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RESUMO

Este trabaho foi conduzido com o objetivo de gerar dados de resisténcia a agentes
antimicrobianos de Salmonella Enteritidis (SE) isoladas de amostras clinicas e do ambiente
criatorio de aves, nos anos de 1999, 2000 e 2001, de cortes de frango, no ano de 1996,
ambos na regido Sul, bem como de carcacas de frango, nos anos de 2004 e 2005, naregido
Nordeste, detectar mutagcdo no gene gyrA da regido determinante de resisténcia a
quinolonas das cepas que apresentaram resisténcia ao &cido nalidixico e fagotipa-las.
Realizou-se também a ribotipagem de 28 cepas de SE isoladas de carcagas resfriadas de
frango no ano de 2004, naregido Sudeste.

Cento e dezesete cepas de SE foram submeitdos foram submetidas a testes de sensibilidade
a agentes antimicrobianos e os resultados indicaram que 84,6% (99/117) das cepas de
Salmonella Enteritidis apresentaram resisténcia a um ou mais agentes antimicrobianos,
sendo que o0 maior percentual esta entre as cepas isoladas de carcagas resfriadas de frango,
100% (17/17), seguidas pelas isoladas de cortes de frango, 85,7% (18/21) e das de amostras
clinicas e de ambiente criatorio de aves, 81% (64/79).

Cepas com diferentes niveis de resisténcia foram encontradas para ampicilina (0,8%),
canamicina (1,7%), ciprofloxacina (1,7%), enrofloxacina (10,2%), gentamicina (14,5%),
estreptomicina (16,2%), acido nalidixico (35,9%), nitrofurantoina (47%) e tetracicilna
(59%). Nenhuma das 117 cepas de Salmonella Enteritidis foi resistente ao cloranfenicol,
norfloxacina e polimixinaB.

Dentre as 99 amostras de SE que apresentaram resisténcia, 66,6% (66), foram resistentes a
dois ou mais agentes antimicrobianos. Trinta e trés cepas (33,3%), foram resistentes
somente a um agente antimicrobiano, 16 a tetraciclina, 12 a nitrofurantoina, trés ao acido
nalidixico, uma a estreptomicina e uma a gentamicina.

Para detectar mutac&o no gene gyrA daregido determinante de resisténcia a quinolonas, 42
cepas de SE gque apresentaram resisténcia ao &cido nalidixico foram submetidas areagdo em
cadeia da polimerase e sequenciamento. Das 42 cepas, 30 (71,4%) apresentaram algum tipo
de mutac&o no gene gyrA da regido determinante de resisténcia a quinolonas. As ateragdes

génicas ocorreram nos aminoécidos dos codons Gly-81 (3,5%), Asp-82 (3,5%), Ser-83



(31%) ou Asp-87 (62%). As mutagbes continham alteragdes de Gly para Asp (n: 1) no
codon 81, Asp paraAsn (n: 1) no codon 82, Ser para Phe (n: 9) no codon 83 e Asp para Tyr
(n: 9) ou Asn (n: 9) no codon 87. Uma amostra apresentou uma inclusdo do aminoécido
prolina entre os codons 56 e 57.

A fagotipificacdo de 116 cepas de SE apresentou que 68,9% (80/116) pertencem ao
fagotipo (FT) 4, 15,5% (18/116) a0 FT 4a, 12,2% (14/116) a0 FT 1, 0,9% (1/116) ao FT6,
0,9% (1/116) a0 FT 6a, 0,9% (1/116) ao FT 7 €0,9% (1/116) ao FT 7a

Quando leva-se em consideracdo a origem dos isolados, observamos que nas SE isoladas de
amostras clinicas e ambientais criatorio de aves, 56,4% pertencem ao FT 4, 21,8% ao FT
4a, 17,9% a0 FT 1, 1,3% a0 FT 6, 1,3% a0 FT 6ae 1,3% ao FT 7a. Nas amostras isoladas
de carne cortes de frango, o FT 4 predomina com 95,2% (20/21) e 4,8% (1/21), pertencem
a0 FT 7. Nos isolados de carcagas resfriadas de frango 94,1% sdo do FT 4 e 5,9% (1/17) do
FT 4a

A caracterizacdo por ribotipagem foi realizada utilizando-se o RiboPrinter® system
(DuPont), e apresentou quatro diferentes ribotipos, sendo que o mais comum foi 0 25-S-1
(82,1%), seguido pelo 29-S-5 (10,7%) e 28-S-5 e 38-S-3 com 3,5% cada um.

Baseados nos dados do presente estudo, conclui-se que: houve uma elevada percentagem de
cepas de Salmonella Enteritidis resistente a um ou mais agentes antimicrobianos, indicando
gue levantamentos continuos sao necessarios na industria avicola e que existe a necessidade
de um uso responsavel dos agentes antimicrobianos, baseado na compreensdo da ecologia
da resisténcia, da transmissdo da bactéria resistente e de genes de resisténcia, da relagdo
entre o uso do antibidtico e aumento da resisténcia e de um conhecimento de intervencdes
efetivas;, Que assm como em outros trabalhos amostras de S. Enteritidis resistentes ao
acido nalidixico, isoladas no Brasil, também apresentam mutacdo no gene gyrA, da regido
determinante de resisténcia a quinolonas, Que o FT 4 foi o predominante e que entre as
cepas de S Enteritidis isoladas de aves e de seu ambiente criatério existe uma maior
diversidade de fagotipos quando comparada as isoladas de carcagas de frango; E que ao
avaliarmos os dados gerados pela ribotipagem observamos um baixo grau de diversidade

génica entre as cepas de Salmonella Enteritidis utilizadas no presente estudo.



ABSTRACT

This work aimed to evaluate the antimicrobial resistance of Salmonella Enteritidis (SE)
isolated from clinical and environmental poultry samples, during the years of 1999, 2000
and 2001, broiler chicken parts, in 1996, both in Southern Brazil, broiler chicken carcasses,
during the years 2004 and 2005, in Northeastern Brazil, detect mutations in the gyrA gene
from nalidixic acid resistant and identify their phage type. Also, 28 SE strains isolated
during the year 2004 in Southeastern Brazil were characterized by ribotyping.

The antimicrobial resistance test was performed using the disk diffusion method on
Mueller-Hinton Agar. The results indicated that 84.6% (99/117) of SE strains were resistant
to at least one of the antimicrobial agents tested. Resistance at different levels was found to
ampicillin  (0.8%), kanamycin (1.7%), cyprofloxacin (1.7%), enrofloxacin (10.2%),
gentamycin (14.5%), streptomycin (16.2%), nalidixic acid (35.9%), nitrofurantoin (47%),
and tetracycline (59%). None of the SE strains were resistant to chloramphenicol,
norfloxacin and polimyxin B.

Among the 99 SE strains showing resistance, 66.6% (66) presented multiple resistance, to
two or more antimicrobia agents. Thirty-three strains (33.3%) were resistant to only one of
the antimicrobial agents, 16 to tetracycline, 12 to nitrofurantoin, 3 to nalidixic acid, 1 to
gentamycin, and 1 to streptomycin.

Fourty-two nalidixic acid resistant strains were submited to PCR and sequencing to detect
gyrA mutation genes. Thirty SE strains (71.4%) showed at |east one mutation in gyrA genes
of quinolone resistance determining region (QRDR), in the codons corrosponding to Gly-81
(3,5%), Asp-82 (3,5%), Ser-83 (31%) or Asp-87 (62%). These mutants contained a change
from Gly to Asp (n: 1) at codon 81, Asp to Asn (n: 1) at codon 82, Ser to Phe (n: 9) at
codon 83 and Asp to Tyr (n: 9) or Asn (n: 9) at codon 87. In one sample there was a Pro
inclusion between the 56 and 57 codons.

The phage typing of 116 SE isolates showed that 68.9% (80/116) belonged to the phage
type (PT) 4, 15.5% (18/116) to the PT 4a, 12.2% (14/116) to the PT 1, 0.9% (1/116) to the
PT 6, 0.9% (1/116) to the PT 6a, 0.9% (1/116) to the PT 7, and 0.9% (1/116) to the PT 7a.
The ribotyping characterization was done using RiboPrinter® system (DuPont), and



showed four different ribotypes. The most common ribotype was 25-S-1 (82.1%). The other
ribotypes were 29-S-5 (10.7%), 38-S-3 (3.6%) and 28-S-5 (3.6%).

In conclusion, the antimicrobial resistance levels presented here suggest a high
occurrence of Salmonella Enteritidis strains resistant to at least one antimicrobial agent,
indicating the need for continuous surveillance in the poultry industry, and the need for
responsible use of antimicrobial agents in food animals, based on a understanding of the
ecology of resistance, the transmission of both bacteria and resistance genes, the
relationship between antimicrobial agents use and resistance amplification, and the
knowledge of effective interventions. S. Enteritidis nalidixic acid resistant strainsisolated in
Southern and Northeastern Brazil showed mutation in the gyrA gene of QRDR. Phage type
4 was the most common isolated and among S. Enteritidis strains isolated from clinical and
environmental poultry samples there were a higher phagetype diversity when compared
with broiler chicken carcasses. The S Enteritidis strains that were ribotyping showed a

lower degree of genetic diversity.



1. INTRODUCAO

O género Salmonella, composto por 2.523 sorovares, baseados em reacOes
bioquimicas e soroldgicas (POPOFF et al., 2003), tem sido um dos principais envolvidos
em surtos de toxinfecgdes alimentares, sendo que 0 aumento na incidéncia do mesmo esta
associado ao aumento no consumo de produtos avicolas (TODD, 1980).

Nas aves, as samoneloses tém trés formas de apresentacdo: pulorose, causada pela
Salmonella Pullorum, tifo aviério, causado pela Salmonella Gallinarum (ambas sorovares
adaptadas as aves e sem motilidade) e infecgdes paratificas, causadas pelos demais
sorovares de Salmonella (espécies ndo adaptadas as aves e que apresentam motilidade)
(SNOEYENBOS & WILLIANS, 1991).

No inicio da avicultura comercial, criacdo intensiva, a Salmonella Pullorum e a
Salmonella Gallinarum eram os principais problemas de salmonelose. A partir de um
trabalho intensivo de diagndstico e eliminacdo de aves portadoras, praticamente eliminou-
se estes sorovares dos plantéis avicolas, porém este fato abriu espaco para outros sorovares.

Devido aos prejuizos causados pelas Salmonella, em todo o mundo, passou-se a
implementar medidas de controle na avicultura, sendo que dentre estas medidas deve-se
resaltar 0os seguintes pontos: aves de reposicao livres de Salmonella, controle de vetores
(insetos, passaros, roedores), higiene e desinfecgdo adequada das instalagdes, utilizacdo de
ragdes sem contaminagdo com Salmonella, medidas de biosseguranca nas propriedades e
monitoramento microbiol 6gico ambiental e das aves.

Agentes antimicrobianos, para medicar lotes de matrizes ou frangos de corte, também
tém sido utilizados, tanto de forma curativa como daforma preventiva, bem como promotor
de crescimento. Como exemplo de uso na forma preventiva temos a apregoada por Goren
(1994), que recomenda a combinacdo da aplicacéo de medicamentos e microfloraintestinal,
como ferramenta para controle de Salmonella Enteritidis em aves.

Segundo uma série de relatos, situagdes como esta tem provocado um aumento da
resiténcia a agentes antimicrobianos por parte das Salmonella, fato este que tem conduzido
a aplicagdo de principios como o da precaucdo pela Unido Européia, a qual baniu a

utilizacdo de promotores de crescimento com 0s principios ativos. avoparcing,
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virginamicina, espiramicing, tilosina e bacitracina de zinco, bem como do principio da
prova utilizado pelos Estados Unidos (TURNIDGE, 2004).

Porém, segundo Turnidge (2004), existe uma outra escolha, o principio do uso
prudente, o qual baseia-se em uma compreensdo da ecologia da resisténcia, da transmisséo
da bactéria resistente e de genes de resiténcia, da relacdo entre o uso do agente
antimicrobiano e aumento da resisténcia e de um conhecimento de intervencdes efetivas.

Dentro do que foi exposto o presente trabalho visa realizar um estudo utilizando
cepas de amostras de Salmonella Enteritidis isoladas de amostras de cortes de frango no ano
de 1996, de amostas clinicas e do ambiente criatorio (swabs de arrasto) de frango de corte e
de matrizes isoladas nos anos de 1999, 2000 e 2001, ambos na Regido Sul, e de carcacas
resfriadas de frango isoladas nos anos de 2004 e 2005 na Regido Nordeste, estudo este que
serd realizado com a utilizacdo das seguintes ferramentas, detrminacdo de padrbes de
resisténcia antimicrobiana, deteccdo de mutagdo no gene gyrA da regido determinate de
resisténcia a quinolonas de amostras resistentes ao acido nalidixico, fagotipificacéo e
ribotipagem de amostras de Salmonella Enteritidis isoladas de carcacas de frango na Regido
Sudeste no ano de 2004.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Salmonella

O género Salmonella, nome este dado em homenagem a Daniel E. Salmon, médico
veterin&rio do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos da América (USDA),
pertence a familia Enterobacteriaceae (SNOEYENBOS & WILLIAMS, 1991), sendo
composto por 2.523 sorovares, baseados em reacdes biogquimicas e sorol dgicas (POPOFF et
al., 2003).

A classificacdo do género Salmonella obedece ao esquema de Kauffmann-White, que
divide o mesmo em duas espécies, S. enterica e S. bongori. A S. enterica apresenta seis
subespécies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica, ja a Salmonella
bongori, apresenta uma Unica subespécie a bongori (POPOFF et a., 2003).

A partir deste nivel as samonelas so classificadas em sorovares e agrupadas de
acordo com seus antigenos sométicos. Segundo Doyle & Cliver (1990), o Manual Bergey
classifica as saimonelas em 50 grupos, que recebem letras do afabeto, A, B, C1,C;, D, etc.,
baseados na composi¢cdo do antigeno somatico, sendo que 98% das salmonelas isoladas
pertencem aos 12 primeiros grupos.

O antigeno somético € parte da parede da célula, composto de lipopolissacarideo, que
contém endotoxinas que produzem febre no hospedeiro, quando a toxina atinge a corrente
sanglinea (DOYLE & CLIVER, 1990).

Os flagelos, que sGo compostos por material protéico, prolongam-se aém da parede

da célula bacteriana, sendo responséveis pela motilidade da mesma (DOYLE & CLIVER,
1990) e possuindo antigenos que sdo Uteis na identificacdo final do agente.
Algumas cepas de Salmonella, taiscomo a S Typhi, S Dublin e S. Hirschfeldii, apresentam
um antigeno capsular, Vi. Existe também o antigeno F ou pili tipo 1 (fimbrias), que emana
da superficie da célula. Sugere-se que as fimbrias sgjam fatores de adesdo que permitem a
Salmonella aderir-se as superficies (DOYLE & CLIVER, 1990).

2.2 Salmonelose Aviaria
O termo salmonelose avidria € usado para designar um grupo de doengas agudas ou

cronicas, causadas por um ou mais membros do género Salmonella (SNOEY ENBOS &
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WILLIAMS, 1991).

De acordo com 0s mesmos autores, as aves domeésticas constituem-se nos maiores
reservatorios de Salmonella existentes na natureza. As salmonelas sdo mais freqlientemente
relatadas em aves e produtos de origem aviaria, particularmente por causa da grande
populagdo em risco e das atividades dos programas nacionais para isolamento e
identificacéo.

No que diz respeito a sanidade avidria, a samonelose tem trés formas de
apresentacdo: pulorose, causada pela Salmonella Pullorum, tifo avi&rio, causado pela
Salmonella Gallinarum (ambas hospedeiras adaptadas as aves e sem motilidade), e paratifo
aviario, causado pelos demais sorovares de Salmonella (espécies ndo-adaptadas as aves e
gue apresentam motilidade).

A pulorose pode acometer aves em todas as idades, sendo, porém mais comum nas
aves jovens, nas quais a mortalidade pode ser mais elevada, uma vez que apresenta uma
forma aguda septicémica. Em aves adultas apresenta-se de forma cronica e localizada
(SNOEY ENBOS, 1991).

As aves que sobrevivem podem apresentar empenamento ruim e cresimento
inadequado para a idade, porém nos casos de matrizes pesadas e poedeiras comercials, cujo
ciclo de vida é maior, as mesmas conseguem crescer dentro dos parametros zootécnicos
esperados e produzir ovos, 0os quais podem estar contaminados, uma vez que uma das
formas de transmissio é a transovariana (BERCHIERI JUNIOR, 2000).

Os sinais clinicos que as aves apresentam sdo, sonoléncia, fraqueza, perda de apetite,
retardo no crescimento, amontoamento, diarréia branca a branca amarelada e morte. Em
algumas situagBes também se observa, cegueira e claudicagdo (BERCHIERI JUNIOR,
2000).

O tifo aviario, por sua vez, € uma enfermidade de cardter septicémico, cujo curso
pode ser agudo ou cronico, aparecendo geralmente em planté's de aves adultas (POMEROQY
& NAGARAJA, 1991).

Aves adultas infectadas pelo tifo aviario apresentam queda no consumo de racao,
sonoléncia, apatia, penas arrepiadas, cabeca palida, cristas encolhidas e diarréia amarelo-
esverdeada a esverdeada. Pode também ocorrer queda de postura (BERCHIERI JUNIOR,
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2000).

A mortalidade causada pela Salmonella Gallinarum em um lote pode variar de 10 a
80% (BERCHIERI JUNIOR, 2000).

A distribuicéo destas salmoneloses é mundial, porém, devido aos planos de controle,
0S quais se basdlam em provas soroldgicas e eliminagdo de lotes contaminados, séo
consideradas erradicadas em alguns paises como, por exemplo, Estados Unidos e Canada
(SNOEYENBOS, 1991; POMEROY & NAGARAJA, 1991).

No Brasil, embora a pulorose e o tifo avi&io estejam sob controle, foram
dignosticados casos nas décadas de 80 e 90 (BERCHIERI JUNIOR, 2000).

O paratifo avidrio € uma doenca aguda ou cronica, causada por qualquer Salmonella
quendo aS. Pullorum e a S Gallinarum (BERCHIERI JUNIOR, 2000).

A distribuicdo € mundia, infectando principalmente aves jovens, com até duas
semanas de idade (NAGARAJA et al., 1991). As aves mais velhas norma mente tornam-se
portadoras assintométicas. Segundo Berchieri Janior & Barrow (1995), as aves adultas
parecem ser mais resistentes a doenca.

A transmissdo das salmonelas paratificas pode ocorrer de forma vertical (via ovo)
e/ou horizontal (viaoral). A transmisso vertical pode ocorrer através da ingestéo de &gua
e/ou de ragdo contaminada, bem como pela ingestdo de material fecal (NASCIMENTO et
al., 1996).

Segundo Barrow & Lovell (1991), a transmissdo vertical, via ovo, da Salmonella
Enteritidis pode ocorrer devido a colonizagdo nos foliculos ovaricos e oviduto ou por
contaminagdo fecal seguida de penetracdo atraves da casca.

A sintomatologia apresentada por aves infectadas pelas salmonelas paratificas vai
depender da idade das mesmas. Segundo Nagargja et al. (1991), aves adultas n&o
apresentam sinais clinicos claros, sendo raro que ocorram surtos agudos em condicdes
naturais. Na forma aguda, observa-se: inapeténcia, aumento no consumo de &gua, diarréae
desidratacéo.

Nas aves jovens, fatores ambientais, grau de exposicdo e a presenca de infecgdes
intercorrentes tém uma participagdo importante na severidade de um surto. Os sinais

clinicos que se observam séo: sonoléncia, cabeca baixa, olhos fechados, asas caidas, penas
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arrepiadas, anorexia, aumento no consumo de é&gua, diarréia aquosa profusa com
emplastamento de cloaca e tendéncia das aves a se aglomerarem junto a fonte de calor.
Sintomatologia respiratéria € incomum. Em surtos superagudos com mortes ocorrendo no
incubatdrio ou nos primeiros dias de idade, as aves podem ndo apresentar sintomatologia
(NAGARAJA et al., 1991).

A mortaidade nas aves jovens depende da intensidade da infeccdo e do sorovar da
Salmonella envolvido, ja nas aves adultas a mortalidade ndo é comum (BERCHIERI
JUNIOR, 2000).

2.3 Salmonella em Carne de Frango

O consumo de carne de aves tem aumentado a nivel mundial nos Ultimos anos,
trazendo paralelamente uma preocupacdo, o aumento das toxinfeccfes alimentares causadas
por Salmonella (TODD, 1980).

A presenca de Salmonella no intestino, na pele e entre as penas das aves pode causar
contaminagdo das carcacas durante o abate e 0 processamento (HUMPHREY et al., 1988).
A bactéria, que foi introduzida pelas aves no frigorifico é espahada para todas as
dependéncias e equipamentos, comprometendo a qualidade do produto final para o
consumo humano (OLSEN et al., 2003).

Segundo Green (1987) apud Lillard (1989), o “Food Safety and Inspection Service”
realizou um levantamento nos Estados Unidos e concluiu que somente 3 a 4% dos frangos
de corte que chegam aos frigorificos avicolas sdo positivos para Salmonella, enquanto que
cerca de 35% das aves processadas que saem para 0 consumo sdo positivas para esta
bactéria

Os numeros da incidéncia de Salmonella nos produtos avicolas, especialmente em
carne de aves, variam muito: nos Estados Unidos, estudo realizado por Green et al. (1982),
comparando a incidéncia de Salmonella em carcagas de frango nos anos de 1967 e 1979,
demonstrou um aumento da ordem de 8,3%, ja que em 1967, 28,6% das 597 carcacas de
aves anaisadas eram positivas, enquanto que em 1979, o mesmo estudo revelou que este
percentual havia subido para 36,9%.

Também nos Estados Unidos, Bokany Jr et al. (1990) afirmaram que 43% das 142
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amostras (carcacas e partes de frango), pesquisadas entre julho de 1987 e janeiro de 1988
apresentavam-se contaminadas por Salmonella.

Na Tailandia, Jerngklinchan et al. (1994) isolaram Salmonella em 66% (467/705) das
amostras de carne de frango analisadas, jA no Senegal, Bada-Alambedji et al. (2006)
encontraram que 62,5% das carcagas de frango coletadas em pontos de venda de Dakar
estavam contaminadas com Salmonella.

Em Portugal, a contaminagdo encontrada por Machado & Bernardo (1990) foi da
ordem de 57%, por sua vez Antunes et al. (2003) obtiveram uma incidéncia de 60%, em
amostras de carne de aves col etadas na cidade do Porto.

Seguindo na peninsula Ibéria, porém na Espanha, Dominguez et al. (2002),
encontraram que 35,8% da amostras de carne de frango analizadas continham agum nivel
de contaminag&o por Salmonella.

No Reino Unido, Plummer et al. (1995), encontraram contaminagdo por Salmonella
em 22,8% (77/325) dos produtos avicolas analisados vendidos no varegjo (carcagas, peitos,
asas e coxas).

Estudos em diferentes estados brasileiros tem apresentado diferentes niveis de
isolamento de Salmonella em carcagcas de frango, 15,1% no Rio Grande do Sul
(NASCIMENTO et al., 2003), 13% em Santa Catarina (MACHADO et al., 1994), 5,9%,
10,4%, 32% e 42% em S&o Paulo (MATHEUS et al., 2003; COSTA et al., 1996; SANTOS
et al., 2000; FUZIHARA et al., 2000), 16,9% em Goias (MESQUITA et al., 2005) e 9,5%
em Pernambuco (VASCONCELLOS et al., 2005).

2.4 Salmonella Enteritidis

Historicamente o primeiro relato de toxinfecgdo alimentar produzido pela Salmonella
Enteritidis foi descrito por A. Géartner, em 1888, na Alemanha, quando o mesmo isolou o
agente causal, Bacillus enteritidis, a partir da carne de um bovino e do bago de um homem
gue haviafalecido apos ter consumido carne bovina crua (POPPE, 1999).

Na segunda metade da década de 80, infecgdes em humanos causada pela Salmonella
Enteritidis tiveram um aumento a nivel mundial, passando a ser considerada uma pandemia
(RODRIGUE &t al., 1990).
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As infecgdes, causadas pela Salmonella Enteritidis, em humanos, normal mente séo
associadas a ovos ou produtos contendo ovos e ao consumo de carne de aves (BRYAN &
DOYLE, 1995).

Nas aves, inicialmente, os principais causadores de problemas eram a Salmonella
Pullorum e a Salmonella Gallinarum, as quais foram praticamentes erradicadas devido aos
programas de monitoramento e erradicacdo (SNOEYNBOS, 19991; POMEROY e
NAGARAJA, 1991).

Baumler et al. (2000), postulam que devido a erradicacdo das mesmas abriu-se um
nicho que foi ocupado pela Salmonella Enteritidis, uma vez que tanto a Salmonella
Enteritidis como a Salmonella Gallinarum e Salmonella Pullorum pertencem ao sorogrupo
D1, indicando uma similaridade de cadeia lipopolissacaridica e que possuem fimbria
SEF14, que pode estar envolvida na colonizacdo do tecido reprodutivo, e é encontrada
somente em poucos agentes do grupo D (TURCOTTE & WOODWARD, 1993).

Varios relatos tém confirmado infeccBes em aves por Salmonella Enteritidis, sendo
que esta ampla difusdo sugere a transmissdo vertical como principa responsavel, uma vez
gue lotes infectados podem passar desapercebidos quando ndo apresentarem sintomatolgia e
nem efeito na producédo de ovos (O’ BRIEN, 1990).

No Brasil, mais precisamente no Estado de SSo Paulo, em isolados de fontes
humanas, a Salmonella Enteritidis satou de 1,2% em 1991 para 64,9% em 1995
(TAVECHIO et al., 1996).

A Salmonella Enteritidis também tem sido o sorovar predominante em isolados cuja
fonte ndo tenha sido humanos, mas sim, géneros aimenticios, animais, meio ambiente,
agua, &gua de esgotos, racdo animal, visceras, fezes, fontes ndo conhecidas (TAVECHIO et
al., 2002) e carcacas de frango (SANTOS et al., 2000; NASCIMENTO et al., 2003).

Em isolados de aves portadoras e doentes provenientes de diversas regifes do pais
durante o periodo de 1961 a 1991, os isolados predominantes foram Salmonella
Gallinarum, Salmonella Pullorum, Salmonella Typhimurium, Salmonella Heidelberg,
Salmonella Enteritidis e Salmonella Infantis (HOFER et al., 1997), porém em isolados no
quingiénio 1992 - 1996, a Salmonella Enteritidis passou a ser 0 sorovar predominante,
representando 61,7% (SOLARI et al., 1997), fato que tem se mantido conforme estudo
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relaizado por Kanashiro et a. (2005), no periodo compreendido entre julho de 1997 a
dezembro de 2004.

2.5 Métodos de I dentificacdo de Salmonella

Estudos epidemiol 6gicos, bem como o comércio entre paises que mantem diferentes
niveis de bioseguridade na producdo animal e diferentes niveis de higiene nas unidades de
abate e producéo de alimentos de origem animal, exigem cada vez mais feramentas nas
investigacOes que caracterizam 0s microrgani Smos.

Para a caracterizagdo dos microrganismos podemos utilizar tanto ferramentas

fenotipicas, como genotipicas ou a combinagdo de ambas.

2.5.1 Métodos Fenotipicos de Identificacdo das Salmonella

Nas investigacoes das Salmonella, que se utiliza caracteristicas fenotipicas, atraves de
esguemas, tem-se uma classificagdo do sorovar e do fagotipo.

A identificacdo dos sorovares da Salmonella é determinada principalmente pela
caracterizacdo sorolégica das amostras, com soros anti-Salmonella sométicos (O),
flagelares (H) e capsulares (K ou Vi). Este esquema permite o reconhecimento dos
sorovares com base nas propriedades antigénicas das fases um e dois das proteinas
flagelares (antigenos H1 e H2), e pelos antigenos de superficie (parede celular
lipopolissacaridica, antigeno O) (L1 et al., 1994).

Ja a fogotipificacdo baseia-se no emprego de bacteriofagos ou fagos, que podem
infectar determinadas bactérias, gerando um padrdo de lise que divide uma espécie
bacteriana em fago-resistentes ou fago-sensiveis (ANDERSON & WILLIANS, 1956). Esta
habilidade dos fagos para distinguir variedades entre salmonelas de um mesmo sorovar fez
com que houvesse uma aceitacdo e desenvolvimento da fagotipificagdo como uma
ferramenta nos procedimentos epidemiol 6gicos (GERSHMAN, 1976).

Apés tentativas redlizadas por Gershman (1976) e Alonso et al. (1987), para
estabelecer um esquema de fagotipificacdo para Salmonella Enteritidis, Ward et al. (1987),
estabeleceram um esguema que demostrou um alto grau de discriminag8o entre as cepas

testadas e contendo 10 tipos de fagos, definindo 27 padrdes distintos.
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Fagotipificacdo de cepas de Salmonella Enteritidis em diferentes paises tem
apresentado diferentes fagotipos (FT) predominantes. Na Holanda (VAN DUIJKEREN et
al., 2002), Alemanha (SCHOETER et al., 1994) e Inglaterra (LIEBANA et al., 2001), o
fagotipo predominante foi o FT 4, na Espanha (ECHEITA et al., 2005) e naregido Sul do
Chile (PRAT et al., 2001) o FT 1 e no Canada (KHAKHRIA et al., 1991) e Estados Unidos
(HICKMAN-BRENNER et al., 1991) o FT 8.

No Brasil, Fernandes et al. (2003), utilizando 105 amostras de Salmonella Enteritidis
isoladas no estado de S&o Paulo, no periodo entre 1975-95, identificaram sete fagotipos,
sendo o FT 8 o predominante no periodo 1975-92, 64% dos isolados. Apos este periodo, o
FT 4 passou a ser 0 predominante com 40% dos isolados, fato este corroborado por estudos
posteriores, como o de Santos et al. (2003), que em 83 amostras de Salmonella Enteritidis
isoladas no Rio Grande do Sul no periodo entre 1995-97 identificaram o FT 4 como
predominante, com 71,1% dos isolados e 0 de Nunes et al. (2003), que em amostras
isoladas de aves, carne de aves, aimentos, humanos, pipped embryos, racdo anima e
amostas ambientais do ambiente de aves, também identificaram o FT 4 (79,1%) como o
mais comum entre os fagotipos.

Outra técnica fendtipica utilizada na discriminacdo de linhagens é o perfil de
resiténcia a agentes antimicrobianos, porém a mesma tem valor limitado, uma vez que é
uma caracteristica codificada por plasmideos ou que resulta de mutaches genéticas
espontaneas como resposta a uma presséo seletiva. Além disso, aresisténcia a determinados
antimicrobianos pode ser conferida por plasmideos totalmente diferentes, mas capazes de

produzir o mesmo padréo de resisténcia em amostras ndo relacionadas (TACKET, 1989).

2.5.2 Métodos Genotipicos de Identificacéo das Salmonella

Para que uma técnica genotipica obtenha sucesso na caracterizagdo de um
microrganismo € importante que em uma populacdo haja um certo grau de polimorfismo
gendémico. No caso das Salmonella Enteritidis que apresentam elevada estrutura clonal em
sua populagéo, técnicas poderosas sd0 necessérias para detectar diferencas entre os isolados
(LIEBANA, 2002).

Para detectar diferencas nas Salmonella varias técnicas tém sido aplicadas. Técnicas
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estas que podem ser baseadas em enzimas de restricdo, como eletroforese de campo
pulsante (PFGE), andlise do polimorfismo de fragmentos de restricdo (RFLP) e
ribotipagem, na amplificagdo, polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados
(AFLP), polimorfismo de DNA amplificado ao acasso (RAPD) e amplificacéo por reacdo
em cadeia da polimerase de elementos palindrémicos extragénicos repetitivos (Rep-PCR), e
nas sequéncias nucleotidicas, técnica para tipificagdo de multiplos loci (MLSP) (YAN et
al., 2004).

Dentre as técnicas citadas a ribotipagem € uma técnica que apresenta um elevado grau
de tipificacdo, estabilidade, boa sensibilidade, facil interpretacdo dos ribotipos e a
possibilidade de normalizac&o de dados (LIEBANA, 2002).

Esta técnica permite a determinacdo de diferentes clones nos sorovares de Salmonella
(LIEBANA, 2002).

A habilidade da ribotipagem em discriminar isolados de Salmonella é dependente da
enzima de restricdo utilizada (OSCAR, 1998), sendo que estudos ja tém sido desenvolvidos
para demonstrar diferencas entre as enzimas de restri¢do utilizadas.

Uma outra habilidade que a ribotipagem possui é o potencial para automacdo da

técnica, como demonstrado por Oscar (1998).

2.6 Resisténcia Antimicrobiana

A resisténcia bacteriana a agentes antimicrobianos € um sério problema a nivel
mundial (NASTASI et al., 2000), sendo que este problema tem aumentado devido a0 mau
uso ou uso exagerado de agentes antimicrobianos ndo somente em medicina humana, mas
também em medicina veterinéria e agricultura (WHO, 2000).

Em medicina veterinéria 0s agentes antimicrobianos sd0 usados de forma terapéutica,
metefilética, profilatica e como promotores de crescimento (SCHARWZ et al., 2001).
Muitas vezes estes procedimentos levam ao uso indiscriminado, o que favorece a geracéo
de cepas resistentes (BERCHIERI JUNIOR, et al., 1989).

A resisténcia pode ser causada por alguns mecanismos que envolvem diminuicdo no
acumulo do agente antimicrobiano, modificacdo fisica ou destruicdo do agente
antimicrobiano e alteracdo do sitio alvo dadroga (VELGE et al., 2005).
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Embora o uso de agentes antimicrobianos esteja sob controle de prescricéo
veterinaria, na Espanha, os proprietarios tendem a usa-los como profiléticos nas criactes
intensivas, principalmente de bovinos, suinos e aves (USERA et al., 2002).

Segundo Mandall (1995) apud Arvanitidou et al., (1998), a utilizacdo de agentes
antimicrobianos na alimentagdo dos frangos faz com que eles possam excretar cepas de
Salmonella resistentes, ocorrendo contaminacdo cruzada durante o abate e a preparacéo de
carcacas, podendo, estes patdgenos, passar para a cadeia alimentar.

Dentro da questédo cepas de Salmonella resistentes na cadeia alimentar, um dos
principais problemas, € o aumento na freqiiéncia de cepas de Salmonella que apresentam
multi resisténcia a drogas isoladas de infecgdes causadas por toxinfeccOes alimentares
(TASSIOS et al., 2000).

A multi resisténcia a drogas, no género Salmonella, tem sido muito investigada na
Salmonella Typhimurium, fagotipo DT 104, sendo que a resisténcia padréo neste caso é
expressa para a ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina, sulfonamida e tetraciclina
(RIBOT et al., 2002).

Com relagdo a Salmonella Enteritidis a quest@o resisténcia antimicrobiana tem-se
apresentado de forma ambigua, pois em estudos como o redlizados por Nastas et al.
(2000), com amostras isoladas de humanos e animais na Itdlia, apresentaram uma peguena
percentagem de amostras resistentes, fato este que também foi observado por Ling et al.
(1998), com amostras isoladas de humanos em Hong Kong, j& Tassios et al. (1997), na
Grécia encontraram uma percentagem elevada, 67,4% das Salmonella Enteritidis isoladas
de humanos, animais e alimentos, apresentaram resi sténcia a agentes antimicrobianos.

Boonmar et al. (1998), encontraram uma elevacéo de 2,8% de cepas de Salmonella
Enteritidis isoladas de carcacas de frango congeladas resistentes a antibiéticos no ano de
1993, para 21,2% em 1994, na Tallandia.

2.7 Mutacdo na DNA gyrase de Salmonella quinolona resistente
As quinolonas sGo um grupo de agentes antimicrobianos sintéticos que surgiram no
inicio da década de 60, quando durante o processo de sintese da cloroquina, agente para

tratamento da maléria, chegou-se ao acido nalidixico. Na década de 80, a partir da adicéo de
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um &omo de fldor na posicéo seis da molécula da quinolona, surgiram as fluoroquinolonas
(TORTORA et al., 2000; RUIZ, 2003).

Este grupo de agentes antimicrobianos atua na topoisomerase I, DNA gyrase e
topoisomerase IV (RUIZ, 2003).

A DNA gyrase, é composta por duas subunidades A e duas subunidades B,
codificadas pelos genes gyrA e gyrB, e tem como funcdo catalizar o0 super enrolamento
negativo do DNA, ou sga, s80 essenciais para a manutencdo da topologia do DNA
(HOROWITZ & WANG, 1987) .

A topoisomerase |V, também é um tetrdmero composto por duas subunidades C e
duas subunidades E, codificadas pelos genes parC e parE, cuja principal funcdo € a
separagdo dos cromossomos das células filhas no processo de replicacéo (PENG &
MARIANS, 1993).

O local de atuagdo das quinolonas difere nos microrganismos Gram negativos e nos
Gram positivos. Nas bactérias gram negativas, o dvo é a DNA gyrase, enquanto nas gram
positivas € atopoisomerase IV (RUIZ, 2003).

Estudos recentes tem apresentado um aumento na resisténcia a quinolonas por parte
das Salmonella na Alemanha (MALORNY, et al., 1999), Finandia (HAKENEN, et al.,
1999), Inglaterra e Pais de Gales (THRELFALL, et al., 2000), Dinamarca (M@LBAK, et
al., 2002), Espanha (MARIMON, et al., 2004) e Coréia (CHOI et al., 2005), sendo que em
alguns casos os autores relacionam tal fato a liberagdo, por parte dos 6rgaos competentes
pela &rea de medicamentos dos seus respectivos paises, das quinolonas para uso na
producdo animal.

A resisténcia as quinolonas € determinada fundamentalmente por mecanismos
mediados por ateracbes no cromossomo, ateracdo nos sitios de ligagdo da DNA gyrase e
diminui¢do no acumulo do agente no interior da bactéria, devido a impermeabilidade da
membrana e ou da expressdo acima do normal do sistema de bombas (PIDDOCK, 2002;
RUIZ, 2003).

A presenca de uma mutagdo simples em uma das posicoes da regido determinante de
resisténcia a quinolonas, localizada entre os aminoacidos Ala-67 — GIn-106 da gyrA,

normalmente resulta em um nivel elevado de resisténcia ao acido nalidixico, sendo que nas
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Salmonella as mutagbes mais comuns ocorrem na Ser-83 ou no Asp-87, a qual pode ser
simples ou dupla (PIDDOCK, 2002; RUIZ, 2003), porém ateracdes a nivel da Gly-81 e
Asp-82 também jaforam relatadas (REYNA et al., 1995; LEVY et al., 2004).

Estudo realizado por Giraud et al. (1999), sugere que as mutacdes nos codons Ser-83
e Asp-87 da gyrA ndo sdo iguamente distribuidas entre os diferentes sorovares. Os
sorovares Newport, Virchow e Typhimurium apresentaram mutacdo prevalente no codon
83, janos sorovares Hadar e Kottbus a mutacdo que prevaleceu foi no codon 87.

Salmonella  Enteritidis resistentes ao é&cido nalidixico, isoladas na Espanha,
apresentaram uma freqiéncia maior de mutacdo no codon Asp-87 (86,6%), enquanto
somente 13,4% das cepas apresentaram mutacéo no Codon Ser-83 (SOTO et al., 2003).

Piddock et al (1998), utilizando Salmonellae isoladas de animais no Reino Unido,
observaram que 80,6% das cepas apresentaram mutacdo no codon Asp-87, 16,8% no codon
Ser-83 e 2,6% uma mutacdo chamada pelos mesmos de wild-type. Neste estudo, porém,
muitas S. Enteritidis isoladas de um lote de aves em uma propriedade que estava utilizando
enrofloxaci na apresentaram mutacéo no codon Ser-83, Ser para Phe.

Por sua vez Liebana et al. (2002), obtiveram uma distribuicdo de mutacdo no gene
gyrA mais equilibrada nos codons Ser-83 (50,5%) e Asp-87 (49,5%), utilizando-se de um
painel de Salmonella enterica resistentes ao acido nalidixico isoladas de animais na
Inglaterrae Pais de Gales.

Elementos moveis que carream 0 gene gnr, também tem sido descritos como
responsaveis por conferir resisténica a quinolonas, sendo que estes apresentam um
agravante, o fato de terem o potencia de transferir de forma horizonta os genes de
resisténcia (RUIZ, 2003).
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ABSTRACT
The present study was carried out to evaluate the occurrence of Salmonellae in raw broiler
parts and to determine the antimicrobial resistance profile of the isolated strains. Twenty-
four (39.3%) broiler parts samples were positive for Salmonella and twenty-five Salmonella
strains were isolated, since two different serovars were detected in one single positive
sample. Salmonella Enteritidis was the most prevalente serovar. Among Salmonella
Enteritidis isolates, 95.2% belonged to Phage type 4 (PT4) (20/21) and 4.8% to PT7 (1/21).
Twenty-two (88%) strains of Salmonella were resistant to at least one antimicrobial agent,
generating eight different resistance patterns. The S Typhimurium (n:1) and S Hadar (n: 3)
isolates presented multiple resistance. Three S. Enteritidis isolates were susceptible to al
antimicrobial tested, two were resistant only to tetracycline. The high prevalence of
Salmonella in the broiler parts strenghtens the importance of the use of good manufacturing
practises (GMP), and HACCP. The results aso emphasize the need for the responsible use

of antimicrobiasin animal production.

Key Words. Salmonella, broiler parts, antimicrobial resistance, phage typing
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Salmonella spp. EM CORTES DE FRANGO: OCORRENCIA, RESISTENCIA
ANTIMICROBIANA E FAGOTIPIFICACAO DOS|SOLADOS DE Salmonella
Enteritidis

RESUMO
Este trabalho foi conduzido para avaliar a ocorréncia de Salmonella em cortes de frango e
para determinar o perfil de resisténcia antimicrobiana das cepas isoladas. Vinte e quatro
(39,3%) cortes de frango foram positivas para Salmonella, tendo sido isoladas vinte e cinco
cepas de Salmonella, uma vez que em uma amostra isolaram-se dois sorovares. Salmonella
Enteritidis foi o sorovar prevalente. Entre as Salmonella Enteritidis isoladas, 95,2%
pertencem ao Fagotipo 4 (FT4) (20/21) e 4,8% ao FT7 (1/21). Vinte e duas (88%) cepas de
Salmonella foram resistentes a pelo menos um agente antimicrobiano e oito diferentes
padroes de resisténcia foram observados. S Typhimurium (n: 1) e S Hadar (n: 3),
apresentaram multipla resisténcia. Trés cepas de S Enteritidis foram sensivels a todos os
antimicrobianos e duas resistentes somente a tetraciclina A elevada ocorréncia de
Salmonella nos cortes de frango utilizados no presente estudo reforga a importancia das
normas de boas praticas de fabricacdo, bem como dos controles de perigos e pontos criticos
de controle. No tocante aos niveis de resisténcia a antimicrobianos, os resultados enfatizam

a necessidade do uso responsavel dos mesmos na producgdo animal.

Palavras chaves: Salmonella, partes de frango, resisténcia antimicrobiana, fagotipagem.
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INTRODUCTION

Food from animal origin are important elements within the human food supply chain,
but sometimes they can be a source of food-borne pathogens, such as Salmonella, especially
in the case of poultry products, which are recognized as frequent vehicles for the
transmission of that microrganism (29).

Salmonella, once introduced by live chickens or the others means into the processing
plant, will progress along the processing line (19), jeopardizing the procuct’'s final
microbiological quality for human consumption. The occurrence of Salmonella in broiler
chicken cuts, in studies undertaken in different countries, can vary for instance from 1.5%
in Northern Ireland (26) to 51.1% in Belgium(31).

Antimicrobials have been used in poultry as growth promoter, prophylatic, and for
prophylatic or therapeutic purpose. However, their indiscriminate use is causing increasing
resisntance amongst Salmonella strains and other bacteria (4) which may be present in
foods, and thus transmitted to humans throught the food chain (1).

The present study was carried out to evaluate the occurrence of Salmonella in broiler
chicken parts, to estimate the resistance profiles of the isolates and to phage type the

Salmonella Enteritidis isol ates.

MATERIAL AND METHODS
Collection of Samples

The study was carried out using 61 broiler chickens parts (wings, whole legs, boneless
breasts and backs) collected in the period from September, 30 to December, 20, 1996, in a

processing plant located in Southern Brazil.

I solation and I dentification Procedure

Salmonellae were isolated using the microbiological method, recommended by the
Brazilian Agriculture Ministry (5). Briefly, 259 of skin and muscle, collected from each
broiler chicken part under asseptic conditons, were homogenized in 225mL of 1% Bufferd
Peptone Water (BPW) (Merck AG, Darmstadt, Germany), and incubated 36+1.0°C for 16-

20h (pre-enrichment step). One mL of the pre-enrichment broth was transtransfered into
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9mL of Tetrathionate broth (Merck), and 0.1mL into 9.9mL of Rappaport-Vassiliadis broth
(Merck), and incubated at 36+1.0°C, and 41+0.5°C respectively (selective enrichment step).
After 24h, the selective enrichment cultures were streaked onto XLT4 (Difco, Detroid, Ml,
USA) and Rambach® (Merck) agar plates and incubated for 18-24h at 36+1.0°C. Typical
colonies were identified by biochemical and serological tests.

Complete antigenic characterization and serovar identification was performed by the
Enteric Pathogens Laboratory from the Oswaldo Cruz Institute Foundation, Rio de Janeiro
(FIOCRUZ-RJ).

Antimicrobial Resistance Test

The antimicrobial resistance teste was performed using the disk diffusion method on
Mueller-Hinton Agar, according to the Clinical and Laboratory Standards Institute (CSLI,
formerly NCCLS) (18). The antimicrobials were ampicillin 10ug, ciprofloxacin 5ug,
chloramphenicol 30ug, enrofloxacin 5ug, gentamicin 10ug, kanamycin 30ug, nalidixic acid
30ug, nitrofurantoin 300ug, norfloxacin 10ug, polimixin B 300 I.U., streptomycin 10ug,
and tetracycline 30ug. Escherichia coli ATCC 25922 was used as a reference strain. An
isolated was classified as multiple resistant when demonstrated resistance to two or more

agents (10).

Phage Typing

Twenty-one Salmonella Enteritidis isolates were phage typed at the FIOCRUZ-RJ.
The phage types were determined according to Ward et al. (29). Samples were inocultated
in tubes with 1.5mL of phage broth and incubeted, with agitation at 37°C for an average of
two hours. Samples showing tubidity equivaent to the 0.5 level of the MacFarland scale
were checked in a photocol orimeter. The selected phage broths were poured on phage agar
plates, homogenized, and the execess of fluid was removed with a sterile pipette. The
plates were left drying up for 20 minutes. Finally 10uL from each one of the 10 selected
phage solutions were poured into plates previously divided in ten quadrants, and incubated
at 37°C for 24 hours.
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RESULTS AND DISCUSSION

Twenty-four out of the 61 raw broiler parts samples (39.3%) were positive for
Salmonella, which is in line with others papers investigating the incidence of Salmonellain
frozen and refrigerated poultry cuts that reported 41.8% (30) and 51.1% (31) in Belgium,
42.4% in the United States (7), but differ from the 1.5% found in Northern Ireland (26).
Suerveys perfomed in Brazil, using broiler chicken cuts, indicated presence of Salmonella
in 22.8% (11) and 35% of the samples (12) in S&o Paulo and 14.2% in Rio de Janeiro (23).

Factors such as the samples origin, the year in which the studies were undertaken, the
number of samples and their condition (frozen or refrigerated), the sampling procedure, the
flock level of contamination, the quality of sanitation applied in the processing plants,
possible cross contamination between the products, and the testing methodology (6, 31),
must be taken into consideration when comparing the results obtained in the present study.

Salmonella Enteritidis was the most frequent serovar, representing 21 (84%) of the 25
Salmonellae identifield from the 24 positive samples. The other isolates were three
Salmonella Hadar (12%) and one Salmonella Typhimurim (4%). In one sample, two
serovars were detected, S. Enteritidis and S. Hadar.

The number of S Enteritidis isolated in this work confirms the existing preocupation
regarding this serovar being frequently involved in food poisoning outbreaks in humans.
This was true in Italy, where evidence of S. Enteritidis infection in humans increased from
24% to 57.1% between 1982 an 1992, and from 0.5% to 22.8% in foodstuffs (14).
Similarly, 150 outbreaks of food poisoning caused by S Enteritidis were recorded in
Argentina between 1986 and 1993 (8).

In Brazil, S. Enteritidis has been the most prevalent serovar detected in human
infections (27), in chicken carcasses (24), foodstuffs, the environment, water, sewage,
chiller water, animal feed, animal viscera, faeces (28), and aso in poultry flocks (15).

The phage typing of S Enteritidis isolates showed that 95.2% (20/21) belonged to
phage type 4 (PT 4) and 4,8% (1/21) to the PT 7. Phage type 4 had been showento the most
common phage type in several countries.

Santos et al. (25), showed that 93.3% of S. Enteritidis isolated from broiler carcasses
in the State of Rio Grande do Sul, Brazil, belonged to PT4. In Spain, Dominguez et al. (13)
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found PT4 isolates in 58.8% of retail chiken meat samples analysed, while Liebana et al.,
(16) showed that PT4 was the most commonly phage type in English poultry farms.

Regarding the antimicrobia resistance, the present results (Table 1) indicated that
88% of Salmonella isolates (22/25) were resistance to one or more of the antimicrobial
agents tested, presenting eight different patterns of resistance (Table 2). Multiple resistance
was not observed in five of the 21 S. Enteritidis isolates, while three were susceptible to all
antimicrobials tested and two were resistant only to tetracycline. Multiple resistance was
also found in the S Typhimurium, and in all three S. Hadar isolates.

Resistance to tetracycline was observed in 84% of the isolates, which higher than that
the 46.6% found in Dakar, Senegal (3), the 36% in Porto, Portugal. (2), and also the 6.2% in
Brazil (24). This elevated resistance may be explained by the possible difusion of the tet(A)
resistance gene, which was obseerved in Italy by Pezzella et al. (20) in an epidemilogica
study with Salmonella strains isolated from animals.

Resistance to nitrofurantoin (32%), and streptomycin (16%) was low when compared
to respectively the 95% found by Cardososo et al. (9) in S Enteritidis, and the 100% found
by Ribeiro et al. (22) in S Hadar.

The Salmonellae tested presented resistance to nalidixic acid (60%), and enrofloxacin
(8%). Other authors like Molbak et al. (17) have aso observed an increase in quinolone
resistance to Salmonella, which is a cause for concern, since this resistance to Salmonella is
mediated by chromosomes (21). On the other hand, we have not found resistance to
norfloxacin and ciprofloxacin, which isin accordance to Cardoso et al. (9).

The high frequency of Salmonella (39.3%) in broiler parts detected in the present
study can be explained by the more extensive handling of the birds during the processing,
fact that reinforce the paramount importance of implementing good manifacturing practices
(GMP), and Hazard Andysis of Critical Control Points (HACCP) systems. The level of
antimicrobial resistance presented here highlight the need for responsible use of

antimicrobia agentsin food animals, and indicates the need for continuous surveillance.
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Table 1. Antimicrobial resistance in Salmonella strains isolated from raw broiler parts

Serovars Number of Number of resistant strains (%)

strainstested AMP CIP CHL ENR GEN KAN NAL NIT NOR PB STR TET
S. Enteritidis 21 0 0 0 2(9,5) 0 0 14(66.6) 8(38.1) 0 0 0 17(80.9)
S. Hadar 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3(100) 3(100)
S. Typhimurium 1 0 0 0 0 0 0 1(100) 0 0 0 0 1(100)
Tota 25 0 0 0 2(8.0) 0 0 15(60.0) 8(32.0) 0 0 3(12.0) 21(84.0)

AMP: ampicillin; CIP: ciprofloxacin; CHL: chloramphenicol; ENR: enrofloxacin; GEN: gentamicin; KAN: kanamycin; NAL: naidixic acid;
NIT: nitrofurantoin; NOR: norfloxacin; PB: polimyxin B; STR: streptomycin; TET: tetracycline

Table 2. Distribution of antimicrobial resistance patternsin Salmonella strains

Patterns S Enteritidis S Hadar S. Typhimurium  Tota
Susceptible 3 - - 3
TET 2 - - 2
NAL, TET 6 - 1 7
STR, TET - 3 - 3
NIT, TET 2 - 2
NAL, NIT 1 - - 1
ENR, NAL, TET 2 - - 2
NAL, NIT, TET 5 - - 5

AMP: ampicillin; CIP: ciprofloxacin; CHL: chloramphenicol; ENR: enrofloxacin;
GEN: gentamicin; KAN: kanamycin; NAL: nalidixic acid; NIT: nitrofurantoin;
NOR: norfloxacin; PB: polimyxin B; STR: streptomycin; TET: tetracycline
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RESUMO

Avaliou-se aresisténcia a agentes antimicrobianos de 79 cepas de Salmonella Enteritidis
(SE) isoladas de amostras clinicas e ambientais (swabs de arrasto) de frangos de corte e
matrizes pesadas na regido Sul do Brasil, nos anos de 1999, 2000 e 2001. Entre as 79
SE, 64 (81%), apresentaram resisténcia a pelo menos um dos agentes antimicrobianos
testados, apresentando 22 diferentes perfis de resisténcia. Diferentes niveis de
resisténcia foram encontradas para ampicilina (1,2%), canamicina (1,2%),
ciprofloxacina (2,5%), enrofloxacina (8,8%), gentamicina (21,5%), estreptomicina
(20,2%), nitrofurantoina (26,6%), écido nalidixico (30,4%) e tetraciclina (64,5%).
Nenhuma SE foi resistente ao cloranfenicol, norfloxacina e polimixina B. Dentre as 64
SE gue apresentaram resisténcia, 67,2% (43) apresentaram resisténcia a dois ou mais
agentes antimicrobianos. Vinte e uma SE (32,8%), foram resistentes a somente um
agente antimicrobiano, 14 atetraciclina, 3 ao acido nalidixico, 3 a nitrofurantoina e uma
a gentamicina. Pode-se concluir que hd um elevado nimero de cepas de SE resistentes a
tetraciclina e a dois ou mais agentes antimicrobianos.

Palavras Chave: Salmonella Enteritidis, Resisténcia Antimicrobiana, Aves
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ABSTRACT

ANTIMICROBIAL RESISTANCE IN Salmonella EnteritidisISOLATED
FROM CLINICAL AND ENVIRONMENTAL POULTRY SAMPLES
Evaueted the antimicrobial resistance of 79 of Salmonella Enteritidis (SE) strains
isolated from clinical and environmenta poultry samples in the Southern Brazil during
the years 1999, 2000 and 2001. Among the 79 samples, 64(81%) were resistant to at
least one of the antimicrobial agents tested, showing 22 different resistance patterns.
Tetracycline showed the highest percentage of the resistance among the antimicrobial
agents used, 64.5%. Resistance at different level was found to ampicillin (1.2%),
kanamycin (1.2%), ciprofloxacin (2.5%), enrofloxacin (8.8%), gentamicin (21.5%),
streptomycin (20.2%), nitrofurantoin (26.6%), nalidixic acid (30.4%). None of the SE
strains were resistant to chloramphenicol, norfloxacin and polimycin B. Among the 64
SE strains that showed resistance, 67.2% (43) showed resistance to two or more
antimicrobial agents. Twenty one (32.8%) strains was resistant to only one of the
antimicrobial agents, fourteen to tetracycline, three to nalidixic acid, three to
nitrofurantoin, and one to gentamycin. The antimicrobia resistance levels presented
here, suggests a high occurrence of SE strains tetracycline resistant and resistance to two

or more antimicrobial agents.

Key words: Salmonella Enteritidis, antimicrobial resistance, poultry
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INTRODUCAO

Nos ultimos vinte anos tém sido observado um aumento no numero de infeccdes
causadas por Salmonella a nivel mundial, particularmente pela Salmonella Enteritidis,
passando a mesma ser considerada uma pandemia (Rodrigue et a., 1990).

Historicamente o primeiro relato de toxinfeccdo alimentar produzido pela
Salmonella Enteritidis foi descrito por A. Géartner, em 1888, na Alemanha, quando o
mesmo isolou 0 agente causal, Bacillus enteritidis, a partir da carne de um bovino e do
baco de um humano que havia falecido apés ter consumido carne bovina crua (Poppe,
1999).

Hoje, porém as aves e seus produtos (ovos e carne) sao considerados 0s principais
veiculadores de Salmonella Enteritidis para os seres humanos (Bryan & Doyle, 1995).

No passado a Salmonella Pullorum e a Salmonella Gallinarum eram as principas
causadoras de problemas nas aves, porém devido aos programas de erradicacdo, as
mesmas foram praticamente erradicadas (Snoeyenbos & Willians, 19991; Pomeroy &
Nagargja, 1991).

Baumler et a. (2000), postulam que devido a erradicacdo das mesmas abriu-se um
nicho que foi ocupado pela Salmonella Enteritidis, uma vez que tanto a Salmonella
Enteritidis como a Salmonella Gallinarum e Salmonella Pullorum pertencem ao
sorogrupo D1, indicando uma similaridade de cadeia lipopolissacaridica e que possuem
fimbria SEF14, que pode estar envolvida na colonizagdo do tecido reprodutivo, e €
encontrada somente em poucos agentes do grupo D (Turcotte & Woodward, 1993).

Varios relatos tém confirmado infecgdes em aves por Salmonella Enteritidis,
sendo que esta ampla difusdo sugere a transmissao vertical como principa responsavel,
uma vez gue lotes infectados podem passar desapercebidos quando ndo apresentarem
sintomatol ogia e nem efeito na producéo de ovos (O’ Brien, 1990).

Devido aos prejuizos causados pelas Salmonella, passou-se a implementar
medidas de controle na avicultura, sendo que dentre estas medidas deve-se ressaltar os
seguintes pontos. aves de reposicao livres de Salmonella, controle de vetores (insetos,
passaros, roedores), higiene e desinfeccao adequada das instal agdes, utilizacdo de racdes
sem contaminagdo com Salmonella, medidas de biosseguridade nas propriedades e
monitoramento microbiol 6gico ambiental e das aves.

Agentes antimicrobianos, para medicar lotes de matrizes ou frangos de corte,
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também tém sido utilizados, tanto de forma curativa como da forma preventiva, bem
como promotor de crescimento. Como exemplo de uso na forma preventiva temos a
apregoada por Goren (1994), que recomenda a combinagdo da aplicacdo de
medicamentos e microflora intestinal, como ferramenta para controle de Salmonella
Enteritidis em aves.

Segundo uma série de relatos, situagdes como esta tem provocado um aumento da
resisténcia a agentes antimicrobianos por parte das Salmonella, fato este que tem
conduzido a aplicagdo de principios como o da precaucédo pela Unido Européia, a qual
baniu a utilizacdo de promotores de crescimento com 0s principios ativos. avoparcina,
virginamicina, espiramicina, tilosina e bacitracina de zinco, bem como do principio da
prova utilizado pel os Estados Unidos (Turnidge, 2004).

Porém, segundo Turnidge (2004), existe uma outra escolha, o principio do uso
prudente, o0 qual baseia-se em uma compreensdo da ecologia da resisténcia, da
transmissdo da bactéria resistente e de genes de resisténcia, da relacdo entre o uso do
antibiotico e aumento da resisténcia e de um conhecimento de intervencoes efetivas.

O presente estudo foi conduzido para avaiar a resisténcia a agentes
antimicrobianos por parte de cepas de Salmonella Enteritidis isoladas de amostras
clinicas e ambientais (suabes de arrasto) de frangos de corte e matrizes pesadas na

regido Sul, Brasil.

MATERIAL E METODOS

Amostras bacterianas

O estudo foi conduzido utilizando 79 cepas de Salmonella Enteritidis isoladas de
amostras clinicas e ambiente (suabes de arrasto) de frangos de corte e matrizes pesadas
na regido Sul do Brasil, nos anos de 1999 (n: 32), 2000 (n: 28) e 2001 (n: 19). A
caracterizacdo antigénica e identificacdo do sorovar foi realizada pelo Laboratério de
Bactérias Entéricas do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro.

Antibiograma

As cepas de Salmonella Enteritidis foram submetidas a testes de sensibilidade
conforme técnica do NCCLS (2003), com a utilizacdo de discos impregnados com
agentes antimicrobianos: Ampicilina 10ug, Acido Nalidixico 30ug, Ciprofloxacina 5ug,

Cloranfenicol 30pg, Enrofloxacina 5pg, Gentamicina 10ug, Canamicina 30ug,
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Nitrofurantoina 300pg, Norfloxacina 10ug, Polimixina B 3001.U., Estreptomicina 10ug
e Tetraciclina 30ug. Escherichia coli ATCC 25922 foi utilizada como cepa de

referéncia.

RESULTADOS

No presente estudo, os resultados (Tabela 1), indicam que 82,3% (65/79) das
cepas de Salmonella Enteritidis foram resistentes a um ou mais dos agentes
antimicrobianos utilizados e que entre eles, a tetraciclina foi a que teve maior
percentagem de cepas resistentes, 67,1% (53/79).

Cepas resistentes em diferentes niveis foram encontradas para ampicilina (1,2%),
canamicina (1,2%), ciprofloxacina (2,5%), enrofloxacina (8,8%), gentamicina (21,5%),
estreptomicina (20,2%), nitrofurantoina (26,6%), &cido nalidixico (30,4%). Nenhuma
das cepas de Salmonella Enteritidis foi resistente ao cloranfenicol, norfloxacina e
polimixina B.

Dentre as 65 cepas de Salmonella Enteritidis que apresentaram resisténcia, 66,1%
(43) apresentaram multipla resisténcia, resisténcia a dois ou mais agentes
antimicrobianos. Vinte e duas cepas (33,8%) foram resistentes a somente um agente
antimicrobiano, sendo 16 atetraciclina, trés ao acido nalidixico, duas a nitrofurantoina e
umaa gentamicina.

Dezenove padrdes de resisténcia foram observados entre as cepas de Salmonella
Enteritidis (Tabela 2).

DISCUSSAO

Em medicina veterin&ria os agentes antimicrobianos sdo usados de forma
terapéutica, metafilatica, profilética e como promotores de crescimento (Scharwz et al.,
2001). Muitas vezes estes procedimentos levam a um uso indiscriminado, o que
favorece a geracéo de cepas resistentes (Berchieri Junior et a., 1989).

Segundo Mandall (1995) apud Arvanitidon et al. (1998), a utilizagdo de
antibioticos na alimentacdo dos frangos faz com que eles possam excretar cepas de
Salmonella resistentes.

Dentre os agentes antimicrobianos utilizados no presente estudo, a tetraciclina foi

a gue apresentou maior percentagem de cepas de Salmonolla Enteritidis resistentes,
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67,1% (53/79). Este dado foi superior aos 15,4% encontrados por Oliveira et a. (2005)
em Salmonella Enteritidis isoladas de humanos, alimentos, carcagcas de frango e
amostras clinicas e ambientais de criagdo de aves naregido Sul do Brasil, e que os 36%
encontrados por Antunes et al., (2003) em Salmonella isoladas de produtos de aves no
Porto, Portugal, porém menor que os 72,4% obtidos por Cortez et al. (2006) em cepas
de Salmonella isoladas de abatedouros de aves no Estado de S&o Paulo e que os 100%
obtidos por Ribeiro et a., (2006b) em cepas de Salmonella Hadar isolados de carcacas
de frango no Rio Grande do Sul, Brasil.

Com relagéo a estreptomicina, encontramos que 20,2% das Salmonella Enteritidis
apresentaram resisténcia. O resultado foi menor que os 39% relatados por Antunes et al.
(2003) em Portugal, e que os 25,4% por Bokanyi Janior et a. (1990) em Salmonella
isoladas de carcagas e cortes de aves nos Estados Unidos.

Bokanyi Janior et a., (1990), relataran um padrdo de resisténcia de
estreptomicina associada a tetraciclina. No presente estudo, dez cepas de Salmonella
Enteritidis apresentaram resisténcia a estreptomicina e a tetraciclina associadas a outros
agentes antimicrobianos.

A elevada ocorréncia de cepas resistentes a tetraciclina e estreptomicina pode ser
explicada pela difusdo dos genes de resisténcia strA-strB and tet(A), como observado
por Pezzella et a. (2004), em estudo com cepas de Salmonella isoladas de animais na
Italia

Baixa resisténcia a nitrofurantoina foi encontrada, 26,6%, quando comparada com
0Ss 95% descritos por Cardoso et a. (2006) em Salmonella Enteritidis isoladas de
carcacas de frango entre maio de 1995 e abril de 1996, no Rio Grande do Sul, Brasil e
com o0s 52,6% descrito por Ribeiro et al. (2006a) em Salmonella isoladas de carcacas de
frango naregido Nordeste do Brasil.

Resisténcia aos aminoglicosideos, gentamicina e canamicina, apresentada pelas
cepas de Salmonella Enteritidis foram 21,5% e 1,2%, respectivamente. No Canada,
Poppe et a. (1996), em Salmonella isoladas de aves, encontraram gque somente 7,7% das
mesmas apresentaram resisténcia a gentamicina. Com relagdo a canamicina,
Carramifiana et al. (2004), observaram que 2,8% das Salmonella Enteritidis isoladas em
um matadouro frigorifico na Espanha, apresentaram resisténcia.

A resisténcia as quinolonas é determinada fundamentalmente por mecanismos
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mediados por alteragdes no cromossomo, alteracdo nos sitios de ligacdo da DNA gyrase
e diminuicdo no acimulo do agente no interior da bactéria, devido a impermesabilidade
da membrana e ou uma expressdo acima do normal do sistema de bombas (Piddock,
2002; Ruiz, 2003)

Elementos moveis que carreilam 0 gene gnr, também tém sido descritos como
responsaveis por conferir resisténcia a quinolonas, sendo que estes apresentam um
agravante, o fato de terem o potencial de transferir de forma horizontal os genes de
resisténcia (Ruiz, 2003).

Resultados obtidos para o &acido nalidixico (30,4%), enrofloxacina (8,8%) e
ciprofloxacina (2,5%) foram observados, ja cepas resistentes a norfloxacina ndo foram
observadas. Estudos recentes tem detectado um aumento de Salmonella resistentes as
guinolonas na Finlandia (Hakanen et a., 1999), Alemanha (Maorny et al., 1999),
Dinamarca (Molbak et al. 2002), Inglaterra e Pais de Gales (Threlfal et al., 2000) e
Espanha (Marindn et al., 2004).

MUltipla resisténcia, resisténcia a dois ou mais agentes antimicrobianos, tem sido
observada em muitos estudos de resisténcia a agentes antimicrobianos por parte das
Salmonella enterica isoladas de alimentos, humanos e animais. No presente estudo,
67,2% das cepas de Salmonella Enteritidis apresentaram mdltiplaresisténcia.

Vinte e um diferentes padrbes de resisténcia foram observados entre as 66 cepas
de Salmonella Enteritidis, sendo que um chama a tencéo por ser composto por seis
diferentes agentes antimicrobianos, é&cido nalidixico, canamicina, enrofloxaxina,
estreptomicina, gentamicina e tetraciclina.

Baseados nos dados do presente estudo podemos concluir gue houve uma elevada
percentagem de cepas de Salmonella Enteritidis resistente a tetraciclina e com mdltipla
resisténcia, que levantamentos continuos sdo necessarios na industria avicola e que
existe a necessidade de um uso responsavel dos agentes antimicrobianos, baseado na
compreensdo da ecologia da resisténcia, da transmissdo da bactéria resistente e de genes
de resisténcia, da relagdo entre o uso do antibiético e aumento da resisténcia e de um

conhecimento de intervencdes efetivas (Turnidge, 2004).
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Tabela 1. Resisténcia antimicrobiana de 79 cepas de Salmonella Enteritidis

Agente Antimicrobiano N° (%)
Acido Nalidixico 24 (30,4)
Ampicilina 1(1,2
Canamicina 1(1,2
Cloranfenicol 0
Ciprofloxacina 3(3,8)
Enrofloxacina 7(8,8)
Estreptomicina 16 (20,2)
Gentamicina 18 (22,8)
Norfloxacina 0
Nitrofurantoina 21 (26,6)
Polimicina B 0
Tetraciclina 53 (67,1)

Tabela 2. Distribuicéo dos padrdes de resisténcia das cepas de Salmonella Enteritidis

Padrdo de resisténcia N°

Sensivel

GEN

NAL

NIT

TET

GEN, STR

GEN, TET

NAL, TET

NIT, TET

ENR, NAL, TET
GEN, STR, TET
GEN, NAL, STR
NAL, NIT, TET
AMP, GEN, NIT, STR
CIP, ENR, NAL, TET
GEN, NAL, NIT, STR
GEN, NAL, STR, TET
GEN, NIT, STR, TET
ENR, GEN, KAN, NAL, STR, TET

= = B
PRrOoPRPWRONDAORNMVEMNORR

AMP: ampicilina; CIP: ciprofloxacina; CHL.: cloranfenicol; ENR: enrofloxacina; GEN:
gentamicina; KAN: canamicina; NAL: &cido nalidixico; NIT: nitrofurantoina; NOR:

norfloxacin

59



CAPITULO 111

60



COMUNICACAO CIENTIFICA

RESISTENCIA ANTIMICROBIANA EM Salmonella ENTERITIDIS | SOLADAS
DE CARCACASDE FRANGO

ANTIMICROBIAL RESISTANCE IN Salmonella ENTERITIDIS
ISOLATED FROM BROILER CHICKEN CARCASSES

Aldemir Reginato Ribeiro*®*, Dalila Angédlica Moliterno Duarte', Vladimir

Pinheiro do Nascimento?

"Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, Laboratério Nacional
Agropecuario — LANAGRO/PE. Rua Dom Manoel de Medeiros, s/n, Dois Irmaos,
Recife, CEP 52171-030 - e-mail: mic-lanagro-pe@agricultura.gov.br

“Centro de Diagnéstico e Pesquisa em Patologia Avidria, Faculdade de Veterindria,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CDPA — UFRGS).

61



RESUMO

A resisténcia antimicrobiana é um assunto amplamente estudado em todos os géneros
bacterianos, sobretudo em relacdo aos responsdvelis por zoonoses, CoOmMo O caso da
Salmonella, a qual merece especia atencdo, ja que pode ser transmitida para os seres
humanos. O presente estudo foi conduzido para verificar a ocorréncia de resisténcia a
agentes antimicrobianos em 17 cepas de Salmonella Enteritidis isoladas de carcagas
resfriadas de frango no Estado de Pernambuco, no periodo de marco de 2004 a
dezembro de 2005. No presente estudo, os resultados indicaram que 94,1% das cepas de
Salmonella Enteritidis apresentaram resisténcia a nitrofurantoina, tendo também
apresentado resisténcia em diferentes niveis ao acido nalidixico (23,5%), estreptomicina
(17,6%), canamicina (5,9%), enrofloxacina (5,9%) e a tetraciclina (5,9%). Todas as
cepas de Salmonella Enteritidis apresentaram resisténcia a pelo menos um dos agentes
antimicrobianos utilizados, com sete diferentes padrdes de resisténcia. Os niveis de
resisténcia observados enfatizam a necessidade do uso responsavel dos agentes
antimicrobianos na producdo animal.

Palavras Chave: Salmonella Enteritidis, resisténcia antimicrobiana, carcagas de frango
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ABSTRACT

ANTIMICROBIAL RESISTANCE IN Salmonella ENTERITIDIS
ISOLATED FROM BROILER CHICKEN CARCASSES
Antimicrobial resistance is awidely studied issue in al bacterial genera, but in the case
of those responsible for zoonotic illnesses, like Salmonella, they merit specia attention,
because it can be transmitted via foodstuffs to human beings. The present study was
carried out to verify the occurrance of antimicrobia resistance in 17 samples of
Salmonella Enteritidis isolated from broiler chicken carcasses in the State of
Pernambuco, Brazil, from March 2004 to December 2005. In the present study, the
results indicated that 94.1% of the Salmonella Enteritidis isolates were resistant to
nitrofurantoin, while intermediate resistance was observed at different levelsto nalidixic
acid (23.5%), streptomycin (17.6%), kanamycin (5.9%), enrofloxacin (5.9%) and
tetracycline (5.9%). All isolates were resistant to at least one antimicrobial agent, with
seven different patterns of resistance. These levels of resistance highlight the need for

responsible use of antimicrobial agentsin animal production.

Key Words: Salmonella Enteritidis, antimicrobial resistance, broiler chicken carcasses
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A resisténcia antimicrobiana tem se constituido num assunto amplamente
estudado em todos géneros bacterianos, sendo que, no caso dos responsaveis por
zoonoses merece especial atencdo, pois pode ser transmitida via alimentos para os seres
humanos (AARESTRUP, 1999).

Dentre os agentes bacterianos responsavels por zoonoses, temos os do género
Salmonella, constituido por 2.523 sorovares (PoPorr et a., 2003) e entre estes, o
sorovar Enteritidis tem merecido atencdo, uma vez que tem sido o mais isolado em
infecgOes humanas (HERIKSTAD et al., 2002).

A Salmonella Enteritidis também tem sido isolada em aves no Brasil (SOLARI et
al., 1997), bem como em carcagas de aves e seus produtos (SANTOS et a., 2000).

O presente estudo foi conduzido com afinalidade de avaliar aresisténcia a agentes
antimicrobianos de 17 amostras de Salmonella Enteritidis isoladas de carcagas resfriadas
de frango no periodo de no periodo de margo de 2004 a dezembro de 2005, no Estado de
Pernambuco, sendo este 0 sorovar mais isolado no periodo, representando 28,8% do
total de isolados.

As amostras de Salmonella Enteritidis foram submetidas a testes de sensibilidade
conforme técnica do NCCLS (2003), com a utilizacdo de discos impregnados com
antibidticos. &cido nalidixico 30ug, ampicilina 10ug, amocixilinalacido clavuldnico
3ug, canamicina 30ug, cefotaxina 30ug, ciprofloxacina 5ug, cloranfenicol 30ug,
enrofloxacina 5ug, Estreptomicina 10ug, gentamicina 10ug, nitrofurantoina 300ug,
norfloxacina 10ug, polimixina B 3001.U., e tetraciclina 30ug. Escherichia coli ATCC
25922 foi utilizada como cepa de referéncia.

No presente estudo, 100% (Tabela 1) das cepas de Salmonella Enteritidis
apresentaram resisténcia a pelo menos um agente antimicrobiano, com sete diferentes
padroes de resisténcia. Este dado é maior que os 58,1% observados na Grécia
(ARVANITIDOU et al., 1998), 67,3% nos Estados Unidos (BOKANYI JUNIOR et al., 1990) e
75% em Portugal (ANTUNES et al., 2003).

As amostras de S Enteritidis testadas apresentaram 94,1% de resisténcia a
nitrofurantoina (Tabela 2), dado este semelhante aos obtidos por Cardoso et a., (2006)
em S Enteritidis isoladas de carcagas de frango no Rio Grande do Sul.

Resisténcia ao acido nalidixico (23,5%) e a enrofloxacina (5,9%) € preocupante,

uma vez que a resisténcia as quinolonas tem mecanismos mediados por cromossomo
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(PiDDOCK, 2002).

Com relagdo a estreptomicina (17,6%), os resultados demonstraram dados de
resisténcia menores que os encontrado por ANTUNES et a (2003) em Portugal (39%) e
gue nos Estados Unidos (15,4%) (BOKANYI JUNICR &t a., 1990).

O nivel de resisténcia observado para a tetraciclina (5,9%) foi menor que os
15,4% encontrados por OLIVEIRA et a. (2005) em S. Enteritidis isoladas de humanos,
alimentos, carcagas de frango e amostras clinicas e ambientais de criacdo de aves na
regido Sul do Brasil e que os 72,4% obtidos por CoRTEZ et a. (2006) em cepas de
Salmonella isoladas de abatedouros de aves no Estado de S&o Paulo, Brasil.

Resisténcia a canamicina (5,9%) também foi observada.

Todas as 17 cepas de S. Enteritidis foram sensiveis a ampiciling,
amoxicilina/écido clavulénico, cefotaxing, ciprofloxacing, cloranfenicol, norfloxacina,
gentamicina e polimixina B

A partir dos resultados obtidos, podemos concluir que 100% das cepas de S
Enteritidis apresentaram resisténcia a pelo menos um agente antimicrobiano, fato este

gue enfatiza a necessidade do uso prudente e criterioso dos mesmos na produgdo animal.
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Tabela 1. Distribuicdo dos padrbes de resisténcia a antimicrobianos de Salmonella

Enteritidis

Padroes de Resisténcia

N° de cepas

EST
NIT
EST, NIT
NAL, NIT
NIT, TET
CAN, EST, NIT
ENR, NAL, NIT

PR WEF O

1

CAN: canamicina; EST: estreptomicina; ENR: enrofloxacina; NAL: &cido nalidixico;

NIT: nitrofurantoina; TET: tetraciclina

Tabela 2. Resisténcia antimicrobiana das 17 cepas de Salmonella Enteritidis

Agente Antimicrobiano

Numero (%) de isolados resistentes

Nitrofurantoina
Acido Nalidixico
Estreptomicina
Canamicina
Enrofloxacina
Tetraciclina
Ampicilina
Amocixilina/Acido Clavulénico
Cefotaxina
Cloranfenicol
Ciprofloxacina
Gentamicina
Norfloxacina
PolimicinaB

16 (94,1)
4 (23,5)
3 (17,6)
1(5,9)
1(5,9)
1(5,9)

0

cNeoNoNoNoNoNe
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RESUMO

O presente estudo foi conduzido com o propdsito de detectar mutacdo no gene gyrA
cepas de Salmonella Enteritidis resistentes ao acido nalidixico isoladas nas regides
Nordeste e Sul do Brasil. Os resultados indicam que 69% (29/42) das cepas de
Salmonella Enteritidis, resistentes ao &cido nalidixico, apresentaram algum tipo de
mutac&o no gene gyrA daregido determinante de resisténcia a quinolonas. As alteragctes
génicas ocorreram nos aminoécidos dos codons Gly-81 (3,5%), Asp-82 (3,5%), Ser-83
(31%) ou Asp-87 (62%). As mutagdes continham alteragtes de Gly para Asp (n = 1) no
codon 81, Asp para Asn (n: 1) no codon 82, Ser para Phe (n: 9) no codon 83 e Asp para
Tyr (n: 9) ou Asn (n: 9) no codon 87. Das nove cepas de S Enteritidis que apresentaram
mutacdo no codon Ser-83 para Phe, seis, aém de apresentarem resisténcia ao &cido
nalidixico, também apresentavam resisténcia a enrofloxacina.  Em  concluséo,
observamos que, assim como em outros trabalhos amostras de S. Enteritidis resistentes
ao &cido nalidixico, isoladas no Brasil, também apresentam mutac&o no gene gyrA, da
regido determinante de resisténcia a quinolonas; que a mutagdo predominante foi a que
ocorreu no condon Asp-87; e que 66,6% das cepas que apresentaram mutagdo no
condon Ser-83 para Phe, apresentaram resisténcia ao acido nalidixico e a enrofloxacina.

Palavras Chave: Salmonella Enteritidis, Resisténcia Antimicrobiana, gyrA
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ABSTRACT
DETECTION OF MUTATIONSIN THE gyrA GENE FROM NALIDIXIC ACID
RESISTANT Salmonella ENTERITIDIS

The present study was carried out to detect mutations in the gyrA gene from nalidixic
acid resistant Salmonella Enteritidisisolated in Sothern and Northeastern Brazil. Among
42 S. Enteritidis, 69% (29) showed at least one mutation in gyrA genes in the quinolone
resistance determining region (QRDR), in the codons corrosponding to Gly-81 (3,5%),
Asp-82 (3,5%), Ser-83 (31%) or Asp-87 (62%). These mutants presented a substitution
of Gly for Asp (n = 1) at codon 81, Asp for Asn (n: 1) at codon 82, Ser for Phe (n=9) at
codon 83 and Asp for Tyr (n: 9) or Asn (n: 9) a codon 87. Among the nine S. Enteritidis
that showed a substituion from Ser for Phe at codon 83, six showed enrofloxacin
resistence. In conclusion, Salmonella Enteritidis nalidixic acid resistant isolated in
Southern and Northeastern Brazil showed mutation in the gyrA gene of QRDR, the
most prevalent mutation ocurred in codon 87, and 66,6% of the S Enteritidis that
contained change from Ser to Phe in codon 83 were resistant to nalidixic acid and
enrofloxacin.

Key words: gyrA, Salmonella Enteritidis, antimicrobial resistance, nalidixic acid
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INTRODUCAO

As quinolonas sdo um grupo de agentes antimicrobianos sintéticos que surgiram
no inicio da década de 60, quando durante o processo de sintese da cloroquina, agente
para tratamento da maléria, chegou-se ao &cido nalidixico. Na década de 80, a partir da
adicdo de um &omo de fldor na posicdo seis da molécula da quinolona, surgiram as
fluoroquinolonas (Tortora et al., 2000; Ruiz, 2003).

Este grupo de agentes antimicrobianos atua na topoisomerase 1l, DNA gyrase e
topoisomerase 1IV. A DNA gyrase, € composta por duas subunidades A e duas
subunidades B, codificadas pelos genes gyrA e gyrB, e tem como funcéo catalizar o
super enrolamento negativo do DNA, ou sga, sd0 essenciais para a manutencéo da
topologiado DNA (Horowitz & Wang, 1987) .

A topoisomerase |V, também é um tetrdmero composto por duas subunidades C e
duas subunidades E, codificadas pelos genes parC e parE, cuja principal funcéo é a
separacdo dos cromossomos das células filhas no processo de replicagdo (Peng &
Marians, 1993).

O local de atuacdo das quinolonas difere nos microrganismos Gram negativos e
nos Gram positivos. Nas bactérias Gram negativas, o avo é a DNA gyrase, enquanto
nas Gram positivas € atopoisomerase |V (Ruiz, 2003).

Estudos recentes tem relatado um aumento de resisténcia a quinolonas em
isolados do género Salmonella provenientes da Alemanha (Malorny, et al., 1999),
Finandia (Hakenen, et al., 1999), Inglaterra e Pais de Gales (Threlfal et al., 2000),
Dinamarca (Molbak, et al., 2002), Espanha (Marimén, et al., 2004), Coréia (Choi et al.,
2005) e Brasil (Ribeiro et al., 2006), sendo que em alguns casos 0s autores relacionam
tal fato a liberacdo, por parte dos 6rgdos competentes pela &rea de medicamentos dos
Seus respectivos paises, das quinolonas para uso na producédo animal.

A resisténcia as quinolonas é determinada fundamentalmente por ateracées no
cromossomo, ateracdo nos sitios de ligacdo da DNA gyrase e diminui¢cdo no acimulo
do principio ativo no interior da bactéria, devido aimpermeabilidade da membrana e ou
da expresséo acimado normal do sistema de bombas (Piddock, 2002; Ruiz, 2003).

A presenca de uma mutagéo simples em uma das posi¢oes da regido determinante
de resisténcia a quinolonas, localizada entre os aminoacidos Ala67 — GIn106 da gyrA,

normalmente resulta em um nivel elevado de resisténcia ap acido nalidixico, sendo que
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em Salmonella as mutagdes mais comuns ocorrem na Ser-83 ou no Asp-87, as quais
podem ser simples ou dupla (Piddock, 2002; Ruiz, 2003), porém ateracdes a nivel da
Gly-81 e Asp 82, também jaforam relatadas (Reynaet al., 1995; Levy et al., 2004).

O presente estudo foi conduzido com o propdsito de detectar mutagdo no gene
gyrA em cepas de Salmonella Enteritidis resistentes ao acido nalidixico isoladas nas

regioes Nordeste e Sul do Brasil.

MATERIAL E METODOS
Amostras bacterianas

O estudo foi conduzido utilizando 42 cepas de Salmonella Enteritidis que se
apresentaram resistentes a0 acido nalidixico a0 serem submetidas a teste de
sensibilidade conforme técnica do Clinica and Laboratory Standards Institute (CSLI,
outrora NCCLS) (2003), com a utilizacdo de discos impregnado com o agente
antimicrobiano, sendo 24 isoladas de amostras clinicas e ambiente (swabs de arrasto) de
frangos de corte e matrizes pesadas na regido Sul do Brasil, nos anos de 1999, 2000 e
2001, 14 isoladas de cortes de frango na regido Sul do Brasil, no ano de 1996 e 4
isoladas de carcagas de frango naregido Nordeste do Brasil, nos anos de 2004 e 2005.

Amplificacdo da regido determinante de resisténcia a quinolonas do gene gyrA

Para a extracdo de DNA, utilizou-se aliquota de meio de cultivo ndo seletivo
(TSB), incubado a 37°C por 18 horas. Coletou-se 1ImL de TSB em microtubos com
capacidade para 1,5mL e imediatamente centrifugou-se durante 4 minutos a 5000g, em
uma microcentrifuga Sigma modelo 2K15 a temperatura ambiente. Descartou-se 0
sobrenadante e adicionou-se ao sedimento 1mL de TE (Tris, 10mM - Invitrogen Life
Technologies™ e EDTA, 1mM pH 8,0 - Sigma Chemica Co). Homogeneizou-se 10
segundos em um agitador de tubos (Phoenix) e repetiu-se duas vezes o processo de
centrifugacéo. Acrescentou-se 100uL de TE e 100uL de fenol (Merck) equilibrado pH
8,0 e realizou-se a extracdo pelo método do fenol-clorérmio (Maniatis et al.,1989).

O gene gyrA foi amplificado por reacdo em cadeia da polimerase com os primers
STgyrA Pl (5-TGTCCGAGATGGCCTGAAGC-3) e SgyrA P2BIO (5'-
TACCGTCATAGTTATCCACGC-3'), descritos por Griggs et al. (1996).

A reacd0 em cadeia da polimerase foi realizada em volume total de 25ulL,
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constituido por 2,5uL de tampé&o concentrado 10 vezes (500mM de KCI, 200mM de
Tris HCl pH 84; Invitrogen™); 1uL de cloreto de magnésio (50mM MgCly.
Invitrogen™): 1puL (20 pmol de cada primer separadamente); 2,5uL da solucdo de
dNTP (5mM; GibcoBRL); 0,2uL de Tag DNA polimerase 5U/uL (Invitrogen™): 3ulL de
amostrade DNA; e 13,8uL agua ultra pura.

As amplificagdes foram realizadas em um termociclador Mastercycler Personal
(Eppendorf) com capacidade para 25 amostras. Os ciclos constaram de uma
desnaturacéo inicial de 94°C por 2 minutos, seguida por 30 ciclos com desnaturacéo
(94°C/1 minuto), anelamento (55°C/1 minuto) e extensdo (72°C/1 minuto), e uma
extensdo final de 72°C por 5 minutos (Lee et al., 2004).

Apés a redizacdo da reacdo em cadela da polimerase as amostras foram
submetidas a eletroforese 280 V (Gel Electrophoresis Apparatus GNA 100, Pharmacia)
em gel de agarose 2% corado com 0,3uL de brometo de etideo (GibcoBRL) em tamp&o
de TBE (45mM Tris borato, 1ImM EDTA pH 8,0).

Os géis foram visualizados sob luz ultravioleta (Pharmacia LKB Macrovue),
comparando-se os produtos de amplificagdo com padrdes de peso molecular com escala
de 50 bp (50 bp DNA ladder, Invitrogen™).

O produto da reacdo em cadeia da polimerse foi purificada usando kit de
prurificacdo PureLinkTM PCR Purification (Invitrogen™) e o produto final foi
encaminhado para o Centro de Estudos do Genoma Humano -USP, para

sequenciamento.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Os resultados (Tabela 1), indicam que 69% (29/42) das cepas de Salmonella
Enteritidis, resistentes ao acido nalidixico, apresentaram algum tipo de mutacéo no gene
gyrA na regido determinante de resisténcia a quinolonas. As ateragcbes génicas
ocorreram nos aminoécidos dos codons Gly-81 (3,5%), Asp-82 (3,5%), Ser-83 (31%) ou
Asp-87 (62%). Uma amostra apresentou uma inclusdo de uma prolina entre os codons
56 e 57, apresentando um deslocamento de todo o restante da seqiiéncia de aminoécidos.

As mutagdes continham alteractes de Gly para Asp (n: 1) no codon 81, Asp para
Asn (n:1) no codon 82, Ser para Phe (n: 9) no codon 83 e Asp para Tyr (n: 9) ou Asn (n:

9) no codon 87. Das nove cepas de S. Enteritidis que apresentaram mutagdo no codon
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Ser-83 para Phe, sais, além de apresentarem resisténcia ao acido nalidixico, também
apresentavam resisténcia a enrofl oxacina.

Mutacbes nos condons Ser-83 (31%) e Asp-87 (62%) foram as mais comuns.
Estudo realizado por Giraud et al. (1999), sugerem que as mutagdes nos codons Ser-83 e
Asp-87 do gene gyrA ndo sdo igualmente distribuidas entre os diferentes sorovares. Os
sorovares Newport, Virchow e Typhimurium apresentaran mutacdo prevaente no
codon Ser-83, ja nos sorovares Hadar e Kottbus a mutacéo que prevaleceu foi no codon
Asp-87.

Salmonella Enteritidis resistentes a0 acido nalidixico, isoladas na Espanha,
apresentaram uma freqiéncia maior de mutagdo no codon Asp-87 (86,6%), enquanto
somente 13,4% das cepas apresentaram mutagéo no codon Ser-83 (Soto et al., 2003).

Piddock et al. (1998), utilizando cepas de Salmonella isoladas de animais no
Reino Unido, observaram que 80,6% das cepas apresentaram mutacéo no codon Asp-87,
16,8% no codon Ser-83 e 2,6%, uma mutagdo chamada pelos autores de wild-type.
Neste estudo, porém, muitas S. Enteritidis isoladas de um lote de aves em uma
propriedade que estava utilizando enrofloxacina apresentaram mutac&o no codon 83, Ser
para Phe.

Por sua vez Liebana et al. (2002), observaram uma distribuicdo de mutagdo no
gyrA mais equilibrada nos codons 83 (50,5%) e 87 (49,5%), utilizando-se de um painel
de Salmonella enterica resistentes ao acido nalidixico isoladas de animais na Inglaterra
e Pais de Gales.

San Matin et al. (2005), encontram mutagdo de 65,7% e 34,3%, nos codons Ser-83
e Asp-87, respectivamente, em Salmonellae isoladas de aves no Chile.

Mutacbes nos codons Gly-81 tem sido relatadas, apresentando alteracdo para Ser,
Cys, His e Asn (Reyna et al., 1995; Giraud et al., 1999; Lindsted & Kapperud, 2004;
Levy et al., 2004), bem como no codon Asp-82 para Asn (Levy et al., 2004), sendo que
estas mutagOes apresentam-se com menor frequéncia

Com relagcdo a0 tipo de substituicdo de aminoécidos que as mutagdes podem
apresentar, as mesmas também podem variar de acordo com o sorovar, sendo que no
caso da S Enteritidis no codon Ser-83 pode ocorrer substitui¢gdo tanto por uma Phe
como por uma Tyr e no codon Asp-87 podem ocorrer trés tipos de substituicdo, Asn,

Gly e Tyr ao contrario de outros sorovares como a S. Typhimurium gue no codon Ser-83
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muta para Phe e no Asn-87 para Asn ou Tyr e as S Montevideo. e S Hadar que
apresentam somente mutacéo de Ser-83 para Tyr e de Asp-87 para Asn (Eaves et al.,
2004).

Doze das 42 (28,6%) cepas de Salmonella Enteritidis ndo apresentaram nenhum
tipo de mutacdo. E possivel que estas cepas tenham desenvolvido algum outro
mecanismo de resisténcia ao acido nalidico, como diminui¢do no acimulo do agente no
interior da bactéria, devido a impermeabilidade da membrana e ou da expressdo acima
do normal do sistema de bombas (Piddock, 2002; Ruiz, 2003), bem como mutagdes nos
genes gyrB, parC ou parE (Hopkins et al., 2005).

Elementos méveis que carream o0 gene gnr, também tem sido descritos como
responsaveis por conferir resisténcia a quinolonas, sendo que estes apresentam um
agravante, o fato de terem o potencia de transferir de forma horizontal os genes de
resisténcia (Ruiz, 2003).

Em conclusdo, observamos gue, assim como em outros trabalhos amostras de S
Enteritidis resistentes a0 acido nalidixico, isoladas no Brasil, também apresentam
mutacdo no gene gyrA, da regido determinante de resisténcia a quinolonas; que a
mutacdo predominante foi a que ocorreu no condon Asp-87; e que 66,6% das cepas que
apresentaram mutacdo de Ser para Phe no codon 83, apresentaram resisténcia ao acido

nalidixico e a enrofloxacina.
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Tabela 1. Distribuicao das mutaces no gene gyr A

Mutacdo no gene gyrA n° de isolados (%)
Gly 83 —» Asp 1(35)

Asp 82 — Asn 1(35)

Ser 83 — Phe 9(31,0)

Asp 87 — Tyr 9(31,0)

Asp 87 — Asn 9 (31,0)
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RESUMO

O presente estudo foi conduzido para identificar os fagotipos de Salmonella Enteritidis
isoladas no Sul do Brasil, nos anos de 1999, 2000 e 2001, de aves e de seu ambiente
criatério e no nordeste do Brasil, nos anos de 2004 e 2005, de carcacas de frango. A
fagotipificacdo das 95 cepas de Salmonella Enteritidis utilizadas no presente estudo
apresentou que 63,1% (60/95) pertencem ao fagotipo (FT) 4, 18,9% (18/95) ao FT 4a,
14,7% (14/95) a0 FT 1, 1,1% (1/95) ao FT 6, 1,1% ao FT 6a e 1,1% ao FT 7a Os
resultados demonstraram que o fagotipo 4 é o predominante.

Palavras Chaves. Salmonella Enteritidis, fagotipagem, aves, carcagas de frango
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ABSTRACT
PHAGE TYPES OF Samonella ENTERITIDISISOLATED FROM
POULTRY FLOCKS, POULTRY ENVIRONMENTAL AND BROILER
CHICKEN CARCASSES
The present study was carried out to identify the phage types of Salmonella Enteritidis
isolates from poultry, poultry environmenta (environmental swabs) in Southern Brazil,
and broiler chicken carcasses isolated in Northeasteern Brazil. Phage typing
differentiated the 95 isolates in six types. From 95, 63.1% belonged to the phage type
(PT) 4, 18.9% to the PT 4a, 14.7% to the PT 1, 1.1% to the PT 6, 1.1% to the PT 6aand
1.1% to the PT 7a. Salmonella Enteritidis phage type (PT) 4 was the most common.
Key Words: Salmonella Enteritidis, Phage Type, poultry, broiler chicken carcasses
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INTRODUCAO

Salmonella Enteritidis € uma importante causa de salmonel ose humana no mundo
(Herikstad et al., 2002). No Brasil, Salmonella Enteritidis, tem sido o sorovar mais
isolado em infecgOes humanas (Fernandes et al., 2006) e em fontes ndo humanas, que
incluem carcagas de aves (Santos et al, 2000), géneros alimenticios, animais, meio
ambiente, &gua, &gua de esgotos, racdo animal, visceras, fezes, fontes ndo conhecidas
(Tavechio et al., 2002) e lotes de aves (Kanashiro et al., 2005).

O estudo epidemioldgico de almonela Enteritidis demanda métodos de
tipificagdo, dentre os quais temos a fagotipificacdo, a qual baseia-se no emprego de
bacteriéfagos ou fagos, que podem infectar determinadas bactérias, gerando um padrdo
de lise que divide uma espécie bacteriana em fago-resistentes ou fago-sensiveis
(Anderson & Williams, 1956). Esta habilidade dos fagos para distinguir variedades
entre Salmonellae de um mesmo serovar fez com que houvesse uma aceitacéo e
desenvolvimento da fagotipificagdo como ferramenta nas caracterizagOes
epidemiol 6gicas (Gershman, 1976).

Apbs tentativas redlizadas por Gershman (1976) e Alonso et al., (1987), para
estabelecer um esquema de fagotipificacdo para Salmonella Enteritidis, Ward et al.,
(1987), estabeleceram um esquema de fagotipificagdo que demonstrou alto grau de
discriminacéo entre as cepas testadas.

O presente estudo foi conduzido para identificar o fagotipo (FT) de Salmonella
Enteritidis isoladas de cortes e carcacas de frango nas Regides Sul e Nordeste do Brasil,

respectivamente.

MATERIAL E METODOS
Amostras Bacterianas

Foram utilizadas noventa e cinco cepas de Salmonella Enteritidis, sendo 78
isoladas de amostras clinicas e do ambiente criatorio (swab de arrasto) de aves, nos anos
de 1999, 2000 e 2001, naregido sul e 17 isoladas de carcagas resfriadas de frango, nos
anos de 2004 e 2005, na regido nordeste.

Fagotipagem
A fagotipificagdo das cepas de Salmonella Enteritidis foi realizada no Instituto
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Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, utilizando-se 0 sistema adaptado de Ward et al. (1987).
RESULTADOSE DISCUSSAO

A fagotipificacdo das 95 cepas de Salmonella Enteritidis no presente estudo
demonstraram que 63,1% (60/95) pertencem ao fagotipo (FT) 4, 18,9% (18/95) ao FT
4a, 14, 7% (14/95) ao FT 1, 1,1% (1/95) a0 FT6, 1,1% ao FT 6a, e 1,1% a0 FT 7a
(Tabelal).

A predominancia da Salmonella Enteritidis FT 4 nos isolados utilizados esta em
concordancia com outros publicados mundialmente. Na Itdlia durante no periodo de
1982 a 1992 o isolamento de Salmonella Enteritidis em humanos aumentou de 2,4%
para 57,1% e de aimentos de 0,5% para 22,8%, tendo o FT 4 como o predominante
(Fantasia & Filetici, 1994).

Na Holanda, Van Duijkeren et al. (2002) observaram que entre as Salmonella
Enteritidis isoladas de humanos e aves de 1984 a 2001, o FT 4 foi o predominante,
seguido pelo FT 21, FT 28, FT 1 e FT 6. De acordo com Schoeter et al. (1994) o FT 4
também € o que predomina na Alemanha.

No Brasil, Fernandes et al. (2003) observaram que a partir de 1993 a Salmonella
Enteritidis FT 4 suplantou o FT 8 que até entdo era o predominante, fato este
corroborado por estudos posteriores (Santos et al., 2003; Nunes et al. 2003).

Quando levamos em consideracéo a origem dos isolados, observamos que em
Salmonella Enteritidis isoladas de amostras clinicas e ambientais (swab de arrasto) de
aves daregido sul nos anos de 1999, 2000 e 2001, 56,4% pertencem ao FT 4, 21,8% ao
FT 48, 17,9% a0 FT 1, 1,3% a0 FT 6, 1,3% ao FT 6ae 1,3% ao FT 7a.

A predominancia do fagotipo 4 observado nas cepas de Salmonella Enteritidis
isoladas de amostras relacionadas a aves e seu ambiente criatério estd em concordancia
com o observado em um estudo da diversidade de cepas de Salmonella Enteritidis em
granjas de producdo avicolada Inglaterra (Liebanaet al., 2001).

Porém tais dados est&o em desacordo com os obtidos por Khakhria et al. (1991) e
Hickman-Brenner et al. (1991), no Canada e Estados Unidos respectivamente que
observaram que entre as Salmonella Enteiritidis isoladas de aves, o FT 8 foi o
predominante.

No Brasil, em estudo realizado por Nunes et al. (2003), dentre as Salmonella

Enteritidis isoladas de aves e seu ambiente criatério o FT 4 foi o predominante. Porém,
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enquanto Nunes et al., (2003), obtiveram o FT 7, como sendo 0 segundo mais isolado,
no presente estudo foi o FT 4a.

Nos isolados de carcagas resfriadas de frango 94,1% séo do FT 4 e 5,9% (1/17) do
fagotipo 4a.

A baixa diversidade fagotipica entre as Salmonella Enteritidis isoladas de carcacas
de frango da regido nordeste do Brasil chama a atengéo, porém é corroborada por Santos
et al., (2003), que entre Salmonella Enteritidis isoladas de carcacas de frango na regido
Sul do Brasil, também obtiveram somente isolados de dois fagotipos, FT 4 (93,3%) e FT
4a(6,7%).

Nunes et a. (2003), por sua vez, em isolados de carne de frango obtiveram uma
diversidade um pouco maior, FT 4 (91,9%), FT 6 (2,7%), FT 7 (2,7%) e FT 35 (2,7%).

Os resultados obtidos demonstraram que o FT 4 foi o predominante, que entre as
cepas de Salmonella Enteritidis isoladas de aves e de seu ambiente criatério existe uma
maior diversidade de fagotipos e que entre as cepas isoladas de carcagas de frango esta

diversidade é baixa.
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Tabela 1. Distribuicdo dos fagotipos de S. Enteritidis de acordo com a origem e periodo
de isolamento

Fagotipo

Origem  Ano 1 4 4a 6 6a 7a Total
Aves e 1999 5 13 13 - 1 - 32
ambiente 5500 4 21 1 1 i 1 28
de aves
(swab de 2001 5 10 3 - - - 18
arrasto)
Carcagas 2004 - 5 - - - - 5
resfriadas
defrango

- 11 1 - - - 12
Totais 14 60 18 1 1 1 95

14,7%) (63,1%) (18,9%) (1,1%) (1,1%) (1,1%) (100%)
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4. CONSIDERACOESFINAIS

O objetivo desta tese foi fornecer dados a respeito da resisténcia a agentes
antimicrobianos, bem como da deteccdo de mutagdo no gene gyrA da regido
determinante de resisténcia a quinolonas em amostras resistentes ao acido nailidixico,
fagotipagem e ribitipagem de cepas de Salmonella Enteritidis (SE).

Os dados de resisténcia a agentes antimicrobianos das cepas de SE isoladas de
amostras clinicas e do ambiente criatério de aves (n: 79), de cortes de frango (n: 21), na
regidgo Sul e de carcagas de frango (n: 17), na regido Nordeste, indicaram que 85,7%
(100/117) das cepas de SE apresentaram resisténcia a um ou mais agentes
antimicrobianos, sendo que o maior percentual esta entre as cepas isoladas de carcacas
resfriadas de frango, 100% (17/17), seguidas pelas isoladas de cortes de frango, 85,7%
(18/21) e das de amostras clinicas e de ambiente criatorio de aves, 82,3% (65/79).

Cepas resistentes em diferentes niveis foram encontradas para ampicilina (0,8%),
canamicina (1,7%), ciprofloxacina (1,7%), enrofloxacina (8,5%), gentamicina (15,4%),
estreptomicina (16,2%), écido nalidixico (35,9%), nitrofurantoina (38,4%) e tetracicilna
(60,7%). Nenhuma das 117 cepas de Salmonella Enteritidis foi resistente ao
cloranfenicol, norfloxacina e polimicina B.

Dentre as 100 cepas de Salmonella Enteritidis que apresentaram resisténcia, 66%
(66), formaram resistentes a dois ou mais agentes antimicrobianos. Trinta e quatro cepas
(34%), foram resistente somente a uma agente antimicrobiano, 18 a tetraciclinag, 11 a
nitrofurantoina, trés ao &cido nalidixico, uma a estreptomicina e uma a gentamicina.

Quando levamos em consideracdo de onde foram isoladas as Salmonella
Enteritidis, notamos que a tetraciclinafoi o agente antimicrobiano que apresentou maior
indice de resisténcia, 67,1% e 80,9%, entre as cepas de amostras clinicas e ambiente
criatorio de aves e de corte de frango respectivamente, ambos isolados na Regido Sul, ja
entre os isolados de carcacas resfriadas de frango a nitrofurantoina, com 94,1% de cepas
resistentes, foi a que teve maior incidéncia, tendo sido as mesmas, isoladas na Regido
Nordeste.

As cepas isoladas de carne de frango (cortes e carcagas resfriadas) foram
sensiveis a ampicilina, cloranfenicol, norfloxacina, gentamicina, ciprofloxacina e

polimixina B, enquanto as isoladas de aves e do seu ambiente criatério, foram sensiveis
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somente ao cloranfenicol, norfloxacina e polimixina B.

Os dados de resisténcia a agentes antimicrobianos indicaram gue levantamentos
continuos sdo necessarios na industria avicola e que existe a necessidade de um uso
responsavel dos agentes antimicrobianos, baseado na compreensdo da ecologia da
resisténcia, da transmissdo da bactéria resistente e de genes de resisténcia, da relacdo
entre 0 uso do antibidtico e aumento da resisténcia e de um conhecimento de
intervencoes efetivas.

Com relacéo a deteccdo de mutacdo no gene gyrA da regido determinante de
resisténcia a quinolonas em amostras resistentes ao acido nailidixico demonstrou-se que
assim como em outros trabalhos, amostras de SE resistentes ao acido nalidixico,
isoladas no Brasil, também apresentam mutacdo no gene gyrA, da regido determinante
de resisténcia a quinolonas. A mutagdo predominante foi a que ocorreu no condon Asp-
87. 66,6% das cepas que apresentaram mutacdo de Ser para Phe no codon 83,
apresentaram resisténcia ao acido nalidixico e a enrofloxacina.

A fagotipagem de 116 das 117 cepas de SE utilizadas no presente estudo
apresentou que 68,9% (80/116) pertencem ao fagotipo (FT) 4, 15,5% (18/116) ao FT 4a,
12,2% (14/116) a0 FT 1, 0,9% (1/116) a0 FT6, 0,9% ao FT 6a, 0,9% ao FT 7 € 0,9% a0
PT 7a

Quando levamos em consideracéo a origem dos isolados, observamos que nas SE
isoladas de amostras clinicas e ambientais (swab de arrasto) de aves nos anos de 1999,
2000 e 2001, 56,4% pertencem ao FT 4, 21,8% ao 4a, 17,9% a0 1, 1,3% a0 FT 6, 1,3%
a0 FT 6ael1l,3% a0 FT 7a.

Nas amostras isoladas de carne cortes de frango, o FT 4 predomina com 95,2%
(20/21) e 4,8% (1/21), pertencem ao FT 7. Nos isolados de carcagas resfriadas de frango
94,1% sdo do FT 4 e5,9% (1/17) do FT 4a.

A predominancia do FT 4 observado nas cepas de SE isoladas de amostras
relacionadas a aves e seu ambiente criatorio, bem como de cortes e carcagas de frango
esta em concordancia com o observado em um estudos da diversidade de cepas de SE na
maioria dos paises.

As cepas de SE isoladas de carcagas e cortes de frango apresentam baixa
diversidade fagotipica quando comparadas as isoladas de aves e de seu ambiente

criatorio.
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As 28 cepas de SE isoladas de carcacas resfriadas de frango naregido Sudeste, no
ano de 2004, que foram avaliadas pela técnica de Ribotipagem automatizada
apresentaram um baixo grau de diversidade génica, sugerindo que 82,1% das carcacas

de frango avaliadas foram contaminadas pelo mesmo clone de SE.
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