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RESUMO

Paraverificar a preferéncia dacolonizagdo natural de Campylobacter nos segmentos do duodeno,
jejuno, ileo, ceco, colon e reto e também para classificar bioquimicamente as espécies isoladas,
elaborou-se umestudoem 50 intestinos de suinos com enterite/diarréia, procedentes de matadouro
e em idade de 4 a 6 meses. Ap6s o raspado da mucosa intestinal de cada segmento, e vigorosa
homogeneizagcdo em meio liquido de tioglicolato com pérolas de vidro, os isolamentos foram
obtidos, por filtragdo e conseqiiente semeadura sobre agar tioglicolato com 20% de sangue bovino
com incubacdo a 37°C, e por semeadura direta da mesma mucosa sobre o0 mesmo agar base, mas
adicionado de meio seletivo de Butzler e com incubacdo a 43°C. Ambas por 72 horas, em
microaerofilia. Os resultados revelaram diferencas significativas, na colonizagcdo do Campylobacter
entre os seis segmentos (P<0,001) e também na ocorréncia no intestino delgado — 7 isolamentos —
aintestino grosso—4isolamentos—(P<0,001), com maior freqiiéncianoileocom 12(57%) ocorréncias
(P<0,001). N&o ocorreu, contudo, diferenca significativa entre os segmentos do intestino grosso
(P>0,05). Campylobacter coli foi a espécie mais freqiiente com 11(52%) estirpes isoladas, distribuidas
em 6(28,3%) no ileo, 3(14,4%) no ceco e 2(9,7%) no jejuno. Com exce¢do do Campylobacter mucosalis
com 1(4,7%) isolamento no jejuno, as 3(14,4%) espécies classificadas Campylobacter jejuni/coli, as
2(9,7%) como Campylobacter lari e 1(4,7%) como Campylobacter jejuni, também demostraram
preferéncias em colonizar o ileo, em relagdo aos 21 isolamentos das mesmas espécies em outros
segmentos.
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ABSTRACT

CAMPYLOBACTER SPECIESON INTESTINAL MUCOSAE OF SWINEWITHENTERITIS/

DIARRHEA. The bowels from 50 swine aged between 4 and 6 months with enteritis/diarrhea
were used to study the natural colonization characteristics of Campylobacter in the duodenum,
jejunum, ileum, caecum, colon, and rectum, and to biochemically classify the isolated species. After
intestinal mucosae scraping and vigorous homogeneization in thioglycollate liquid medium with
glass beads, the isolates were obtained by filtration and culture on thioglycollate agar with 20%
bovine blood at 37° C; isolates were also obtained by direct culture using the same mucosae on the
same agar base with the addition of Butzler selective medium and incubation at 43° C. Both cultures
were incubated for 72 hours in microaerophilia. The results showed significant colonization
differences between the six segments (P<0.001) and also between the small intestine (7 isolates) and
large intestine (4 isolates) (P<0.001). The ileum showed the highest frequency with 12 (57%) isolates
(P<0.001). No significant difference was seen between the large intestine segments (P>0.05).
Campylobacter coli was the most common organism with 11 (52%) isolated strains: 6 (28.3%) in the
ileum, 3 (14,4%) in the caecum, and 2 (9.7%) in the jejunum. Except for Campylobacter mucosalis with
1 (4.7%) isolate in the jejunum, the 3 (14.4%) Campylobacter jejuni/coli, the 2 (9.7%) Campylobacter lari
and the 1 (4.7%) Campylobacter jejuni species also showed preference for colonizing the ileum in
relation to the 21 isolates of these species in other segments.

KEY WORDS: Swine, Campylobacter, colonization, intestine, mucosa.
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INTRODUCAO

Campylobacter é um agente que representa um
papel muitoimportante noaparecimentodediarréia
e/ou enterite em animais, condicionando grandes
perdas econdémicas aos suinocultores. Trata-se de
uma zoonose, que ameaca o homem de adquirir a
enfermidade pelo contato direto e indireto com as
fezesdosanimaisinfectados e também pelo consumo
de produtos e subprodutos de origem animal conta-
minados por Campylobacter (ALmeiDaetal., 1987; BLASER
et al., 1982; Cason et al., 1997; DarpLER et al., 1953;
DovLeretal., 1944; Franco et al., 1995; GrirriTHs et al.,
1990; KetTLey etal., 1997; Maru et al., 1989; Skirrow et
al., 1994: THe NATIONAL ADVISORY COMMITTEE ON
MicrosioLoGICAL CRITERIA FOR Foops, 1994). Entre esses
produtos, as carcacas de suinos destacam-se como
uma das importantes fontes de infeccdo do
Campylobacter. (Maru et al., 1989; Skirrow et al., 1994;
THENATIONAL ADVISORY COMMITTEE ON MICROBIOLOGICAL
CRITERIAFOR FooDSs, 1994).

Estudos realizados sobre a enteropatogenia do
Campylobacter, em diferentes espécies animais, reve-
lam que este microrganismo possui a capacidade de
aderirascélulas intestinais, invadi-las e de produzir
esporadicamente toxinas (BasakHani et al., 1993;
KeTTLeyetal., 1997; Tavetal., 1996; TRESIERRA-AYALA et
al., 1996). Estes mecanismos sao responsaveis por
distlrbios nacapacidade de absor¢do dosenterdcitos
e poroutros prejuizos funcionais das célulasepiteliais
intestinais. Pesquisas realizadas em varias espécies
animaistambém demonstram que diferentes espécies
do Campylobacter podem colonizar diferentes seg-
mentos intestinais (GriFriTHs et al., 1990; SaLA et al.,
1986; SmiserT et al., 1984; TavLor et al., 1981; THE
NATioNAL ADVISORY COMMITTEE ON MICROBIOLOGICAL
CRITERIA FOR Foobps, 1994; ViTovec etal., 1989; WALKER
etal., 1986; WaLzi et al., 1957).

Com base nesta habilidade, o presente trabalho
tem como objetivos: verificar apreferénciade coloni-
zacao de forma natural do Campylobacter na mucosa
dos diferentes segmentos do intestino delgado e do
grosso de suinos, abatidos em matadouroentre4a 6
meses de idade, e classificar bioquimicamente as
estirpes isoladas.

MATERIALEMETODOS

Foram colhidos, em matadouro, 50 intestinos de
suinos com altera¢des patoldgicas macroscépicas de
congestdo venosa e/ou edema, enterite catarral e
grande colec¢do de fezes liquidas no trato intestinal,
preferencialmente regides com reagédo das placas de
Payer. Em periodo inferior a seis horas, foram
seccionados transversal e longitudinalmente 10cm

do duodeno, jejuno, ileo, ceco, colon e reto, e suas
mucosas, lavadas durante trés minutos com solugdo
fisiol6gicaestéril corrente. Apdseste procedimentoas
mesmas foram raspadas para o isolamento do
Campylobacter, através de dois procedimentos: 1) por
filtracdo: 1g de mucosa de cadasegmento foi suspenso
em tubo de ensaio, contendo 9 mL de tioglicolato e
pérolasdevidro, vigorosamente homogeneizado por
um minuto, centrifugado a 2.500rpm, durante cinco
minutosefiltrado através de filtro de acetato de celu-
lose de 0,65uM de diametro. Finalmente, trés gotas
deste foram semeadas sobre agar tioglicolato com
20% de sangue bovino e incubadas a 37°C; 2) por
semeaduradireta: umaaliquotadamucosado mesmo
segmento foi semeadaemestrias sobre o mesmoagar,
mas com adic¢édo do suplemento seletivo de Butzler
(bacitracina, novobiocina, ciclohexamida, colistinae
cefazolina) e incubagdo a 43°C. Apds a incubacéo de
ambos procedimentos por 72 horasem microaerofilia,
as colbnias suspeitas foram examinadas em
microscopia de contraste de fase (1000X), para avali-
acdo das caracteristicas morfologicas de virgula e
movimentacdo tipicadeespirilo. Apdsodiagndstico
presuntivo, foi realizado repique destas coldniasem
meio de Tarozzi com incubagdo a 37°C, por 72 horas,
para obten¢do do in6culo com densidade ajustada a
escalaldeMacFarland (3x108UFC/mL) para, entao,
proceder odiagnostico definitivo, através dos seguin-
testestes bioquimicos: a) provadacatalase; b) cresci-
mentoa25°Cea43°C; c)crescimentoem1%deglicina;
d) crescimentoem 3,5% de NaCl; e) producédode H,S
em meio com e sem 0,02% de cisteina; f) hidrolise do
hipurato de sddio; g) tolerancia ao 2’3’5’ cloreto de
trifeniltetrazoélio; h) reducéo do selenito de s6dio; i)
resisténcia ao acido nalidixico (Harvey et al., 1980;
Quinnetal., 1994; SmiserTetal., 1984; VEron et al. 1973).
A nomenclatura foi a constante no Bergey’s Manual
of Determinative Bacteriology (HoLtetal., 1994), sen-
do nomeado para o presente trabalho Campylobacter
jejuni apenas, como a maioria dos autores se referem
a esta espécie.

Naanalise estatistica paracomparar aocorréncia
de Campylobacter, nos 6 segmentos intestinais, foi
utilizadaaprovanéo paramétricade Cochran (SIEGEL,
1975) para amostras selecionadas, considerando o
nivel de 5% dessignificancia paradiscussao dos resul-
tadosobtidos.

RESULTADOSEDISCUSSAO

ATabelalrevelaque,existediferencasignificati-
va na colonizacdo do Campylobacter spp. entre os 6
segmentos de intestinos pesquisados (Q =38,45,P <
0,001). Comrelagdoafrequiénciade colonizagédo desse
microrganismo entre os intestinos delgado e grosso,
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Tabela 1- Distribuicao da presenca do Campylobacter spp. em segmentos de intestinos de suinos, acometidos naturalmente

por enterite e/ou diarréia.

Intestino delgado Total intestino

Intestino grosso

Total intestino Total de segmento

Duodeno  Jejuno ileo delgado Ceco

Coélon Reto

grosso por intestino

0 5 12 17 4

0 0 4

6750

Tabela 2 - Distribuicdo do Campylobacter, em segmento
intestinal de suinos acometidos naturalmente por enterite
e/ou diarréia, segundo a classificagdo da espécie isolada.

Classificacéo Porcdes Intestinais

Intestino Intestino
delgado grosso
Jejuno  Tleo Ceco Total

C. coli 2(9,7%) 6(28,3%) 3(14,4%) 11 (52,4%)

C.jejuni/coli 1 (4,7%) 3(14,4%) - 4 (19,1%)
C. lari 1(4,7%) 2(9,7%) 1(4,7%) 4(19,1%)
C. jejuni - 1(4,7%) - 1 (4,7%)
C.mucosalis 1 (4,7%) - - 1(4,7%)

Total de
isolamento

5(23,8%)2 (57,1%) 4 (19,1%) 21(100,0%)

verifica-se que ha maior ocorréncia no intestino del-
gado com 17(81%) isolamentos (Q = 9,72, P <0,001).
Entre os segmentos deste intestino, a ocorréncia do
Campylobacter spp. € mais freqlente no ileo com
12(57%) isolamentos (Q = 25,06, P < 0,001). Quanto
aos segmentos do intestino grosso, nédo se verificou
diferenca significativa da colonizagéo entre os seg-
mentos estudados (Q = 3,68, P > 0,05).

Conformeas Tabelas 1e2 dapresente pesquisa, 0
Campylobacter esteve presente nojejuno, ileoececo dos
suinos pesquisados, demostrando maior frequéncia
em colonizar o ileo, com 12(57%) isolamentos.

KoL (1987) menciona o envolvimento deste seg-
mento principalmente no processo de absorcéo de
sais biliares e na digestdo de gorduras. Nos estudos
realizados por KetTLEY (1997) sobre a patogénese da
infeccdo entérica por Campylobacter, ha a indica-
cdo de que a colonizacdo de espécies do
Campylobacter na mucosa entérica de diferentes
animais, incluindo o suino, resulta na interferén-
cia da absorcdo intestinal, que em consequéncia,
afeta o desenvolvimento dos animais.

A Tabela 2 mostra que Campylobacter coli foi a
espécie que esteve mais presentecom 11(52,4%) isola-
mentos, confirmando a sua maior freqUiénciaem su-
inos. Esta observacao é concordante com os resulta-
dosde DovLeRr (1944), GriFFITHIS & PARK (1990), SKIRROW
(1990 e 1994), Grecory et al. (1997) e MoboLo et al.
(1988), os quais encontraram essa espécie como a

mais freqUente emfezesde suinos. Aindanesta Tabe-
la, observa-se que a distribuicdo das 11 estirpes do
Campylobacter coli no intestino foi de 6(28,3%) isola-
mentosnoileo, 3 (14,4%) no cecoe2(9,7%) no jejuno.
As demais espécies, foram classificadas como
Campylobacter lari, Campylobacter jejuni/coli,
Campylobacter jejuni e Campylobacter mucosalis. Estas
espécies estiveram presentes namucosaentéricados
suinos, respectivamente com 4(19,1%), 4(19,1%),
1(4,7%) e 1(4,7%) isolamentos.

De acordo com os resultados da Tabela 3, o perfil
bioguimico das 21 estirpes isoladas apresentou pou-
cas anormalidades, em suas caracteristicas
fenotipicas. Entre estas, verificou-se que uma (4,7%)
estirpe termofilica, classificada como Campylobacter
jejuni,também cresceu a25°C. Aindaoutras 4(19,1%)
estirpes, apresentaram rea¢des bioquimicas cruza-
dasentreahidrdlise do hipurato desédioeatoleran-
ciaao TTC, que, por seremrespectivamente caracteris-
ticas intrinsecas do C. jejuni e do C. coli, foram deno-
minadas como Campylobacter jejuni/coli. MoboLoetal.
(1988, 1991 e 1999), em seus estudos com fezes de
bezerros, cdes e suinos também encontraram esses
comportamentos bioquimicos. BRabysury etal. (1983)
relataram que a dificuldade de se classificar separa-
damente estas estirpes pode estar relacionadacom a
existéncia de um plasmideo comum entre eles, que
interferirianos resultados bioquimicos.

As pesquisas de SaLa et al. (1986) revelaram, em
suinos experimentalmente infectados por
Campylobacter termofilos que, alémde colonizaremo
ceco, jejunoeileo (os mesmos segmentoscolonizados
nesta pesquisa), também estiveram presentes no co-
lonereto. Osestudosde ViTovecetal. (1989) em leitbes
gnotobidticos, infectados experimentalmente com
Campylobacter jejuni, revelaram edema no ceco e no
célon, enquanto, no presente estudo, esta espécie foi
encontrada apenas no ileo.

Verificam-se, portanto, diferencasentre os resulta-
dosde pesquisas realizadas experimentalmente com
os do presente estudo, em que 0s suinos estavam
naturalmente acometidos por Campylobacter.

Contudo, os presentes resultados ndo deixam
davidas em indicar significativa presenca do
Campylobacter na mucosa do jejuno, ileo e ceco, e
também a preferéncia do Campylobacter coli pela
mucosa do ileo. Restaria apenas mensurar em que
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Tabela 3 - Classificagdo das espécies de Campylobacter, isoladas na mucosa intestinal de suinos, acometidos naturalmente

por enterite e/ou diarréia.

Perfil bioquimico C.coli C. lari C. jejuni/coli C. mucosalis C. jejuni
catalase +++++ +++ ++ ; +
crescimento:

25¢c  ----- - -+ + +
43°C +++++ ++ + ++ + +
crescimento:

35% NaCl - -+- -- + -
1%glicina ----- +-+ +- + +
produgédo H.S:

com cisteina +-4-- +-+ +- + +
sem cisteina -+t ++- -+ + ;
reducédo do

selenito de sodio ++4+-+ +++ +- + .
hidrolise do

hipurato  ----- S ++ + n
resisténciaao N.A. - ---- ++ + .- R .
tolerdnciaao T.T.C. +++++ .- ++ } )
ndmero de estirpes 3/3/3/1/1 2/1/1 371 1 1
Total 11 (52,4%) 4 (19,1%) 4 (19,1%) 1 (4,7%) 1(4,7%)

N.A. = Acido Nalidixico e TTC = Cloreto de 2’3’5’ trifeniltetrazélio

intensidade as espécies de Campylobacter exerceriam
suapatogenicidade, interferindo no desenvolvimen-
to dos suinos como também, nos fatores que predis-
pbem e osque determinamsuacolonizagdo intestinal.

AGRADECIMENTOS

Agradecemosa FAPESP (Fundacdo de Amparo
a Pesquisa do Estado de S&o Paulo) pelo subsidio
financeiro. Astécnicas TaniaM. Martinse Adriana
C.P.Vieira,ambasda FMVZ-UNESP de Botucatu,
a Heloisa M.P. Toledo e & Marcia Chiozo, pelas
indispensaveis colaboracdes profissionais prestadas.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALMEIDA, P.F. & SERRANO, A.M. Ocorréncia de Campylobacter
fetus subespécie jejuniem carcacgas de frangos e suinos.
Rev. Microbiol., v.18, p.279-283, 1987.

BasakHANI, F.K. & JonEes, L.A. Primary swineintestinal cells
as a model for studying Campylobacter jejuni
invasiveness. Infect. Immun, v.61, p.2723-2726, 1993.

BLaser, M.J. Campylobacter jejuni and food. Food Technol.,
v.36, p.89-92, 1982.

BraDYBURY, C.B.; MuURrAY, M. A.; HENNESSY, J.N.; PENNER, J.L.
Occurrence of plasmid DNA in serologically defined
strains of Campylobacter jejuni and Campylobacter coli.
Infect. Immun., v.40, p.460-463, 1983.

Cason, J.A.; BalILEY, J.S.; STERN, NLJ.; WHITTEMORE, A.D.; Cox,
N.A. Relationship between aerobic bacteria,
Salmonellae, and Campylobacter on broiler carcasses.
Poult. Sci, v.76, p.1037-1041, 1997.

DaprpLEr, C.H.S. & Desrot, S. Contribuition atitude la
dysenterieavibrionsdu porc. Schweiz. Arch. Tierheilkd.,
v.95, p.279-281, 1953.

DovLer, L.P.A. Vibrio associted with swine dysentery. Am.
J. Vet. Res., v.5, p.3-5, 1944.

Franco, R.M. Revisdo: diferentes métodos de isolamento
de Campylobacter jejuni em alimentos. Rev. Bras. Ciénc.
Vet., v.2, p.91-96, 1995.

GREGORY, E.; BARNHART, G.; DreseeN, D.W.; STERN, N.J.; CorN,
J.L. Epidemiological study of Campylobacter ssp. in
broilers: source, time of colonization, and prevalence.
Avian Dis., v.41, p.890-898, 1997.

GrIFFITHS, P.L. & PArRk, RW.A. A Review: Campylobacter
associated with human diarrhoeal disease. J.Appl.
Bacteriol., v.69, p.281-301, 1990.

Harvey, S.M. Hippurate hydroysis by Campylobacter fetus.
J. Clin. Microbiol., v.11, p.435-437, 1980.

HoLT,J).G.; KrIEG, N.R.; SNEATH, P.H.A; STALEY, J.T.; WILLIAMS,
S.T. (Eds.) Bergey’s manual of determinative bacteriology.
9.ed. Baltimore: Willians & Wilkins, 1994. p. 58-60.

KertLey, J.M. Pathogenisis of enteric infection by
Campylobacter. Microbiology, v.143, p.5-21, 1997.

Kous, E.Fisiologiaveterinaria. 4.ed. RiodeJaneiro: Guanabara
Koogan, 1987. p.105-207.

Arq. Inst. Biol., Sdo Paulo, v.69, n.1, p.13-17, jan./mar., 2002



Presenca de espécies de Campylobacter na mucosa dos segmentos intestinais de suinos com enterite/diarréia.

Maru, A.A.; Hiceins, R.; Nabeau, M.; CousiNEAu, G. The
Incidence of Salmonella, Campylobacter, and Yersinia
enterocoliticainswine carcasses and the slaughterhouse
environment. J. Food Prot., v.52, p.642-645, 1989.

MoboLo, J.R.;Bisring, W.; KIrPAL, K. Caracteristicas bioqui-
micas de Campylobacter isolados de bezerros com e
sem diarréia. Rev. Microbiol., v.19, p.1-15, 1988.

MoboLo, J.R.; GoTTscHALK, A.F.; MoreNo, G.; Lores, C.A.M.;
MaRrGATHO, L.F.; DEL FAvA, C. Campylobacter em cées
com e sem diarréia: incidéncia e suscetibilidade a 21
antimicrobianos. Rev. Microbiol., v.22, p.288-292,1991.

MoboLol.R.; MARGATHO, L.F.; GottscHALK, A.F.; Lores, C.A.M.
Incidence of Campylobacter in pigs with and without
diarrhea. Rev. Microbiol., v.30, p.19-21, 1999.

NATIONAL ADVISORY COMMITTEE ON MICROBIOLOGICAL CRITERIA
For Foobs. Campylobacter jejuni/coli. J. Food. Prot., v.57,
p.1101-1121, 1994.

Park, RW.A.; GrirriTHs, P.L.; Moreno, G.S. Sources and
survival of campylobacters: relevance to enteritis and
the food industry. J. Appl. Bacteriol., v.70, p.97S-106S,
1991.

QUINN, P.J.; CARTER, M.E.; MARKEY, B.; CARTER, G.R. Clinical
veterinary microbiology. London: Wolfe, 1994. p. 272.

SALA, V.; Piccining R.; Soccl, A.; RepaELLl, G. Localization
and characteristics of swine thermophylic
Campylobacter in carriers of experimentally
condiitioned animals. Clin. Vet. Milan, v.109, p. 236-
242, 1986.

SIEGEL, S. Estatistica ndo paramétrica para ciéncias do compor-
tamento. S&o Paulo: McGraw Hill, 1975. 350p.

Skirrow, M.B. Campylobacter, Helicobacter and other motile
curved gram negative rods. In: TorLEy & WILSON's.
Principles of bacteriology, virology and immunity. 8. ed.
Philadelphia: TopLey & WiLsoN’s, 1990., v.2. p.541.

Skirrow, M.B. Review: diseases due to Campylobacter,
Helicobacter and related bacteria. J. Comp. Pathol., v.3,
p.113-149, 1994.

SmiserT, R.M. Family spirillaceas, genus Campylobacter. In:
BucHanaN, R.E. (Ed.). Bergey’s manual of systematic
bacteriology. 8.ed. Baltimore: Willians & Wilkins, 1974.
p.111-117.

Tay, S.T.; Devi, S.; PUTHUCHEARY, S.; KAUTNER, I. In vitro
demonstration of the invasive ability of
campylobacters. Zentralbl. Bakteriol., v.283, p.306-313,
1996.

TAYLOR, D.J. & OLusunMi, P.A. Are-examinationontherole
of Campylobacter fetus subspecies coli in enteric disease
of the pigs. Vet. Rec., v.109, p.112-115, 1981.

TRESIERRA-AYALA, A.; FERNANDEZ, H.; ZAMoORA, J.
Enterotoxigenic capacity of Campylobacter coli strains
isolated from humansand bovines. Mem. Inst. Oswaldo
Cruz, v.91, p.619-620, 1996.

VERON, M. & CHATELAIN, R. Taxonomic study of the genus
Campylobacter Sebald and Veron and desingnation of
the neotype strain for the type species. Campylobacter
fetus (Smith and Taylor). Sebald and Veron. Int.J. Syst.
Bacteriol., v.23, p.122-134, 1973.

ViTovec, C.J.; KOUDELA, B.; STERBA, J.; TOMANCOVA, |.; MATYAS,
Z.;VLADIK, P. The gnotobiotic piglitas a model for the
pathogenesis of Campylobacter jujuni infection.
Zentralbl. Bakteriol., v.271, p.91-103, 1989.

WALKER, R.l.; CabwELL, M.B.; LEg, E.C.; GUERRY, P.; TRuUsT, T.J.;
Ruiz-PaLacios, G.M. Pathophysiology of Campylobacter
enteritis. Microbiol. Rev., v.50, p.81-94, 1986.

WaLzt, R. & WiLLINGER, H. Zur pathologish anatomichen
un bakteriologisham, Diagnostik der
Scherinedysenterie. Wien. Tierarztl. Monatsschr.,
v.44, p.596-601, 1957.

Recebido em 18/6/01
Aceito em 6/12/01

Arq. Inst. Biol., Sdo Paulo, v.69, n.1, p.13-17, jan./mar., 2002

17



