectivamente, e E. coli Ki2 como controle negativo

para ambas as toxinas.
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As amostras C. jejuni FM4799 e C. jejuni FM48t5 foram
empregadas como contrales negativo e positiva, respectivamente.,
Para a produc3o de citotoxina de Campylobacter se.

As amostras de E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923
e P. aeruginosa ATCC 278353 foram utilizadas no controle de quali-
dade dos antibiocgramas.

Alem das amostras acima citadas foram empregadas S.
typhimurium ATCC 13311, P. mirabilis FM 2948 e C. fetus EV@SL como

controles das pravas bioquimicas.

3.4 Analises estatisticas

As analises estatisticas s quando adequadas. foram rea-
li1zadas pelos testes do chi-gquadrados de Fisher, de Mc Nemar e de
Q@ de Cochran (SIEGEL., 19753 SNEDECOR & COCHRAN, 1981) e os resul-

tados foram considerados significativos quando p{@.85.
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- 4 RESULTADOS

4,1 Caracteristicas da populacio estudada

Trinta e olto (32,7BX%) bezerros apresentavam diarreia.
A distribuic3o dos animais por failxas etarias encontra-se no
ééé#&ee 1. As medias de 1dade para os grupos de 4 a 13 dias, 16 a
3@ dias e 31 a 6@ dias foram, respectivamente. 12591 + 4,086 dias,

29,68 + 4,40 dias e 50,17 + 8,34 dias.

)]

n* de aninals
.
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ioF

10-30
idade {dias)

ED semolarvia U com dlarrela
Graflco 1 Distribuicac da populacao estixiads em faixas etaries




bl

A

4.2 Isolamento de Campylgbacter sp # producio de citotoxinas

Campylobacter sp foi isolado de 39 (54,17%) bezerros em
17 (85%) das 20 propriedades estudadas, sendo 20 (27,78%) de ani-
mais diarreicos e 19 (26:39%) de animais sem diarreia. Destas
amostras, 34 foram isoladas no CSM, 12 no SKM, 16 no CSM apds en-
riquerimento em CSME e 7 no SKM apos enriguecimento em SKME. Tres
amostras (i de C. Jjejuni e 2 de C. lari’ somente foram 1soladas
apds enriquecimento em CSME. ttilizando-se o CSM + CGME foram
1soladas 3% amostras ey o SKM + SKME, 18 amostras (¥;§é+a 1.
Foi considerado como 100% de isolamento o numero total de amos-

tras 1soladas.

TREBELS |
frequéncia de isolamento de lappwvichbacier cp nes diversoes neios de

ceitira o procedimentns atilizados,

animais animais
BEel10s com diarréia (%) se¢k diarreia (%} TOTRL (%2
£5h 28 (51,284 16 41,834} 36 (92,3121
.3 ¢ 9 (23,88:%) 3¢ 7,6%4) 12 (38,774)E
CSNE 8 (28,517 § (28,55 i6 (41,835F
SXNE 2 { 3,135 5 ({&.82%) T {17 ,950F
CSM + (SHE 28 (51,28%) 19 (48,724} 39 {i88,84%)¢
SKM & SXRE 18 (25, 64%3 8 {26,31%) 18 {46,154}
~ pl{l, 601 XIzz2,84 gizi
¥ pih, 801 X2=19,85 giz=1
2 pdo significativo
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Dentre as amostras de Campylobacter se 1soladas. 22
(3&6+41%) foram classificadas caomo C. lari, B8 (20,51i%) C. jejuni
Jejunis & (15,38%) C. coli, e 3 (7,69%) C. hyointestinalis. Doze
amostras de C. lari produziram citotoxinas, assim como 3 amostras
de C. jejuni, 2 de C. coli e 1| de €. hyointestinalis. Nio houve
diferenca significativa entre o isoclamento de Campylobacter sp de
bezerros com e sem diarreia. Apesar de naoc haver diferenca signi-
ficativa entre a frequéncia de produgl3o de citotoxinas por amos-—
tras de Campylobacter sp isoladas de animais com e sem diarréian
a frequeéncia de amostras de €. jejuni produtoras de citotoxinas
1soladas de bezerros com diarréia apresentou uma diferenca proxi-
ma a significancia (p=0,07) quando comparada as iscladas de be-
Zzerros sem diarréia. A distribuilg3o das especies por faixas eta-
riass Presenca ou auséncila de diarvéia e producdo de citotoxinas

anyg

se encontram na tabeta 2.

TRBELR &

Jistribuicdc das especies de Campyichbacter sp por faixas etarias e produgdo de cititsxinas

4-15 dias i6-38 dias 31-68 fias TOTRL
espECies

Bleitty  S{git+) Bleitt) Sdicitt) Meity Sicir-i eitr) et
Lolari 21y 2 5(3) Si4) 41 N 1215} 187}
L. iejust ? 2 3{3) 2@ I 2013 {4} 441
Dol I 2D @ I 2 '} kI Y} i)
L. hwaigtesticelis ¢ 248} €1} ] @ ] BCE 248
TOTAL 5¢2) 41 167 (5 5(2) TE4; 28011 19¢%:

¢itt - amostras prodatoras de citotoxinas
J- anigais cow diarreia
$- asnimais seam diarrdia
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4.3 Identificaci3o de outros enteropatogenos

Nos animals estudados n3o foram encontradas amostras
de E. coli produtoras de ST. Amostras de E. coli SLT* foram
isoladas de 12 animais. Salmonella sp fo1 isolada de 17 bezer-
ros. A presenca de Cryptosporidium sp foi diagnosticada em 16
animais. A frequéncia de isolamento de Campylobacter sp como tni-
ca enteropatdgeno presente em bezerros com diarréia tambem nio se
mostrou significativa. A distribuicdo destes enteropatdgenos por
faixas etarias € a presenca concomitante de Campylobacter sp s3io

Rt
Voot

apresentados na tabela 3.

TABELR 3
Pistriduicdo dos enteropatiogenos isoiades por faixas etdrias e

presenca concomitante de Cappvisbactsr sy

4-13 dias 16-38 iias 3168 dias TOTAL
enteropatogenos

BMoanp) Sicamp) Bi{cape) Slcaaps Bcamp? Sfcampl $lcamyr  Stoamyp)
£. cold SLTH W g 2(2) 18 3@ 32} L1 482
Saimonelia 59 '] 9 3 {23 $(4) TLL) {0 ¢4
LwryEtosper idiun sp g 8 {4} 343; 1D 6{5} "5 9(§;
T6TAL - - - - - - -{1ti -{ii}
cagp - presenca concomitante de [Daapy{obacier sy
SLT - Shiga-like toxin
3 - apipais com diarréia
3 - apimais sem diarréia
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4.4 Suscetibilidade das amostras de Campuylgbacter sp aos antimi-

crobianos

Todas as amostras testadas foram suscetiveis a amicaci-~
nas, cloranfenicol, eritromicinas gentamicina, neomicina e nitro-
furantoina.

A resisténcia a penicilina fol encontrada em B9,74% das
amostras.

A resisténcia a amplcilina, a assoclagac sulfametoxazol
+ trimetoprim e a tetraciclina foi de 10,844, 598,974 e 25:64%4,
respecti1vamente.

ito amostras (20,31%) apresentaram resisténcia inter-
mediaria a canamicina.

Trés amostras de C. laris, uma de C. jejuni e uma de
C. hyointestinalis foram resistentes simultaneamente a tetraci-
clina e a associracan sulfametoxazonl + trimetoprim,

Foram encontradas uma amostra de C. coli e trés de
C. jejuni resistentes a tetraciclina, a associacdo sulfametoxazol
+ trimetaprim e com resisténcia intermediliaria a canamicina.

lUma amostra de C. Jjejuni mostrou-se resistente a tetra-
ticlina e i1ntermediariamente resistente a canamicina.

A resisténcia a assocliagin sulfametowxazol + trimetopraim
e a resisténcia intermediaria a canamicina foi cbservada em uma

amostra de C. lari.




0 padr3ao de suscetibilidade das amostras estudadas.

classificadas par espécless esta na tabeda 4.

TABELA 4

Suscetibilidade aos antimicrobianos &as amostras de Jaacsisbacier sp isoladas de hezerros com e sem diarréia

Antiwicrodiancs £, tare o, Jeusi £.r8iy L. moisdestisgirs T0TAL
nd {¥%) ng {z) ng (%) ng (¥} ng {4}
fmicacina £2 (186,10 § (i@@,&0 6 {1@8,850 3 {168, &0 19 (168,80
Augicilina 22 (168,80 5 {62,580 3 {83,334 3 11988,80 35 489,740
(anamicina 21 {93,430 § (38,880 3 (58,800 3 {i88,¥%) 3t {7%,4%%)
‘loranfenicol 22 {180,800 3 {198,850 o (166,80 3 (led, &0 39 (ide, @)
Eritromicina 22 1iee, 8 8 (18a, 80 b (188,80 3 (108, &0 39 (186,80
Gentasicina 22 (i8a.2) 3 (ies,@ & (188,&0 3 (1ge, &0 39 (lee,8xn)
Heomicina 22 {180,&0 § (leg,@x) 6 (188,81 3 (188,80 39 (168,80
Nitroefurantoina 22 (188,&4) 8 {ied, &0 b (188,80 3 (188,84 39 (ide, &0
Yenicilina id4,50 1 412,580 a8 8,80 Z (66,0747 4 (18,264}
Salfazotrix 5 {48,910 3 {37,580 4 {66,670 418,80 1o (41,837
Tetraciciina 18 (81,82%) 5 {62,58%) 4 {66.67%) d {bh, 5% 2% (74,363%)

Suifazotrim = swifametoxazel + trimetopriz
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S DISCUSSAD

5.1 Avaliacio da metodologia para o isolamento de espécies termo-

tolerantes de Lampylgobacter de bezerros com e sem diarréia

A mai1or taxa de isolamento de Campylobacter sp em CSM
gque em SKM observada neste estudo tambem sido relatada por ouktros
autores (KARMALI et al, 198635 ENDTZ et al, 1991). 0 i1solamento de
Campylobacter termotolerante e, em geral, maior nos meios mails
inibidores da flora fecal, principalmente aqueles contendo cefo-
perazona como o [SM. Isto se deve ao fato de que a maioria das
amostras de Campylobacter termotonlerantes & resistente a cefope-
razonas, que e um excelente i1nibidor de bacterias Gram-negativas,
que compdOems em grande parte, a microbiota intestinal (KARMALI et
al, 19B6). E interessante naotar que ao trabalhar com o 1solamento
de Campylobacter sp de fezes de seres humanos em meio contendo
cefoperazonas grande parte dos autores (KARMALL et al, 198643
MERINDO et al, 19845 ENDTZ et al, 1991) isolou Campylobacter se em
cultura pura em frequéncias maiores que 5@%. Neste estudo,
Campylobacter sp so0 fo1 isolado em cultura pura em {SM das fezes
de wum animal com diarreia, apesar des na maloria das VvezZeGs OS
contaminantes soO crescerem no primeiroc quadrante das placas. Uma
mailor resisténcia da flora fecal aos antimicrobianos wutilizados
nos meios de cultura pode ter resultado na presenga de contami-

nantes na quase totalidade das placass assim como a baixa efi-




ciéncia do SKM (30,77%) onde o crescimento de contaminantes era
macicos O que tornava muito dificil a 1dentificac3o de colonias
semelhantes a Campyvlobacter sp. Dutro fator gue pode ter i1nfluildo
no maior numero de contaminantes nas placas de CSM que o habi-
tualmente descrito na literatura foi a utilizag3o, neste experi-
mentos de sangue em substituilgdo ao carvao ativado da formulagdo
original.

A utirlizagdo do enriquecimentos isoladamentes foi 1nfe-
rior ao plagueamento direto em CSM (p{(2,%21%) como 3a verificado
por alguns autores (HUTCHINSON & BOLTON, 19833 aGULLA et al,
1987), mas, tres (7,49Y%) amostras de Campylobacter sp de bezerros
sem diarréia somente foram isoladas ap0s enriguecimento em CSME.
0 procedimento CS5M + CSME permitiu o isolamento de 39 (100,0%)
amostras de Campylobacter termatolerantes, sendo superior ao SKM
+ SKME (p(0,001%). Este ganho de 7,469.% no 1solamento de especies
termotolerantes de Campylobacter de fezes de bezerros sem diar-
réia provavelmente deve-se ao pequeno numero (10°-10%) de bacte-
rias deste género presentes em fezes de bezerros sem diarreia

(MODOLD et al, 1987).

5.2 Participac8o de Lampylobacter termotolerante na diarreia de

bezerrocs ate 40 dias de idade

0 1isolamento de Campylobacter sp em 17 (854) das pro-
priedades estudadas, em taxas proximas a 50% s @ um achado comum
em varios outros palses, podendo haver peguenas variacdes resul-

tantes de metodologias de isolamentao, idade dos animais e dife-
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rencas regionals (FIREHAMMER & MYERS, 19813 WEBER et al, 19843
RYCKE et al, 19865 MODOLO et al, 1987). A n3o existencia de dife-
rencas significativas entre o isolamento de Campylobacter termo-
tolerante de bezerros com e sem diarrel1a observadas neste traba-
lho, tambem tém sido relatada por outros autores (FIREHAMMER &
MYERS, 19813 WEBER et al, 19843 RYCKE et al, 19843 MODOLO et al,
1987).

A taxa de infec¢3o de bezerros com e sem diarréia poOr
diferentes especies de Campylobacter sp também n3o se mostrou
significativa,s neste estudo, a semelhanca do relatado por autores
aque 0os separaram em especies (AL-MASHAT & TAYLOR. 1980a;
SNODGRASS et al, 1984).

A auséencia de significancia entre a freguéncia de iso-
lamento de Campylobacter termotolerantes de bezerros com e sem
diarreia deve-se, provavelmente, as precarias condigdes de higie-
ne dos locais onde estes animais s8o0 criadoss o que predisple a
uma elevada taxa de 1nfeccao podendo 05 animais manifestarem ou
ndo sinais clinicos. Situa¢3o semelhante foi relatada por GLASS
et al (1983) e BLASER et al (1985) em criancas de Bangladesh, on-
de a infec¢do por Campylobacter sp e a presenga de portadores
assintomaticos e frequente ¢ 05 sintomas de diarréia sido brandos.
Em nosso meio, MENDES et al (1987) também observaram frequéncias
de 1sclamento de C. jejuni semelhantes entre criancas com e sem
diarreia. RUSSEL et al (1989) verificaram em macacos Rhesus
(Macaca memestrina) que a reinfecc3io por outras espeécies ou soro-
tipos de Campylobacter sp 2 frequente em animais criados em con-

di¢des higiénicas inadequadas. Em bezerros, a presenga de entero-




patdgenos como E. coli enterotoxigénica, Salmonella sp e rotavi-
rus (UEDA et al, 1982: MYERS et als 198435 WRAY, 1991) ja foram
obserwvadas em animais sem diarreéeia criados em mas condigoes de
higiene. No presente estudo a infeccdo por Salmonella sp em ani-

mals sem diarreia tambem foi frequente (246,47 ¥%).

5.3 Produgio de citotoxina por amostras de [ampqlobacter sp

isoladas de bezerros com e sem diarreia

A producdo de citotoxina em amostras de Campylobacter

sp 1soladas de bezerros Jja havia sido relatada (Mc CARDELL et al,
1984).
. Neste estudo, a diferenga entre a frequencia de amos-
tras citotoxigénicas de Campylobacter sp isoladas de bezerras com
e sem diarréia n3do foi significativa. BELBOURI & MEGRAUD (1988)
tambem nao encontraram diferencas na produgiao de enterotoxinas
entre amostras de Campylobacter sp isoladas de pacientes rom e
sem diarreéia.

Entretantos mesmo n3o tendo sido significativa, a fre-
quéncia de amostras citotoxigénicas de (. jejuni iscladas de ani-
mais com diarréia apresentou uma diferenca muito proxima a signi-
ficancia (p=0.,97) quando comparada a frequéncia de C. jejuni ci-
totoxigénica em bezerros sem diarreia, provavelmente devido ao

pequeno numero de amostras estudadas. Maiores estudos s3o neces-




SAarins para a compreensao do papel de amostras citoxligénicas de

C. Jejuni na diarreia dos bezerros.

9.4 Suscetibilidade das amostras termotolerantes de

Campylohacter 5p aos antimicrobianos

A presenga de amostras resistentes a tetraciclina, am-~
picilina e a associacdo sulfametoxazol + trimetoprim observada
neste estudo fol semelhante a encontrada por MENDES et al (1987)
e DIAS et al (1999) em Belo Horizontes, Minas Gerais, em criancas
e em carcacas de frangos, respectivamente. AL-MASHAT & TaYLOR
(1983 e MODOLO et al (1989) tambem observaram estes padrdes de
resisténcla em amostras 1soladas de bezerros.

As amostras isoladas neste estudo foram sensiveis a
gentamicina, neomicinas amicacina, eritromicina, cloranfenicol e
nitrofurantoina, padrdes frequentemente observados em amostras de
Campylobacter termotolerantes (BUTZLER & SKIRROW, 19793 WHO....
19805 AL-MASHAT & TAYLOR, 198335 MENDES et al., 1987; DIAS et al,

“ 199¢), apesar de MODOLO et al (1989) terem encontrado amostiras
resistentes a estes antimicrobianos entre suas amostras isoladas
de bezerros.

A maior parte dos autores cita como resistentes a peni-
cilina G as amostras termotolerantes de Campylobacter (AL-MASHAT
& TAYLOR, 19835 ANDREASEN , 198735 MODOLOD et al, 1989), mas

BUTZLER & SKIRROW (19279) afirmam que algumas amostras, como as
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encontradas neste estudo, podem ser sucetiveirs a penicilina 0.
Das amostras estudadass 20:51i% apresentaram valores in-
termediarios de resisténcia a canamicina. MENDES et al (1987) e
BIAE et al (199@) n30o encontraram entre suas amostras de
C. jejuni alguma resistente a canamicina, mas MODOLO et al (1989}
reportam resisténcia a canamicina entre 3 e 25% das amostras 1so-

ladas de bezerros por eles estudadas.




& CONCLUSGES

A - 0 meio de cultura CSM foi o que proporcionocu o
malor numero de isolamentos de amostras de especies termotoleran-—
tes de Campylobacter., sendo significativamente (p{(@,901) superior
aos outros meios. Trés amostras (7,49%) de bezerros sem diarréia
s6 foram isoladas apds enriquecimentoc em CSME. O procedimento CSM
+ CSME possibilitou o isolamento de um total de 39 (108,0%) amos-
tras de Campylobacter sp e foi1 significativamente (p{(9,001) supe-

rior ao SKM + SKME.

B - N3o houve di%erenca. significativa entre a
frequéncia de amostras de Campylobacter sp isoladas de bezerros
com e sem diarreias mesmo quando as diferentes especies foram
consideradass ou quando Campylobacter sp era o unico enteropato-

genq encontrado.

C - N3o houve diferenca significativa entre a producao
de citotoxinas pelas amostras de Campylobacter sp isoladas de
bezerros com e sem diarréia, mass apesar do pequeno numero de
amostras estudadas, a frequéncia de C. jejuni citotoxigénico em
animais com diarreéia se aproximou da significdncia (p=0,07)
quando comparada com as amostras de C. jejuni isoladas de ani-

mais sem diarreia.




D - Entre as amostras de Campylobacter sp estudadas foi
encontrada resisteéncia a ampicilina (1G.24%)s a3 ass0C1aCaon
sul fametoxazol + Erimetoprim (358,97%) e a tetraciclina (25,64%}.

Dito amostras (2¢,31%) apresentaram resisténcia intermediaria a

canamicina.
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