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ABSTRACT.- Mendonca C.L., Lizaro N.S., Castro R.S., Afonso J.A.B. & Hofer E. 1996.
[Occurrence of enterotoxigenic Escherichia coli and Salmonella sp in calves in
the southern agreste region of the State of Pernambuco, Brazil] Ocorréncia de
Escherichia coli enterotoxigénica e Samonella sp em bezerros no agreste meridional de
Pernambuco. Pesquisa Veterindria Brasileira, 16(4):127-131. Clinica de Bovinos,
Universidade Federal Rural de Pernambuco, Av. Bom Pastor s/n, Garanhuns, Pernambuco
55290-000, Brazil.

The diarrheic processes caused by pathogenic enterobacteria are of great economic-
sanitary importance, with limiting effects on cattle raising. In the present study 106 fecal
samples from 52 diarrheic and 54 non-diarrheic calves aged 1 to 90 days were analyzed,
in order to determine the occurrence of enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) and
Salmonella sp among calves reared in the agreste region of the state of Pernambuco and
to determine the behavior of the isolates in response to 16 antimicrobial agents. The
strains were cultured in selective media and submitted to biochemical characterization,
serologic identification and detection of heat-stable enterotoxin. E. coli was isolated from
all 106 calves studied and five of these strains (4,7%) were producers of heat-stable en-
terotoxin. Salmonellasp was isolated from six (5,7%) samples belonging to serovars Dublin,
Muenchen and Infantis. The Salmonella strains were highly sensitive to the drugs tested,
whereas the E. colistrains were more resistent to tetracycline (50,9%), sulfonamide (40,6%),
streptomycin (35,9%) and ampicillin (22,6%). Particularly outstanding in the general analysis
was the multiresistance of E. coli (52,0%), with a predominance of the tetracycline-sul-
fonamide association. The present results serve as a warning regarding the indiscriminated
use of antimicrobial agents. Low percentages of ETEC and Salmonella in calves show the
necessity of other diagnostic procedures to clarify the etiology.

INDEX TERMS: Diarrhea, calves, Escherichia coli, Salmonella sp.
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SINOPSE. Os processos diarréicos acarretados por
enterobactérias patogénicas tém sido incriminados como
de grande importincia econdmica-sanitiria, desempenhan-
do um papel limitante na criacio de bezerros. Com o ob-
jetivo de estudar a ocorréncia de Escherichia coli
enterotoxigénica e Salmonella sp em bezerros no agreste
meridional de Pernambuco e o comportamento dos isola-
dos frente aos antimicrobianos, foram analisadas 106 amos-
tras fecais provenientes de 52 bezerros diarréicos e 54 nido
diarréicos de 1 a 90 dias de idade. O cultivo das amostras
foi realizado em meios seletivos com posterior caracteriza-
¢do bioquimica, identificacio soroldgica e deteccio de
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enterotoxina termoestavel. Para verificacio do comporta-
mento dos isolados, foram selecionados 16 antimicrobianos.
E. colifoi isolada dos 106 bezerros estudados, sendo cinco
(4,7%) produtoras de enterotoxina termoestdvel e,
Salmonella isolada de seis (5,7%) amostras pertencentes
aos sorovares Dublin, Muenchen e Infantis. As amostras
de Salmonella demonstraram uma elevada sensibilidade
frente as drogas testadas, enquanto que as de E. coli reve-
laram maior resisténcia 2 tetraciclina (50,9%); sulfonamida
(40,6%); estreptomicina (35,9%) e ampicilina (22,6%). No
computo geral destaca-se a multirresisténcia de E. coli (52%),
predominando a associago tetraciclina-sulfonamida. Face
aos resultados auferidos adverte-se quanto-ao uso
indiscriminado de antimicrobianos. Os baixos percentuais
de ETEC e Salmonella salientam a necessidade de outros
procedimentos de diagnéstico visando esclarecer a etiologia
das diarréias.

TERMOS DE INDEXACAO: Diarréia, bezerros, Escherichia coli,
Salmonella sp.

INTRODUCAO

A infec¢do do trato intestinal é uma das principais causas
de morbidade e mortalidade em bezerros, sendo respon-
savel por sérios prejuizos a pecudria. Sua etiologia é com-
plexa e multifatorial onde fatores' ambientais, nutricionais,
imunolégicos e agentes infecciosos tais como bactérias,
virus e protozodrios, estao envolvidos (Allen & White 1985).
Dentre os patégenos bacterianos causadores de diarréia
neonatal, destacam-se a Salmonella e Escherichia coli
enterotoxigénica (ETEC). No entanto, salienta-se a partici-
pagio de Clostridium perfringens, Campylobacter spp
(Charles & Furlong 1992) e mais recentemente, E. coli
verotoxigénica e E. coli necrotoxigénica (Blanco et al.
1993).

A infec¢io por Salmonella caracteriza-se pelo aspecto
septicémico, acompanhado ou nio de processo diarreico,
ou por uma enterite localizada, acometendo principalmente
animais jovens (Anderson & Blanchard 1989). A diarréia
neonatal, tendo como modelo representativo a E. coli
enterotoxigénica (ETEC), caracteriza-se clinicamente por
diarréia profusa, resultando em desidrata¢iio progressiva,
acidose metabdlica e 6bito nos casos mais graves (Zeman
et al. 1989).Para acarretar um quadro diarréico as ETEC
devem possuir atributos de viruléncia, que sio mediados
por plasmidios e, portanto transferidos de uma cepa para
outra, recomendando-se a classificacio de uma amostra
de E. coli enterotoxigénica pela sua capacidade em produ-
zir enterotoxinas termoestivel e/ou termoldbil, reservan-
do-se para um segundo plano a identificacio soroldgica
(Acres 1985).

No Brasil, trabalhos realizados em diferentes regides
tém demonstrado a participacio de enterobactérias, parti-
cularmente E. coli e Salmonella sp, como agentes
bacterianos de diarréia em bezerros em percentuais que
variam de 9,3 a 24,6% (Avila et al. 1988, Oliveira et al.
1989, Pianta 1993, Lizaro et al. 1994b).
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Um crescente isolamento de bactérias resistentes aos
antimicrobianos, particularmente de E. coli, vem sendo
observado em virias espécies de animais domésticos, en-
tre 0s quais os bovinos (Singh et al. 1992). Segundo Carter
(1988) a resisténcia multipla a drogas, transferivel devido
aos fatores R, ocorre mais comumente nos membros da
familia Enterobacteriaceae, sendo transferida entre cepas
da mesma espécie e de espécies bacterianas diferentes
estreitamente relacionadas.

O propésito do presente estudo foi determinar a ocor-
réncia de E. coli produtoras de enterotoxina termoestavel
e Salmonella sp em bezerros diarréicos e ndo diarréicos
no agreste meridional de Pernambuco, como também ve-
rificar o comportamento dos isolados frente aos
antimicrobianos.

MATERIAL E METODOS

Utilizou-se um total de 106 bezerros mesticos, submetidos a
um sistema de criacio semi-intensiva, procedentes de 18
propriedades localizadas no agreste meridional do Estado de
Pernambuco, agrupados da seguinte forma: 52 diarréicos e 54
nio diarréicos com idade variando de 1 a 90 dias.As amostras
fecais foram colhidas com auxilio de um “swab” e mantidas 2
temperatura de 40C, sendo processadas num periodo maximo de
trés horas.

Isolamento e identificagdo bioquimica

As amostras fecais foram semeadas em agar Eosina Azul de
Metileno (EMB-Merck) e agar Salmonella-Shigella (SS-Merck).
Paralelamente foi realizado o enriquecimento em caldo lactosado
e caldo tetrationato (DIFCO), segundo Kauffmann com semeadura
apds 37°C por 24 horas em agar EMB e SS. De cada placa foram
repicadas 5 a 10 coldnias lactose negativas e lactose positivas em
agar Triplice Acticar Ferro (TSI-Merck) e incubadas a 37°C por 24
h, com posterior confirmagio bioquimica adotando-se as férmulas
dos meios, critérios de incubacio e leitura das reages segundo
especificagdes de Costa & Hofer (1972) e Ewing (1986)

Identificagdo sorologica

As amostras compativeis com Salmonella, do ponto de vista
bioquimico, foram analisadas sorologicamente pela determinacio
das estruturas antigénicas, somdticas e flagelares, através do
processo de soro aglutina¢iio ripida segundo Costa & Hofer (1972).
Nesta etapa foram utilizados antissoros polivalentes e monovalentes
somiticos e flagelares. A representagiio dos sorovares foi realizada
de acordo com a orientagiio de Le Minor & Popoff (1987).

Detecgdo de enterotoxinea termoestdvel

A pesquisa de enterotoxina termoestivel nas amostras de E.
coli foi realizada em camundongos recém-natos, conforme
metodologia descrita por Dean et al. (1972), modificada por
Gianella (1976). As amostras que apresentaram valores da rela¢io
do peso do intestino/peso da carcaga iguais ou maiores que 0,083
foram consideradas positivas. Como controle positivo foi utilizada
a amostra padrdo de E. coli H10407 produtora de enterotoxina
termoestivel.

Teste de sensibilidade aos antimicrobianos
Empregou-se a técnica dos discos impregnados com
antimicrobianos, segundo Bauer et al. (19606), sendo selecionados
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os seguintes antimicrobianos: dcido nalidixico  (AN)- 30 mcg;
amicacina (AM)- 30 mcg; ampicilina (AP)- 10 mcg; carbenicilina
(CR) - 100 mcg; cefalotina (CF) - 30 mcg; cefoxitina (CFO)- 30
mcg; cefoperazona sédica (CPZ)- 75 mcg; cloranfenicol (Co)-30
mcg; danofloxacina (DFX)- 5 mcg; estreptomicina (ET)- 10 mcg;
gentamicina (GN)- 10 mcg; kanamicina (KN)- 30 mcg;
nitrofurantoina (NT)- 300 mcg; sulfazotrim (SFT)- 25 mcg;
sulfonamida (SUL)- 300 mcg; tetraciclina (TT)- 30 mcg. Como
controle do antibiograma foi utilizado a amostra padrio de E. coli
ATCC 25922.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os bezerros em estudo albergavam E. coli, detectan-
do-se apds avaliacido da patogenicidade cinco (4,7%) pro-
dutoras de enterotoxina termoestivel, sendo quatro pro-
venientes de animais diarreicos ¢ uma de nido diarreico
(Quadro 1), com maior ocorréncia entre 31 a 60 dias de
idade (Quadro 2). A presenca de ETEC em bezerros nesta
faixa etdria nos leva a admitir o estado de portador e que
outros enteropatégenos poderdo estar envolvidos no pro-
cesso diarreico, pois segundo Zeman et al. (1989) a E. coli
enterotoxigénica é uma das principais causas da diarréia
em bezerros nos primeiros dias de vida. Da mesma forma,
cepas portadoras de plasmidio Ent, o qual codifica a pro-
ducio de enterotoxina, podem sobreviver no trato intesti-

Quadro 1. Ocorréncia de Escherichia coli enterotoxigénica e
Salmonella sp em bezerros diarréicos e ndo diarréicos

Bezerros
Diarréicos Nio diarréicos Total
n=52 n =54 n =106
E. coli enterotoxigénica 4 (7,7%) 1 (1,8%) 5 (4,7%)
Salmonella sp 4 (7,7%) 2 (3,7%) 6 (5,7%)

nal desses animais por um longo periodo, aumentando
assim a transmissibilidade de ETEC entre bezerros (Falkow
et al. 1976). Resultados semelhantes foram observados nos
trabalhos de Barrandeguy et al. (1988) e Lizaro et al.
(1994b), que encontraram bezerros de até 40 dias de idade
portadores de ETEC.

Foram isloladas seis (5,7%) amostras de Salmonella ca-
racterizadas sorologicamente como S. Dublin, S. Infantis e
S. Muenchen. O sorovar Dublin foi observado em quatro
animais, todos apresentando quadro diarréico e faixa etdria
variando de 16 a 30 dias (Quadro 2).

Quadro 2. Distribuicao da ocorréncia de E. coli
enterotoxigénica e Salmonella sp em bezerros nas diferentes
faixas etdrias

Faixas etdrias

1-15 dias 16-30 dias  31-60 dias  61-90 dias
n =31 n =37 n =33 n =05
E. coli 1 (3,2%) 1(2,7%) 3 (9,1%) 0
enterotoxigénica
Salmonella sp 1 (3,2%) 5 (13,5%) 0 0

O encontro de S. Dublin em animais com diarréia, rati-
fica as afirmacdes de Heath (1992), que caracteriza este
sorovar como enzodtico para os bezerros, haja visto a alta

-adaptabilidade para a espécie bovina. Em contraposicio,

os sorovares Infantis e Muenchen foram resgatados de
animais nao diarréicos e enquadrados como ubiquos, ou
seja, ndo possuem hospedeiros especificos e nem sempre
animais portadores deste sorovar apresentam sintomatologia
clinica (Hirsh 1994). Salienta-se ainda, que o bezerro nio
diarreico do qual foi isolado S. Infantis, tinha apenas 3
dias de idade e que esta situagio segundo Radostits et al.
(1994), pode ser decorrente de vacas portadoras de
Salmonella que se tornam eliminadoras ativas com o pat-
to, contaminando o meio ambiente, predispondo a infec-
¢do do recém-nato. Em nenhum dos animais foi verificado
uma infec¢do concomitante por E. coli enterotoxigénica e
Salmonella sp.

Os baixos percentuais de ETEC e Salmonella nos be-
zerros por noés analisados, ndo esclareceram o diagnéstico
na maioria dos casos, tornando-se evidente a necessidade
de ampliar o processamento laboratorial, considerando-se
a etiologia multifatorial dos processos diarreicos.

Quanto ao comportamento das 106 amostras de E. coli
frente aos antimicrobianos, observou-se um maior
percentual de resisténcia 2 tetraciclina (50,9%), sulfonamida
(40,1%); estreptomicina (35,8%) e ampicilina (22,6%). De
maneira geral, estes valores se mostraram ligeiramente su-
periores nos animais diarréicos quando comparados aos
nio diarreicos (Figura 1). Estes achados corroboram os
trabalhos de Gottschalk & Grodsinsky (1988) e Lizaro et
al. (1994a) que encontraram elevados percentuais de re-
sisténcia de E. coli frente a tetraciclina, estreptomicina e
ampicilina. As amostras evidenciaram um maior grau de
sensibilidade frente 2 amicacina, cefoxitina, dcido nalidixico,
gentamicina e danofloxacina (Figura 1).
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Fig. 1. Perfil de resisténcia das amostras de E. coli isoladas dos be-
zerros diarréicos e ndo diarréicos frente aos antimicrobianos.
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Fig. 2. Demonstra¢iao da resisténcia multipla apresentada pelas
amostras de E. coli isoladas de bezerros diarréicos e nao
diarréicos.

Analisando os resultados, verifica-se a resisténcia maltipla
de E. coli (53/106) a duas ou mais drogas, como pode ser
observado na Figura 2. Chama-se atencdo para a detec¢io
de nove amostras resistentes a sete antimicrobianos, havendo
uma maior participa¢do da associac¢io tetraciclina-sulfonamida,
drogas empregadas com freqiiéncia na regido.

Gottschalk & Grodsinsky (1988), analisando distintos
graus de resisténcia de E. coli isoladas de bezerros, tipo
leiteiro, encontraram 26% dos isolados resistentes a quatro
ou mais antibidticos. Sob este prisma, Singh et al. (1992),
relataram a transmissdo da multirresisténcia a drogas entre
populagdes bacterianas por meio de plasmidios, podendo
estas bactérias serem transmitidas entre os animais e dos
animais para a espécie humana.

Os diferentes sorovares de Salmonella apresentaram
uma elevada sensibilidade para a maioria dos antimicro-
bianos (12/16) empregados (Figura 3), entretanto um grau
intermediario de sensibilidade foi assinalado em 83,3% das
amostras frente a estreptomicina, de modo similar aos en-
saios realizados por Morteo et al. (1990) e Shah & Jhala
(1992).

O perfil de resisténcia apresentado pelas amostras aler-

ta para .o uso nio criterioso de antimicrobianos, acarretan- -

do sérios problemas de ordem econdmica e sanitdria, como
também, conseqiiéncias deletérias a nivel de saide pabli-
ca. Salientamos no entanto, a importincia de medidas de
controle mais eficazes tais como o manejo higiénico ade-
quado, visando diminuir o grau de exposi¢io ao agente
etiolégico, bem como, estimular a resisténcia inespecifica
através da correta administracao do colostro.
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