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RESUMO

Foram colhidas 248 amostras de fezes de suinos na faixa etaria de um a 60 dias de idade em granjas da regido de
Ribeirdo Preto-SP, das quais 10% eram provenientes de animais clinicamente sadios e as restantes, de animais com diar-
réia. Objetivou-se a verificagdo da ocorréncia de diferentes enteropatdogenos em suinos clinicamente sadios e diarréicos e
a determinacgdo da resisténcia a diferentes antimicrobianos em cepas isoladas de Salmonella sp e de Escherichia coli ente-
rotoxigénica. Das 223 amostras de fezes de leitdes com diarréia, foram isoladas 131 cepas de E. coli, sendo 71(32,7%) ndo
enterotoxigénicas e 60 (27,7%) enterotoxigénicas, 20 (9,2%) cepas de Enterobacter cloacae, 13 (6,0%) cepas de Klebsiella
pneumoniae, 13 (6,0%) cepas de Citrobacter freundii, 13 (6,0%) cepas de Pseudomonas aeruginosa, 10 (4,6%) cepas de
Providencia stuartii, 8 (3,7%) cepas de Klebsiella oxytoca, 6 (2,8%) cepas de Salmonella sp e 3 (1,3%) cepas de Proteus
vulgaris. Nas 25 amostras de fezes ndo diarréicas somente Salmonella ndo foi encontrada. As cepas de Salmonella sp e E.
coli apresentaram um alto nivel de resisténcia aos antimicrobianos novobiocina, lincomicina e penicilina G.

PALAVRAS-CHAVE: Suino. Diarréia. Resisténcia a antimicrobianos. Escherichia coli. Salmonella.

SUMMARY

Two hundred and forty eight fecal samples were collected from one- to 60-day old pigs in farms of the region of Ribeirdo
Preto, Sdo Paulo State, Brazil. Ten percent of the samples were from clinically healthy animals and the others were from
diarrheic animals. The aim of this study was to characterize the bacteria isolated from the animals and to determine the
antimicrobial resistance of isolated Salmonella sp and enterotoxigenic E. coli strains. From the two hundred and twenty-
three fecal samples from diarrheic piglets were isolated: 131 E. coli strains, 71 (32.7%) non-enterotoxigenic and 60 (27.7%)
enterotoxigenic, 20 (9.2%) Enterobacter cloacae, 13 (6.0%) Klebsiella pneumoniae, 13 (6.0%) Citrobacter freundii, 13
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(6.0%) Pseudomonas aeruginosa, 10 (4.6%) Providencia stuartti, 8 (3.7%) Klebsiella oxytoca, 6 (2.8%) Salmonella sp and
3 (1.3%) Proteus vulgaris. Among 25 fecal samples from non-diarrheic animals only Salmonella sp was not observed. The
strains of Salmonella and E. coli showed a high level of resistance against novobiocin, lincomycin and penicillin G.
KEY WORDS: Pig. Diarrhea. Antimicrobial resistance. Escherichia coli. Salmonella.

RESUMEN

Fueron colectadas 248 muestras de heces de porcinos dentro de un rango etario entre uno a 60 dias de edad,
en granjas de la region de Ribeirdo Preto-SP. Del total, 10% eran provenientes de animales clinicamente saludables y
las restantes de animales con diarrea. El objetivo fue verificar la ocurrencia de diferentes enteropatdégenos en porcinos
clinicamente saludables y diarreicos, ademas de determinar la resistencia a diferentes antimicrobianos en cepas aisladas
de Salmonella sp y de Escherichia coli enterotoxigénica. De las 223 muestras de los lechones con diarrea, fueron aisladas
131 cepas de E. coli, siendo 71(32,7%) no enterotoxigénicas y 60 (27,7%) enterotoxigénicas, 20 (9,2%) cepas de Entero-
bacter cloacae, 13 (6,0%) cepas de Klebsiella pneumoniae, 13 (6,0%) cepas de Citrobacter freundii, 13 (6,0%) cepas de
Pseudomonas aeruginosa, 10 (4,6%) cepas de Providencia stuartii, 8 (3,7%) cepas de Klebsiella oxytoca, 6 (2,8%) cepas
de Salmonella sp y 3 (1,3%) cepas de Proteus vulgaris. En las 25 muestras de heces no diarreicas, solamente Salmonella
no fue encontrada. Las cepas de Salmonella sp y de E. coli presentaron alto nivel de resistencia a los antimicrobianos

novobiocina, lincomicina y penicilina G.

PALABRAS-CLAVE: Porcino. Diarrea. Resistencia a antimicrobianos. Escherichia coli. Salmonella.

INTRODUCAO

As enterites e diarréias sdo as causas infecciosas
mais comuns de mortalidade em leitdes. Entre os agentes
etiologicos bacterianos destacam-se: E. coli enterotoxigé-
nica (ETEC), E. coli verotoxigénica (VTEC) (CASTRO
etal., 1984 e OLIVEIRA et al., 1982, BRITO et al., 1995,
BRITO et al., 2000) e Salmonella sp. (FITZGERALD et
al., 1988).

Cepas ETEC tém sido consideradas como a
causa infecciosa mais comum de diarréia em leitdes des-
mamados, além de serem consideradas como o principal
agente etioldgico em mais da metade dos casos de diarréia
neonatal, até em propriedades com técnicas modernas de
producao de suinos (FAIRBROTHER, 2000). Os princi-
pais fatores de viruléncia associados a estas cepas sdo as
fimbrias e enterotoxinas. As fimbrias permitem as bactérias
sua fixacdo e colonizagdo das células epiteliais da mucosa
do intestino delgado. Em seguida, a produgdo das ente-
rotoxinas LT (LT-I e LT-II) termolabil e ST (STa e STb)
termoestavel desencadeiam a diarréia por hipersecregao
(FERREIRA et al., 1997, MARQUARDT , 2000).

Cepas de ETEC em suinos podem expressar as
fimbrias K88 (F4), K99 (F5), 987P (F6) e F41 (MORRIS
et al., 1983). Além desses, foram relatados outros fatores
de colonizagdo presentes em amostras de suinos, F165
(FAIRBROTHER et al., 1986) e o F42 (YANO et al.,
1982). A produgdo de alguns desses antigenos ¢ plasmi-
dial e podem ser transferidos de uma bactéria para outra
(FAIRBROTHER, 2000).

Salmonella ¢ um patdgeno intracelular facultati-
vo que infecta uma ampla variedade de hospedeiros e em

casos de salmonelose em leitdes ¢ comumente isolado na
idade de quatro a oito semanas (PARK e RYU, 2000). O
sorotipo typhimurium é um dos sorotipos mais isolados
nesses animais; normalmente esta associado a enterocolite
e representa uma grande preocupagao do ponto de vista de
satde publica. Ocasionalmente outros sorotipos podem ser
isolados em animais portadores, roedores ou passaros, que
sdo citados como fonte de infecgio em granjas (AVILA
et al., 1972). O Servico Nacional de Inspecao de Saude
Animal dos Estados Unidos (NAHMS) estimou que a sal-
monelose suina € responsavel por perdas de cem milhoes
de dolares anuais naquele pais, principalmente em animais
de 90 dias de idade (SCHWARTZ, 1990).

Nos ultimos anos foram publicados varios estudos
sobre resisténcia a drogas antimicrobianas principalmente
relacionados a bactéria E. coli (HOYLE et al., 2004) ¢ a
Salmonella (RANKIN et al., 2005). Atualmente existe
uma grande preocupagdo a respeito da selecdo de genes
de resisténcia em bactérias presentes na flora de animais
utilizadas como fonte de alimento e a possibilidade da
transferéncia destes genes para bactérias do trato intestinal
humano (PIDDOCK, 1996).

A regido de Ribeirdo Preto, localizada no norte
do Estado de S@o Paulo, apresenta uma suinocultura
importante para o abastecimento de carne e derivados
para a regido e outras adjacentes. As diarréias em leitdes
nessa regido causam enormes prejuizos aos criadores e a
etiologia delas merece estudos mais atualizados. Por esses
motivos o presente trabalho tem como objetivos o estudo
de etiologias das diarréias em suinos, a analise da ocorrén-
cia dos diferentes enteropatégenos em suinos clinicamente
sadios e diarréicos, a caracterizagdo dos principais fatores
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de viruléncia em cepas de E. coli e a determinacdo da
resisténcia das cepas isoladas de Salmonella e de E. coli
enterotoxigénica frente a 15 drogas antimicrobianas.

MATERIAL E METODOS

Foram colhidas 248 amostras de fezes de suinos
com idades de 1 a 60 dias, utilizando-se suabe retal, das
quais 10% foram provenientes de animais clinicamente
sadios e as restantes, de animais com diarréia. As amostras
estudadas foram colhidas de oito granjas da regido de
Ribeirao Preto - SP, durante o periodo de um ano.

As amostras de fezes foram semeadas em placas
contendo agar MacConkey, agar- sangue e agar EMB
(eosina-azul de metileno) e incubadas por 24-48 horas a
37° C. As colonias com caracteristicas culturais compa-
tiveis com E. coli foram identificadas como pertencentes
a essa espécie de acordo com os testes de fermentagdo
da lactose, producdo de indol, reagdes de vermelho de
metila e Voges-Proskauer, utilizacdo de citrato, producao
de urease e produgdo de gas sulfidrico (H,S). A leitura
dos testes foi realizada apds 24 a 72 horas de incubagio
a 37° C. As colonias ndo fermentadoras da lactose foram
submetidas a identificacdo bioquimica, onde foi utilizado
um maior numero de meios com carboidratos, aminoacidos
e outras provas (KONEMAN et al., 1997). As amostras de
Salmonella sp. isoladas e identificadas bioquimicamente
(KONEMAN et al., 1997) foram tipificadas sorologica-
mente no Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo — SP.

A identificagdo soroldgica das cepas ETEC isola-
das foi realizada com anti-soro O, seguindo a metodologia
preconizada por Carvalho et al. (1991).

Para deteccdo do antigeno de aderéncia F4, as ce-
pas de E. coli foram cultivadas em agar glicose fosfatado;
para a fimbria F5, foram inoculadas em meio de Minca e
aquelas examinadas para F6, foram cultivadas em agar-
sangue. De cada placa, cinco colonias eram examinadas
individualmente com anti-soros F4, F5, F6, F42 e F165,
através do teste de aglutinagdo em ldmina (CARVALHO
et al.,1991).

Para a pesquisa da enterotoxina STa, as cepas
de E. coli isoladas foram cultivadas em caldo BHI (Brain
Heart Infusion) e inoculadas por via intragastrica em ca-
mundongos lactentes, de acordo com a técnica de Dean
etal. (1972).

As cepas de E. coli foram semeadas em BHI,
incubadas em banho-maria sob agitagao de 150-200 rpm
a 36°C por 18 horas e posteriormente centrifugadas para
obtencao do sobrenadante isento de células para a pesquisa
da enterotoxina STb. O método utilizado foi o da alga
ligada de intestino de suino, com 5 a 7 semanas de idade
(CARVALHO et al.,1991).

Para a pesquisa da enterotoxina LT, cada cepa de
E. coli foi cultivada em meio de casamino 4cido extrato de

levedura e pesquisada através do teste de imuno-hemolise
radial (YANO et al., 1982).

Foram submetidas ao teste de sensibili-
dade a antibidticos e quimioterapicos as cepas de E. coli e
Salmonella sp frente aos seguintes antimicrobianos: acido
nalidixico, ampicilina, cefalotina, cloranfenicol, eritromi-
cina, estreptomicina, gentamicina, kanamicina, lincomi-
cina, penicilina G, novobiocina, neomicina, tetraciclina,
nitrofurantoina e trimetoprim-sulfadiazina (NATIONAL
COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY STAN-
DARDS, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 223 amostras de fezes de leitdes com diarréia
e 25 amostras de fezes ndo diarréicas, colhidas através de
suabe retal em oito granjas da regido de Ribeirdo Preto-SP,
foram isoladas diferentes bactérias e a E. coli enterotoxigé-
nica foi uma das espécies mais freqiientes (Tabela 1), o que
esta de acordo com o relato de varios autores (CASTRO
et al., 1984, BRITO et al., 1995, BRITO et al., 2000).
Nos animais com diarréia, foram identificadas diferentes
associagoes de dois ou mais agentes em 25 amostras de
fezes (Tabela 2) coincidindo com relatos anteriores (BRI-
TO et al., 2000)

Das 64 cepas ETEC isoladas, o sorogrupo O101
foi o mais freqiiente (25,0%) e o de menor freqiiéncia foi
o 0157 (11,0%). Outro estudo, realizado em 28 cepas
isoladas de suinos com diarréia no Estado de Sao Paulo,
Oliveira et al. (1982) verificaram que 11 (39,3%) delas
foram associadas ao sorotipo 0101 ¢ 6 (21,4%) ao sorotipo
0149. Na regido de Concoérdia, Santa Catarina, Castro et
al. (1984) analisaram o antigeno O de 34 cepas envolvi-
das em surtos de diarréia neonatal suina. Os sorogrupos
mais prevalentes foram: 035, 0108, 0138, 010 ¢ O149.
As diferencas regionais das prevaléncias de sorogrupos
reforcam a importancia do conhecimento desses dados
para a elaboragdo de vacinas contra a colibacilose. Na
Tabela 3, pode-se observar os resultados da pesquisa
dos antigenos de aderéncia em 64 cepas ETEC ¢ em 76
ndo enterotoxigénicas. Entre as cepas enterotoxigénicas
observou-se a presenca do antigeno F4 em 44 (68,7%)
delas, seguido pelo antigeno F5 em 19 (13,6%) e apenas
1 (0,71%) expressou a fimbria Fé.

Nenhuma das cepas ndo enterotoxigénicas foi
positiva para as fimbrias testadas. Outros trabalhos, no
Brasil, realizados por Oliveira et al. (1982), Castro et al.
(1984), Carvalho et al. (1991); Brito et al. (1995) e Brito
et al. (2000) identificaram em ordem decrescente de fre-
qiiéncia os antigenos F5 e F4 ¢ F6. Entretanto, Ferreira et
al. (1997) verificaram maior freqiiéncia do antigeno F6,
seguido do F4 e F5. Apesar da descrigdo de outros anti-
genos de aderéncia em cepas isoladas em suinos, como o
F42, no Brasil, por Yano et al. (1982) e 0 F165, no Canada,
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por Fairbrother et al. (1986), no presente trabalho eles ndo
foram identificados em nenhuma cepa ETEC isolada de
suinos com e sem diarréia. Das 140 cepas de E. coli isola-
das 54 (38,5%) produziram a enterotoxina STa, 6 (4,3%)
cepas produziram STb e 4 (2,8%) LT (Tabela 3).

Resultados diferentes foram encontrados na mes-
maregido de Ribeirdo Preto-SP por Carvalho et al. (1991)
pesquisando a produgdo dessas enterotoxinas em 100
cepas de E. coli isoladas de fezes de suinos com diarréia
na faixa etaria de 1 a 10 dias e 25 a 35 dias de idade. A
enterotoxina STb era produzida por 24 cepas, a LT por 5
e apenas 3 delas foram STa". Em Porto Alegre-RS, Cas-
tro et al. (1984) verificaram que em 323 cepas de E. coli
isoladas de suinos com diarréia apenas 33 (10,2%) delas
produziram STa. Naregido de Londrina-PR, Ferreira et al.
(1997) analisaram 66 cepas de E. coli quanto a produgio
de STa através de ensaio bioldgico ¢ 16 (24,2%) cepas
foram positivas.

O isolamento de 71 cepas de E. coli ndo entero-
toxigénica associadas com diarréia sugere a participa¢ao
de outra categoria de patdogeno, incluindo a E. coli ente-
ropatogénica (EPEC). Segundo Fairbrother, (2000) essa
possibilidade ndo deve ser descartada como causa de
doenga em suinos. No presente trabalho foram isolados
quatro diferentes sorotipos de Salmonella, sendo o mais
freqliente o choleraesuis (1,3%), seguido pelo agona,
derby e typhimurium com uma freqiiéncia de 0,5% cada
(Tabela 1). Outro dado importante, que também concorda

com os resultados relatados por Park ¢ Ryu (2000), é o
isolamento de alguns sorotipos associados com outros
microrganismos (Tabela 2).

Quanto ao perfil de sensibilidade aos antibioticos
e quimioterapicos, verificou-se que para as cepas de F.
coli testadas as principais resisténcias encontradas foram:
novobiocina (100,0%), lincomicina (96,4%), penicilina
G (90,0%), ampicilina (73,6%), tetraciclina (65,7%) ¢
cloranfenicol (65,7%) (Figura 1). Carvalho et al. (1991) in-
vestigaram o perfil de sensibilidade de 100 cepas de E. coli
isoladas de suinos com diarréia neonatal e pés-desmame
e, segundo os autores, todas as cepas testadas foram resis-
tentes a pelo menos um antimicrobiano, sendo as maiores
porcentagens de resisténcia observadas para penicilina
(82,0%), tetraciclina (93,0%) e cefalotina (72,0%). Entre
os aminoglicosideos, a gentamicina ¢ amplamente utilizada
para o tratamento de diarréia suina, segundo Lopez et al.
(1982) a resisténcia a gentamicina ndo ¢ freqiiente entre
cepas de E. coli, entretanto Gonzalez e Blanco (1986) ve-
rificaram indices de resisténcia de 59,6%. Neste trabalho,
a resisténcia a esse antimicrobiano foi de 42,2%.

Para as cepas de Salmonella sp, um nivel de
100,0% de resisténcia foi detectado para novobiocina,
lincomicina e penicilina G. Os antimicrobianos que apre-
sentaram os melhores niveis de sensibilidade foram o clo-
ranfenicol (83,3%), a gentamicina (66,7%) e trimetoprin/
sulfadiazina (66,7%) (Figura 1).

Tabela 1- Distribui¢do das bactérias isoladas em 223 amostras de fezes de suinos diarréicos ¢ 25 amostras isoladas de

suinos normais na regido de Ribeirdo Preto-SP.

Amostras diarréicas

Amostras normais

AGENTES 1° (%) n° (%)
Escherichia coli n/ enterotoxigénica 71(32,7) 5(22,8)
Escherichia coli enterotoxigénica 60 (27,7) 4 (16,7)
Enterobacter cloacae 20 (9,2) 3(12,5)
Klebsiella pneumoniae 13 (6,0) 2(8,3)
Pseudomonas aeruginosa 13 (6,0) 3(12,5)
Citrobacter freundii 13 (6,0) 1(4,2)
Providencia stuartii 10 (4,6) 1(4,2)
Klebsiella oxytoca 8(3,7) 1(4,2)
Proteus vulgaris 3(1,3) 4 (16,7)
Salmonella choleraesuis 3(1,3) 0
Salmonella derby 1 (0,5) 0
Salmonella agona 1(0,5) 0
Salmonella typhimurium 1 (0,5) 0
Amostras negativas 6 1
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Tabela 2 - Distribui¢do dos agentes isolados em associa¢do em fezes diarréicas de suinos da Regido de Ribeirdo Preto-

SP.

Agentes

Numero de amostras associadas

E. cloacae + K. pneumoniae

C. freundii + K. pneumoniae

E. cloacae + C. freundii

E. coli + K. pneumoniae

E. coli + Enterobacter cloacae
Salmonella choleraesuis + E. coli

E. cloacae + K. pneumoniae + P. aeruginosa
E. coli + C. freundii + K. pneumoniae
Salmonella derby + E. coli
Pseudomonas aeruginosa + P. stuartii
Salmonella typhimurium + E. coli

Salmonella agona + C. freundii

5

[ = S e S e e T = ' S IR VS I Y

Tabela 3 - Fatores de viruléncia em cepas de Escherichia coli isoladas de suinos com e sem diarréia da regido de Ribeirdo

Preto — SP.
Enterotoxinas Amostras positivas/Total F4 F5 Fo6
Sta 54/140 38 16 -
STb 06/140 05 01 -
LT 04/140 01 02 01
N/ETEC 76/140 - - -

N/ETEC = Escherichia coli nao enterotoxigénica

OE. coli
B Salmonella

]ﬂﬂd&

pen nov neo nit  trifsul

eritromicina; est — estreptomicina; gen — gentamici-

P 100
g 80
g 60 -
0
2 40-
8 20 4
®
amp cef clo est gen kan lin
antimicrobinanos
Nal — 4cido nalidixico; amp — ampicilina; cef — cefalotina; clo — cloranfenicol; eri —

na; kan — kanamicina; lin — lincomicina; pen — penicilina; nov — novobiocina; neo — neomicina; tet — tetraciclina; nit — nitrofurantoina;

tri/sul — trimetoprin e sulfadiazida.

Figura 1 — Resisténcia antimicrobiana de 140 cepas de Escherichia coli e 6 cepas de Salmonella isoladas das amostras de

fezes de suinos com e sem diarréia.
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CONCLUSAO

Foram identificadas diversas enterobactérias
causadoras de diarréia em suinos na regido de Ribeirdo
Preto-SP, sendo a Escherichia coli a mais isolada. O nivel
de resisténcia a antimicrobianos nas cepas de Salmonella
e E. coli mostrou-se elevado para varios agentes, sendo
o0s principais a novobiocina, lincomicina e a penicilina G.
Uma constante atualiza¢do na determinagdo dos entero-
patégenos causadores de diarréia em suinos, bem como o
estudo dos niveis de resisténcia das bactérias isoladas per-
mite um manejo mais adequado desses animais € uma uti-
lizagdo mais racional dos agentes antimicrobianos, visando
minimizar as perdas econdmicas devidas a diarréia.
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