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RESUMO

O género Salmonella aparece como um dos principais agentes isolados em
surtos de toxinfecgdes alimentares. O sorovar Hadar merece especial atencéo,
pois tem sido frequientemente isolado de aves e produtos de origem avicola no
Brasil. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a resisténcia a
antimicrobianos (florfenicol, amoxicilina, tetraciclina, ampicilina, lincomicina,
sulfa-trimetoprim, neomicina, estreptomicina, gentamicina, norfloxacina,
ciprofloxacina, ceftiofur, eritromicina e enrofloxacina) em amostras de
Salmonella Hadar (SH), isoladas de cortes de frango no estado do Rio Grande
do Sul. Foram testadas 33 amostras de SH, que estavam estocadas na
bacterioteca do CDPA-UFRGS, as quais foram reativadas em caldo cérebro-
coracgdo, passadas para caldo tetrationato e estriadas em agar \verde-brilhante
e xilose lisina desoxicolato, a partir dos quais uma colbnia isolada,
caracteristica de Salmonella foi selecionada, estriada em agar cérebro-coracdo
(BHA). Para realizacdo dos antibiogramas, foram colhidas colénias isoladas do
agar BHA, e estas diluidas em solucdo salina 0,85%, procurando obter uma
turbidez semelhante & escala de McFarland 0,5. A partir desta diluicdo foram
semeados 150 pL em placas de &gar Mueller Hinton com auxilio de alca de
Drigalski, e, ap6s, os discos impregnados com antimicrobianos foram
distribuidos sobre o agar. As placas foram incubadas a 37°C e a leitura do
didmetro dos halos foi feita apos 18-20 h de incubacdo. As amostras foram
confirmadas para o género através da Reacdo da Polimerase em Cadeia
(PCR) pela presenca do gene invA. Foram testadas 33 amostras e todas
apresentaram resisténcia a, pelo menos, uma droga. Dessas amostras, 100%
foram sensiveis a ciprofloxacina e sulfa-trimetoprim. Para neomicina e
estreptomicina, mais de 60% das amostras apresentaram resisténcia
intermediaria e 100% das amostras foram resistentes a lincomicina e a
eritromicina. Um alto percentual de resisténcia a tetraciclina (67% das
amostras) também foi verificado. Estes resultados reforcam a necessidade de
um controle cada vez mais rigido no uso de antimicrobianos em animais de
producao.

INTRODUCAO

Seguranca alimentar € um dos pontos-chave na manutencdo da saude
das populacdes. Tanto paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento séo
alvo de estatisticas dramaticas quanto ao numero de vitimas acometidas por
doencas transmitidas por alimentos contaminados. Dentre as causas de
contaminacdes, bactérias como Salmonella, Campylobacter, Escherichia coli
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0157 e Listeria monocytogenes sdo as principais responsaveis por doencas de
origem alimentar em seres humanos, levando a Obitos especialmente ao
acometer jovens, idosos e/ou pessoas imunodeprimidas. A Organizacéo
Mundial de Saude (OMS) estima que mais de 2.000.000 de pessoas morram
por diarréia no mundo a cada ano.

O género Salmonella é um dos principais causadores de doenca de
origem alimentar no mundo. Estas bactérias sdo geralmente transmitidas aos
humanos através do consumo de alimentos contaminados, principalmente
carne, ovos e leite. Mesmo com esta forte relacdo dos produtos avicolas com
salmonela, a carne de frango passou a ser uma das maiores fontes protéicas
consumidas no mundo. O Brasil é atualmente o maior exportador e terceiro
maior produtor mundial de frangos de corte. Dados publicados pela Associacao
Brasileira de Produtores e Exportadores de Frangos (ABEF) demonstraram que
no ano de 2007 o Brasil produziu 10,2 milhdes de toneladas de carne de
frango, perdendo apenas para os EUA (16,2 milhdes toneladas) e para a China
(11,5 milhdes de toneladas). Neste contingente € que se encontra a produgao
avicola nacional e sua responsabilidade na manutencdo da seguranca
alimentar.

O Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA) do Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento, Instrucdo Normativa/SAD n°3 de
09/01/2002, preconiza que plantéis de bisavdés e avos sejam livres de
Salmonella Typhimurium, S. Enteritidis, S. Pullorum e S. Gallinarum. Os
plantéis de matrizes devem ser livres de S. Pullorum e S. Gallinarum e livres ou
gue estejam sob controle a S. Typhimurium e a S. Enteritidis. Segundo o
PNSA, a portaria n° 8 de 23/11/1995 preconiza que carnes positivas para
salmonela sdo improprias para consumo.

Segundo banco de dados da OMS (anos 2000 a 2002), S. Enteritidis,
seguida da S. Typhimurium s&o o0s sorovares mais prevalentes no mundo.
Salmonella Hadar, aparece com 2% de prevaléncia no continente europeu e
vem sendo detectada em varios paises desde seu primeiro relato em 1954, em
Israel. Em 1987 e 1988, foi 0 segundo sorovar mais prevalente em humanos e,
em 1990, o sorovar mais prevalente em aves no Canada (19,5 %) (DESMIT et
al., 1998). Em 2005, na Espanha, mais de 200 casos de salmonelose em
humanos foram provocados pelo sorovar Hadar, transmitido pelo consumo de
carne de frango (EUROSURVEILLANCE, 2005). No Brasil, mais
especificamente no estado do Rio grande do Sul, Nascimento et al. (1996),
verificaram S. Hadar como a segunda salmonela mais prevalente (26%),
inferior apenas a S. Enteritidis (51%).

A S. Hadar, da mesma forma que Enteritidis e Typhimurium, pertence ao
grupo das salmonelas paratificas ou zoonoticas, porém, diferente destas, S.
Hadar, ndo é considerada pelo European Union Zoonosis Council Directive
92/117/EEC como um sorotipo invasivo, no entanto, ndo ha uma delimitacdo
clara entre sorotipos invasivos e nao invasivos de salmonella. O sorovar Hadar
ja foi isolado de 6rgéos de aves, 0 que sugere uma caracteristica invasiva ao
mesmo (DESMIT et al., 1998). O presente trabalho teve como objetivo avaliar a
resisténcia a antimicrobianos em amostras de Salmonella Hadar (SH) isoladas
de cortes de frango no estado do Rio Grande do Sul.



MATERIAL E METODO

O experimento foi realizado nas dependéncias do Centro de Diagndstico
e Pesquisa em Patologia Aviaria — CDPA — da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul — UFRGS - durante os meses de junho e julho de 2008. Foram
testadas 33 amostras de Salmonella Hadar isoladas de carcacas de frangos,
previamente identificadas no Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ, RJ). A
Escherichia coli ATCC 25922 foi utilizada como cepa de referéncia. As
amostras foram reativadas em caldo cérebro-coracao, incubadas a 37 °C por
18-24h, e entdo passadas para caldo tetrationato, que foi colocado em banho-
maria a 42 °C por 18-24h. Apés, as amostras foram estriadas em agar \erde-
brilhante (BGN) e xlose lisina desoxicolato (XLD) e incubadas novamente a 37
°C por 18-24h, para confirmacdo da bactéria através das caracteristicas das
colénias. Posteriormente, uma colbnia isolada de cada amostra foi estriada em
agar cérebro-coracédo (BHA) e incubada a 37 °C por 18-24h. Para realizacdo do
antibiograma, foram colhidas col6nias isoladas do &ar BHA, e diluidas em
solucéo salina 0,85% de acordo com a escala de McFarland 0,5. A partir desta
diluicdo foram semeados 150 pL em placas de agar Mueller Hinton com
diametro de 12 cm, com auxilio de alca de Drigalski. ApGs, os discos
impregnados com antimicrobianos foram distribuidos sobre este, sendo que
esta etapa foi realizada em capela de fluxo laminar vertical. As placas foram
incubadas a 37 °C e a leitura do diametro dos halos foi feita entre 18-20 h de
incubacdo. Os antimicrobianos testados foram: florfenicol, amoxicilina,
tetraciclina, ampicilina, lincomicina, sulfa-trimetoprim, neomicina,
estreptomicina, gentamicina, norfloxacina, ciprofloxacina, ceftiofur, eritromicina,
enrofloxacina. As amostras foram analisadas para a deteccdo do gene invA,
proposto como o0 padrdo internacional para a deteccdo molecular de
salmonelas, através da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Para o PCR
foi utilizada uma aliquota de caldo BHI, o qual havia sido previamente
inoculado com 3 a 5 col6nias caracteristicas de salmonela, retiradas do agar
BGN. A extracdo de DNA foi feita a partir deste BHI inoculado, segundo método
de Guo et al. (2000), adaptado. A técnica do PCR foi realizada segundo
Oliveira et al. (2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das amostras testadas, 100% foram sensiveis a sulfa-trimetoprim e
ciprofloxacina. Quanto as demais quinolonas testadas, 96% e 80% das
amostras também foram sensiveis a enrofloxacina e norfloxacina,
respectivamente. Para neomicina e estreptomicina, mais de 60% das amostras
apresentaram resisténcia intermediaria e 100% das amostras foram resistentes
a lincomicina e a eritromicina. Um alto percentual de resisténcia a tetraciclina
(67% das amostras) também foi verificado. Todas as amostras apresentaram
resisténcia a, pelo menos, um antimicrobiano, como mostra em detalhes a
Tabela 1.



Tabela 1. Leitura dos antibiogramas para as amostras de Salmonella Hadar
isoladas de carcacas de frangos.

Antimicrobianos R (%) | (%) S (%)
Florfenicol 3.04% 6.06% 90.90%
Amoxacilina 3.03% 3.03% 93.94%
Ampicilina 18.18% 9.09% 72.73%
Lincomicina 100% 0 0
Sulfa+Trimetoprin 0 0 100%
Neomicina 0 60.60% 39.40%
Estreptomicina 15.15% 57.58% 27.27%
Gentamicina 0 3.03% 96.97%
Norfloxacina 6.06% 12.13% 81.81%
Ciprofloxacina 0 0 100%
Ceftiofur 18.18% 21.22% 60.60%
Eritromicina 100% 0 0
Erofloxacina 0 3.03% 96.97%
Tetraciclina 66.67% 3.03% 30.30%

R= Resistente, I= Intermediario, S= Sensivel.

Com relacdo ao PCR foi verificada a presenca de bandas especificas
compativeis com o0 gene invA (284 pares de bases) em todas as 33 amostras
de Samonella Hadar testadas (Figura 1).

Figural: Imagem do gel de agarose.
Bandas compativeis com
gene invA dos isolados de S.
Hadar (284 pares de bases).
A seta indica 300 pares de
base do marcador de peso
molecular.

O uso terapéutico de antimicrobianos constitui um importante papel na
prevencdo da disseminacdo de doencas entre o0s animais, tratamento de
animais enfermos, promogao de crescimento e prevencao na transmisséo de
agentes zoonoticos. Desde o0 descobrimento da aplicabilidade dos
antimicrobianos em animais de producdo, seu uso tornouse comum (CDC,



2004). No entanto, a utilizacdo indiscriminada de antimicrobianos nas
medicinas humana e veterindria tem causado sérios problemas com
implicacdes econbmicas, politicas e sociais, tanto em paises desenvolvidos
como nos paises em desenvolvimento, dificultando a terapéutica e sendo
atualmente um dos maiores problemas de saude publica (RODRIGUES &
FONSECA, 2006).

A resisténcia de todos os isolados de S. Hadar a lincomicina e a
eritromicina jA era esperada, pois esses antimicrobianos tém atuacado
principalmente sobre bactérias Gram positivas. Ja a alta resisténcia a
tetraciclina (67% das amostras) pode estar associada ao uso indiscriminado
desse antimicrobiano, mesmo apoés a proibicdo do seu uso nas ra¢des animais,
esse antimicrobiano de amplo espectro € extensivamente utilizado na avicultura
(ITO, et al. 2005). Apesar dessa problematica, poucos estudos foram
realizados para a determinacdo do perfil de resisténcia antimicrobiana de
Salmonella Hadar isoladas de carcacas de frango. Em alguns desses
trabalhos, assim como no presente, pode-se verificar a multi-resisténcia a
antimicrobianos em um numero consideravel de amostras de S. Hadar. Ribeiro
et al. (2006), constatou resisténcia a estreptomicina, sulfazotrim e tetraciclina
em todas as amostras de S. Hadar isoladas de carcacas. Resisténcia a
tetraciclina, foi alta no presente trabalho (67%) e foi também verificada em
isolados do mesmo sorovar em carcacas de perus (FAKHR et al., 2006) assim
como em carcacas de frangos (SANTOS et al., 2000). Martinez et al. (2005),
verificaram a presenca de genes de resisténcia a tetraciclina em 38% das
amostras de S. Hadar avaliadas. Os dados de multi-resisténcia da S. Hadar a
antimicrobianos observados na literatura e os resultados obtidos neste trabalho
reforcam a necessidade de um controle cada vez mais rigido no uso de
antimicrobianos, ndo s6 em animais de producdo, mas em todas as classes
que deles fazem uso.
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