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SOUZA, Roberta B. Perfil de Suscetibilidade Antimicrobiana e Avaliagao Molecular da
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RESUMO

Foram avaliadas 212 cepas epidémicas de Salmonella spp. isoladas de pacientes e alimentos
entre 1999 e 2006 no Estado do Parana, além de 19 cepas de origem avicola. Dentre as cepas
provenientes de surtos 16 diferentes sorovares foram identificados, sendo que Enteritidis foi o
mais freqlentemente isolado, presente em 174 amostras (82%), seguido por sete cepas de S.
Infantis (3,3%), seis de S. Typhimurium (2,8%) e seis de S. Derby (2,8%). O perfil de
suscetibilidade a aos antimicrobianos revelou que dentre as cepas epidémicas, 95 (45%)
apresentaram resisténcia ao &cido nalidixico, uma (0,5%) a ampicilina e uma (0,5%) ao
sulfametoxazol-trimetoprim. Todas as cepas foram suscetiveis a cefotaxima, cloranfenicol e
ciprofloxacina. No periodo estudado, houve um aumento de 15% para 62,5% na resisténcia ao
acido nalidixico e foi observada uma elevagédo no valor do MICsg para ciprofloxacina nas cepas
avaliadas. A concentragao inibitéria minima de ciprofloxacina (CipMIC) foi maior para as cepas
resistentes do que para as cepas sensiveis ao &cido nalidixico. Adicionalmente, durante o
periodo estudado, foi constatada uma tendéncia crescente no isolamento de cepas epidémicas
com suscetibilidade reduzida a ciprofloxacina (MIC> 0,125ug/mL). Na avaliagdo do perfil de
resisténcia das cepas de origem avicola, 13 (68,4%) foram resistentes ao &cido nalidixico. A
ocorréncia de mutacdes na Regido Determinante de Resisténcia as Quinolonas (QRDR) do gene
gyrA foi avaliada através da técnica de AS-PCR-RFLP nas 95 cepas de Salmonella spp.
resistentes ao acido nalidixico envolvidas em surtos e 13 cepas de origem avicola. Os perfis de
RFLP das cepas epidémicas evidenciaram a presenca de mutagdes nos cddons Asp87 (63%) e
Ser83 (37%). Dentre as cepas de origem avicola, 11 (84,6%) apresentaram mutagdes nos
codons Asp87 (54,5%) ou Ser83 (45,5%) do gene gyrA. Em duas cepas avicolas de Salmonella
fenotipicamente resistentes ao acido nalidixico e com suscetibilidade reduzida a ciprofloxacina,
nao foram identificadas quaisquer mutagdes no gene gyrA, sugerindo a ocorréncia de outros
mecanismos de resisténcia. Nao foram identificadas duplas mutagdes no gene gyrA. A posicao
do ponto de mutagao foi associada a variagdo dos niveis de resisténcia a ciprofloxacina. Cepas
com mutacdo no cédon 83 foram mais resistentes que aquelas com mutagdo no cédon 87. Nao
foi observada mutagao no cddon Gly81 em nenhuma das cepas avaliadas. A elevada incidéncia
de cepas de Salmonella resistentes ao acido nalidixico e com suscetibilidade reduzida a
ciprofloxacina que apresentam mutagdes no gene gyrA observada no presente estudo alerta
para o uso criterioso de fluoroquinolonas, evitando a emergéncia de cepas resistentes.

Palavras-chave: Salmonella, resisténcia antimicrobiana, quinolonas, PCR-RFLP, mutac&o.



SOUZA, Roberta B. Antimicrobial susceptibility profile and Molecular Evaluationof the
Quinolone Resistance in Salmonella strains from foodborne outbreak and poultry source
isolated between 1999 — 2006 in Parana State, Brazil. Dissertagdo de Mestrado em Ciéncia de

Alimentos — Universidade Estadual de Londrina.

ABSTRACT

The present study was carried out to evaluate the antimicrobial susceptibility of 19 Salmonella
strains from poultry and 212 Salmonella strains associated to foodborne outbreaks occurred in
Parana State between 1999 and 2006. A total of 16 different Salmonella serovars was identified
among the epidemic isolates. Enteritidis was the most frequently serovar which was identified in
174 samples (82%) followed by S. Infantis (3,3%), S. Typhimurium (2,8%) and S. Derby (2,8%).
Ninety five (45%) epidemic strains were nalidixic acid resistant, one (0,5%) was resistant to
ampicillin and one (0,5%) to trimethoprim. All analyzed strains were susceptible to cefotaxim,
chloramfenicol and ciprofloxacin. An increase in nalidixic acid resistance from 15.0% to 62.5%
and in ciprofloxacin MICso values was observed during the period of study. The ciprofloxacin
minimal inhibitory concentration (CipMIC) was higher for resistant nalidixic acid strains than for
the susceptible ones. Also, an increase in isolation of epidemic Salmonella strains with reduced
susceptibility (MIC> 0,125ug/mL) to ciprofloxacin was observed. Thirteen (68.4%) of the analyzed
poultry strains were nalidixic acid resistant. Epidemic (n= 95) and poultry strains (n= 13) resistant
to nalidixic acid were analyzed by AS-PCR-RFLP method in order to determine the presence of
mutations in QRDR region of gyrA gene. RFLP patterns of epidemic strains showed mutations at
codons Asp87 (63%) and Ser83 (37%). Among isolates of poultry, 11 (84.5%) showed mutations
at codons Asp87 (54.5%) and Ser83 (45.5%). Any mutations at the QRDR region of gyrA gene
were detected in two strains resistant to nalidixic acid but other molecular resistance mechanisms
could be involved. No double mutations were observed in the analyzed strains. The position point
mutation was associated with different levels of ciprofloxacin resistance. Strains with Ser83
mutation showed higher resistance than strains with Asp87 mutation. No mutations were
observed in codon Gly81. The high prevalence of Salmonella strains resistant to nalidixic acid
and mutation points in gene gyrA alerts for the rational use of fluoroquinolone in order to avoid

emergence of resistance.

Key-words: Salmonella, antimicrobial resistance , quinolone, PCR-RFLP, mutation.
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1. INTRODUGAO

As salmoneloses sao reconhecidas como causa comum de doengas transmitidas por
alimentos (DTA) (WHO, 2006). No Estado do Parana, Brasil, entre 1999 e 2006, 52 dos 399
municipios notificaram surtos de salmonelose e o sorovar Enteritidis foi responsavel por 82% dos
surtos. Gastroenterites causadas por Salmonella, geralmente, ndo requerem emprego de terapia
antimicrobiana devido a sua natureza auto-limitante. Entretanto, em pacientes imunodeprimidos,
idosos ou criangas, ou ainda em casos de salmoneloses graves ou sistémicas, 0 uso de
antimicrobianos é essencial (SAN MARTIN et al., 2005, BUTAYE et al., 20086).

Durante décadas, ampicilina, cloranfenicol e trimetoprim-sulfametoxazol foram as drogas
mais utilizadas para o tratamento de salmoneloses. Porém, a crescente resisténcia a estes
agentes reduziram significativamente o uso na clinica médica e, consequentemente, as
fluoroquinolonas (FQ) passaram a ser os principais antimicrobianos empregados (PIDDOCK,
1998; BUTAYE et al., 2006).

A selecéo de bactérias com resisténcia antimicrobiana intrinseca e ou com mecanismos
adquiridos de resisténcia contribuem significativamente para o aumento de bactérias resistentes
e, consequentemente, restringe as opgles terapéuticas para o tratamento de infecgdes por
Salmonella. Nesse contexto, 0 aumento na resisténcia ao acido nalidixico, uma quinolona de 12
geragao, representa um problema de saude publica, considerando que pode estar relacionado a
reducdo da suscetibilidade as fluoroquinolonas, como a ciprofloxacina (PIDDOCK, 2002,
ESCRIBANO et al., 2004; SAN MARTIN et al., 2005). A maior parte das infecgdes por
Salmonella em humanos ocorre em decorréncia da ingestédo de alimentos de origem animal
contaminados. Dessa forma, o emprego de agentes antimicrobianos em animais destinados a
alimentacdo humana é, supostamente, a principal causa da emergéncia e distribuicdo de cepas
de Salmonella resistentes (ANGULO et al., 1999; HOPKINS et al., 2005; GIRAUD et al., 2006).

Os mecanismos de resisténcia as quinolonas frequentemente descritos sdo mutagdes
nos genes que codificam enzimas, hiperexpressdo das bombas de efluxo e alteragbes nas
porinas da membrana externa (PIDDOCK et al., 1998; HOOPER et al., 1999; SAN-MARTIN et
al., 2005). Recentemente, foi demonstrada a possibilidade de resisténcia a este antimicrobiano
devido a aquisi¢do do gene qnr, via plasmidio, que codifica uma proteina que protege a DNA-
girase da agao das quinolonas (GAY et al., 2006; TRAN & JACOBY, 2002).

O conhecimento do perfil de suscetibilidade antimicrobiana e dos mecanismos

envolvidos na resisténcia as fluroquinolonas em Salmonella spp.pode auxiliar na escolha do
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tratamento adequado, evitando a emergéncia de cepas resistentes, além de contribuir com
estudos epidemioldgicos. Pelo exposto, o objetivo do presente estudo foi avaliar o perfil de
suscetibilidade antimicrobiana em cepas de Salmonella spp. epidémicas e de origem avicola,
isoladas entre 1999 e 2006 no Estado Parana. Adicionalmente, visou investigar a ocorréncia de
mutacdes na Regido Determinante de Resisténcia as Quinolonas (QRDR), relacionadas a

resisténcia as fluoroquinolonas.
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2. OBJETIVOS

e Avaliar o perfil de suscetibilidade antimicrobiana em cepas de Salmonella spp.

epidémicas e de origem avicola isoladas entre 1999 e 2006 no Estado do Parang;

e Avaliar a ocorréncia de mutagdes na Regido Determinante de Resisténcia as Quinolonas

(QRDR) do gene gyrA relacionadas a resisténcia a estes antimicrobianos, empregando a
técnica de AS-PCR-RFLP.
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3. REVISAO DE LITERATURA

A Revisdo de literatura sera apresentada na forma de duas revisdes que serdo submetidas a

publicacdo em revistas cientificas:

Parte | - Epidemiologia, Incidéncia e Distribui¢cdo de Salmonella spp.
Periddico: Revista Biosaude, Centro de Ciéncias Bioldogicas, Departamento de Ciéncias
Patoldgicas

Parte Il - Mecanismos de Resisténcia a Fluoroquinolonas em Salmonella spp.

Periddico: SEMINA - Ciéncias Agrérias
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Roberta Barreiros de Souza’
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Tereza Cristina R. M. de Oliveira’

1 Universidade Estadual de Londrina , Centro de Ciéncias Agrarias, Departamento de Ciéncia e

Tecnologia de Alimentos.
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RESUMO

Nos ultimos anos, dados epidemioldgicos vém demonstrando considerdvel aumento na
freqiéncia de cepas de Salmonella spp. envolvidas em surtos de toxinfecgdes alimentares.
Atualmente, Salmonella é o principal agente etioldgico de doencgas veiculadas por alimentos
(DTA). Os alimentos frequentemente envolvidos em surtos de salmonelose sdo produtos de
origem avicola. Segundo dados recentes da Uni&o Brasileira de Avicultura, o Estado do Parané é
0 maior produtor nacional de carne de frango. Entre 1999 e 2006, 55 dos 399 municipios
paranaenses notificaram surtos de salmonelose e o sorovar Enteritidis foi responsavel por 82%
dos surtos. Considerando a producdo de carne de frango e derivados no Parand e sua
contribuigdo no mercado brasileiro esta revisdo teve como objetivo apresentar dados relativos a

epidemiologia, incidéncia e distribuicdo de Salmonella spp.
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INTRODUGAO

As salmoneloses sdo reconhecidas como causa comum de doengas transmitidas por
alimentos (DTA) e representam um grave problema de saude publica (WHO, 2006). Salmonella
spp. € amplamente distribuida na natureza e coloniza uma variedade de animais, como
mamiferos, anfibios, répteis, aves e insetos. S. Typhi e S. Paratyphi sdo patdgenos
especificamente humanos, ndo possuem reservatorio animal e podem causar infecgdes
sistémicas graves. Os demais sorovares causam as chamadas salmoneloses ndo-tiféides que
podem atingir humanos e animais (BUTAYE et al., 2006; FORSHELL; WIERUP, 2006).
Geralmente, as infecgdes devido a Salmonella spp. resultam em gastroenterites auto-limitadas
que incluem sintomas como dores abdominais, nauseas, vomito, diarréia, febre moderada e
dores de cabega, tratadas apenas nos casos de pacientes imunodeprimidos, neonatais e idosos,
ou pacientes com febre entérica e bacteremia (SALYERS; WHITT, 1994; GALES et al., 2002;
HOPKINS et al., 2005). Embora as salmoneloses ocorram frequentemente em humanos, a
transmissdo direta de pessoa a pessoa ndo é comum, sendo a maior parte das infecgdes
associadas ao consumo de alimentos contaminados (SALYERS; WHITT, 1994; GALES et al.,
2002; TEO; OLIVEIRA, 2005).

Alimentos de origem animal sdo os veiculos mais frequentes de transmissdo de
Salmonella spp., especialmente os produtos avicolas (RIBEIRO et al., 2007). O primeiro caso de
salmonelose em humanos foi relatado em 1880 e predominavam os casos de infecgdes por S.
Typhi. As medidas de prevencao e controle para este patdgeno alteraram esse quadro e, desde
1940 tem-se registrado um aumento progressivo no isolamento de Salmonella ndo-especifica em
humanos e animais, particularmente S. Typhimurium e mais recentemente, S. Enteritidis
(FORSHELL; WIERUP, 2006).

Em 1993, no Brasil, Salmonella Enteritidis emergiu como um grande problema avicola e
de saude publica. Estudos epidemiologicos sugerem a entrada deste sorovar no pais
provavelmente no final da década de 80, via importagdo de material genético avicola
contaminado (SILVA; DUARTE, 2002).

No Parana, dados da Secretaria da Saude do Estado (2007) relativos & ocorréncia de
DTAs no periodo de 1978 a 2000 apontam Salmonella spp. como o0 segundo agente etiolégico
de maior prevaléncia, superada apenas por intoxicagdo estafilococica (AMSON et. al, 2006,
Secretaria do Estado do Parana, 2007). O numero de casos de salmonelose no Estado

aumentou significativamente nos Ultimos anos. Em 1993, 7,1% dos surtos de toxinfecgao
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alimentar foram causados por Salmonella spp. e 34% por Staphylococcus aureus. Ja em 1995, a
salmonelose foi a principal DTA notificada no Parana e, em 1998, 57,1% dos surtos confirmados
laboratorialmente foram causados por Salmonella spp. € 31,2% por cepas enterotoxigénicas de
S. aureus (NEGRETE, 2004). Nos surtos ocorridos entre 1999 e 2006, o sorovar Enteritidis foi o
predominante, tanto nas amostras de pacientes (74,8%) quanto nos alimentos envolvidos em
surtos (80%) (informacdes pessoais de Luciana Kottwitz).

Considerando a importancia de Salmonella spp. como principal agente etioldgico de DTA
no Estado do Parana desde a década de 90, o objetivo desta revisdo foi apresentar dados

epidemioldgicos de casos e surtos de salmonelose ocorridos em diversos paises.
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EPIDEMIOLOGIA DA SALMONELOSE E O GENERO SALMONELLA

O género Salmonella pertence a Familia Enterobacteriaceae e compreende bacilos
Gram-negativos, néo produtores de esporos, anaerobios facultativos, produtores de gas a partir
da glicose, exceto S. Typhi, e capazes de utilizar o citrato como Unica fonte de carbono. A
maioria dos sorovares € moével, com excecdo de Salmonella Pullorum e Gallinarum, devido a
presenca de flagelos peritriquiais (CORTEZ et al., 2006).

A denominagéo do género Salmonella sofreu algumas modificagdes e a nomenclatura
mais aceita atualmente divide o género em duas espécies, S. enterica e S. bongori, com mais de
2500 sorovares (Tabela 1) (POPOFF; LE MINOR, 2001).

Tabela 1. Classificacdo dos sorovares de Salmonella spp. segundo esquema de Kauffmann-
White descrito por Popoff (2001).

Espécies Subespécies Nimero de Sorovares
S. enterica Enterica 1478
Salamae 498
Diarizonae 327
Arizonae 94
Houtenae 71
Indica 12
S. bongori 20
TOTAL 2501

Fonte: POPOFF (2001).

Os sorovares sao bioquimicamente relacionados, diferenciando-se as subespécies entre
si pela combinagdo de seus antigenos somaticos ( O ) e flagelar ( H ). A classificacdo em
espécies e subespécies reflete a atual relagéo filogenética entre os sorovares de Salmonella,
com a andlise da evolugdo do género revelando uma origem monofilética, na qual esta bactéria
teria um ancestral comum, relativamente préximo a outras enterobactérias, como Escherichia
coli. Assim, S. enterica e E. coli teriam divergido de um mesmo ancestral hd 140 milhdes de
anos, por volta do periodo da origem dos mamiferos. A E. coli teria evoluido como um organismo
comensal de aves e mamiferos, enquanto S. enterica como um patogeno intracelular facultativo,

colonizando aves, répteis e mamiferos, com alguns sorovares apresentando acentuada
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especificidade com determinados hospedeiros, como por exemplo, S. Typhi e S. Gallinarum
(NASCIMENTO; SANTOS, 2002).

Salmonella spp. é amplamente distribuida na natureza e coloniza uma variedade de
animais, como mamiferos, anfibios, répteis, aves e insetos. S. Typhi e S. Paratyphi sao
patdgenos especificamente humanos, ndo possuem reservatorio animal e podem causar
infeccOes sistémicas graves. Os demais sorovares causam as chamadas salmoneloses nao-
tiféides que podem atingir humanos e animais (BUTAYE et al., 2006; FORSHELL; WIERUP,
2006).

Alimentos de origem animal s&o elementos importantes na cadeia alimentar humana,
entretanto, podem representar fonte de patdgenos causadores de toxinfecgbes alimentares,
como Salmonella, especialmente os produtos avicolas, reconhecidos como veiculos freqlentes
de transmissao desse microrganismo (RIBEIRO et al., 2007).

As infecgdes por Salmonella sdo responsaveis por uma variedade de doengas agudas e
cronicas em plantéis avicolas, sendo clinicamente classificadas em trés enfermidades: pulorose,
causada por S. Pullorum, tifo aviario, causada por S. Gallinarum e infecgdes paratificas,
reconhecidas por sua capacidade de produzir casos de toxinfeccdes em humanos e sem
preferéncia por um hospedeiro em especial (NASCIMENTO; SANTOS, 2002).

As salmoneloses aviarias causadas por S. Enteritidis estdo incluidas no grupo chamado,
em patologia aviaria, de salmonelose paratifica. Acomete principalmente aves jovens, até 2
semanas de idade, enquanto as mais velhas tornam-se, em geral, portadoras intestinais
assintomaticas por longos periodos (NASCIMENTO; SANTOS, 2002). S. Enteritidis, S.
Typhimurium e S. Heidelberg podem ocasionalmente infectar os ovérios, oviduto e contetido dos
ovos e, consequentemente, serem transmitidas verticalmente a progénie (HUMPHREY, 1994;
DESMIDT et al., 1997; POPPE, 1999). Segundo Berchieri et al. (1987), S. Enteritidis ndo persiste
por muitas semanas no organismo das aves, sugerindo que a transmissao vertical ocorre quando
as aves em postura tém infecgéo recente. Ha também a possibilidade de os ovos se tornarem
contaminados ap6s a formagéo da casca pelo contato com fezes contaminadas na cloaca ou no
ambiente, em ninhos, galpdes de matrizes, caminhdes ou no incubatorio, caracterizando a
transmissao horizontal do microrganismo entre as aves (MCILROY et al., 1989).

O primeiro caso de salmonelose em humanos foi relatado em 1880 e predominavam os
casos de infecgdes por S. Typhi. As medidas de prevencdo e controle para este patégeno
alteraram esse quadro e, desde 1940 tem-se registrado um aumento progressivo no isolamento

de Salmonella ndo-especifica em humanos e animais, particularmente S. Typhimurium e mais
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recentemente, S. Enteritidis, atualmente o sorovar mais isolado em toxinfecgdes alimentares
(FORSHELL; WIERUP, 2006).

Em 1993, no Brasil, Salmonella Enteritidis emergiu como um grande problema avicola e
de saude publica. Estudos epidemioldgicos sugerem a entrada deste sorovar no pais via
importagdo de material genético avicola contaminado, provavelmente no final da década de 80
(SILVA; DUARTE, 2002).

Embora as salmoneloses ocorram frequentemente em humanos, a transmissao direta de
pessoa a pessoa nao é comum, sendo a maior parte das infecgdes associadas ao consumo de
alimentos contaminados (SALYERS E WHITT, 1994; GALES et al., 2002; TEO; OLIVEIRA,
2005). A incidéncia de salmonelose causada pelo sorovar Enteritidis vem aumentando
progressivamente, sendo os ovos crus ou mal cozidos, e produtos com este ingrediente os
principais alimentos envolvidos em surtos (NUNES et al., 2003; NYGARD et al., 2004;
ADESIYUN et al., 2006; SURESH et al., 2006). Patrick et al. (2004) alertaram para a importancia
da casca do ovo como um fator de risco para contaminagdo de alimentos por Salmonella,
destacando a relevancia da manipulagdo inadequada como possivel fator de contaminagéo
cruzada.

Procedimentos inadequados de manipulagdo contribuem para a disseminagdo de
Salmonella no ambiente de preparo de alimentos, devido sua capacidade de aderir a superficies,
como teflon, ago inoxidavel e vidro, pela formacdo de biofilmes em resposta a estresse de
disponibilidade de nutrientes e dgua (AUSTIN et al., 1998; MATTICK et al., 2000). S. Enteritidis
exibe resisténcia térmica aumentada, dificultando sua remocao dificil quando aderida a estes
materiais (DOYLE & MAZZOTTA, 2000).

INCIDENCIA E DISTRIBUIGAO DA SALMONELOSE

Nos Estados Unidos, tal como em diversos outros paises, a febre tifoide que foi
extremamente comum no inicio do século 20, praticamente desapareceu. Entretanto, novos
patoégenos veiculados por alimentos tém emergido, entre os quais Salmonella ndo-tiféide que
aumentou expressivamente apos a Il Guerra Mundial (TAUXE, 1997).

O relatério da Organizagdo Mundial da Saude (WHO, 2006) revelou que, em diversos
paises, os sorovares de Salmonella mais encontrados em fontes humanas sdo Enteritidis,
Typhimurium, Newport, Heigelberg e Virchow (SCHLUNDT, 2002; WHO, 2006). A distribuicdo
entre anos de 2000 e 2004 do Banco de Dados do WHO Global Salm-Surv, que reune as
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informagdes de mais de 200 paises dos cinco continentes € a seguinte: 61% Enteritidis, 18%
Typhimurium, 2% Newport, 2% Heigelberg e 2% Virchow e 15% outros sorovares (WHO, 2006).

No inicio dos anos 90, S. Typhimurium espalhou-se rapidamente em muitos paises

Europeus e América do Norte. O aumento da incidéncia deste sorovar em humanos se deve,
sobretudo, aos sistemas de produgédo de gado, e mais tardiamente, a suinocultura (CDC, 1997).
Em meados dos anos 90, S. Typhimurium tornou-se o principal causador de infecgdes humanas
e ganhou importancia devido ao surgimento de cepas multi-resistentes a agentes
antimicrobianos (HELMS et al., 2005). Atualmente, S. Enteritidis € um dos sorovares de maior
prevaléncia entre 0s casos humanos de salmoneloses nao-tifoide relatados em todo 0 mundo,
principalmente em paises desenvolvidos (RABSCH et al., 2001; PATRICK et al., 2004; WHO,
2006).
S. Enteritidis surgiu nos EUA no final da década de 80, como importante causa de infecgdes
humanas e o numero de surtos relativos a este sorovar tem aumentado progressivamente
(PATRICK et al., 2004; BUTAYE et al., 2006; CDC, 2006). Em 1976, a incidéncia de S. Enteritidis
representava apenas 5% do total de isolados, aumentando para 10% em 1985 com taxa de 2,4/
100.000 habitantes e chegando a 36% em 1996 (PATRICK et al., 2004; CDC, 2000).

Galanis et al. (2006) descreveram a distribui¢cdo global de sorovares de Salmonella
isolados de fontes humanas e ndo-humanas no periodo de 2000 a 2002, e relataram S enterica
sorovar Enteritidis como o mais comum entre isolados humanos (65%), seguido por S.
Typhimurium (12%) e S. Newport (4%). Entre os isolados de fontes ndo-humanas no ano de
2002, S. Typhimurium foi 0 mais comumente reportado (17%), seguido por S. Heidelberg (11%)
e S. Enteritidis (9%). Durante este periodo, a distribuigdo dos sorovares ndo-humanos foi mais
homogénea do que a dos humanos.

Aproximadamente 40.000 a 50.000 casos de salmoneloses néo-tifoidal so reportados a
cada ano ao Centro de Controle e Prevencdo de Doengas (CDC) nos Estados Unidos (EUA).
Estes numeros refletem uma subestimativa da magnitude do problema, por que muitos pacientes
nao procuram o hospital devido a natureza auto-limitante da doenca (RABSCH et al. 2001).
Apenas nos EUA, estima-se que ocorram cerca de 1,4 milhdes de novos casos por ano devido a
infeccdes por Salmonella ndo-tifoide, resultando em 15.000 hospitalizagdes e 400 mortes (YAN
et al., 2003; GALANIS et al., 2006; FORSHELL; WIERUP, 2006; SURESH et al., 2006; WHO,
2006).

Segundo o Relatério Anual do Sistema Nacional de Vigilancia de Salmonella (CDC,
2006), os sorovares mais isolados nos EUA no ano de 2005 foram, respectivamente,

Typhimurium, Enteritidis, Newport e Heidelberg, sendo que Salmonella Typhimurium vem
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apresentando maior prevaléncia desde 1970 entre isolados humanos. No entanto, dados do
Programa de Infecgdes Emergentes que coleta informagdes em dez Estados americanos revela
que dos 5.957 casos sorotipados de infec¢des por Salmonella no ano de 2006, o sorovar
Typhimurium foi responsavel por 1.157 casos (19%) e Enteritidis por 1.109 (19%). Embora a
incidéncia global de Salmonella ndo tenha reduzido significativamente, a comparagéo com a
base de dados dos anos de 1996 a 1998 demonstra redugao na incidéncia de S. Typhimurium e
aumento de S. Enteritidis, evidenciando uma possivel alteracdo no perfil epidemioldgico das
salmoneloses nos EUA (CDC, 2007).

Na Europa, os dados do WHO Surveillance Programme for Control of Disease in Europe,
que inclui 50 paises, revelaram que desde 1985 vem sendo observado um aumento geral na
incidéncia de salmoneloses, alcangando o0 méximo entre os anos de 1990 e 1992 (SCHLUNDT,
2004).

De acordo com Galanis et al. (2006), S. Enteritidis correspodeu a 79% das cepas
isoladas em paises europeus no ano de 2002, seguido por S. Typhimurium, com S. Hadar, S.
Virchow e S. Infantis se alternando na terceira posi¢do. Esta tendéncia se manteve nos anos
seguintes, onde o sorovar Enteritidis foi 0 sorovar mais frequentemente isolado na Europa entre
os anos de 2000 e 2004 (WHO, 2006).

Na Alemanha, S. Enteritidis tornou-se o sorovar mais isolado no ano de 1986 e a maior
incidéncia de infec¢des humanas foi reportada em 1992, com 74% de prevaléncia entre as cepas
de Salmonella isoladas pelo Instituto Robert Koch. Em 1993, a determinagéo para refrigeracéo
dos ovos com mais de 18 dias de prateleira resultou em uma reducao na incidéncia de infecgdes
por S. Enteritidis, porém, o sorovar continua sendo o mais frequentemente isolado no pais
(RABSCH et al., 2001).

Na ltalia, o isolamento de S. Enteriditis comegou a aumentar gradualmente a partir da
década de 90, em paralelo com o avango em toda a Europa (NASTASI et. al, 2000). Durante o
periodo de 1982 a 1992, o isolamento de S. Enteritidis aumentou de 2,4 para 57,1% em
humanos e de 0,5 para 22,8% em alimentos (FANTASIA; FILETICI, 1994).

Similarmente, o numero de infec¢des humanas causadas por S. Enteritidis na Inglaterra
e Pais de Gales aumentou expressivamente entre os anos de 1.983 a 1988, o que foi
considerado por alguns pesquisadores como o inicio da pandemia deste sorovar (RABSCH et
al., 2001). A partir do ano de 1997 foi constada uma redugao gradual nos casos de salmonelose
reportados ao Laboratorio de Saude Publica Inglés, entretanto, o numero de isolamentos de S.
Enteritidis continua alto. Em 2002, aproximadamente 65% do total de casos notificados

corresponderam a este sorovar (PHLS, 2004).
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No continente Asiatico, de 2000 a 2002, Japdo, Coréia e Tailandia reportaram S.
Enteritidis como sendo o sorovar mais comumente diagnosticado em humanos. Em 2002,
representou 38% dos isolados em humanos, mas apenas 7% em fontes ndo-humanas, sendo S.
Anatum o sorovar mais frequente nestas fontes (GALANIS et al., 2006).

Na Africa em 2002, S. Enteritidis e S. Typhimurium foram responsaveis por
aproximadamente 25% dos isolados humanos cada sorovar. Entre as fontes ndo humanas, S.
Anatum e S. Enterititdis apresentaram as maiores proporgdes (GALANIS et al., 2006).

Neste contexto, na América Latina e no Caribe entre 0 ano 2000 e 2002, S. Enteritidis foi
o sorovar de maior incidéncia entre isolados de fonte humana e ndo humana. Outros sorovares,
como Typhi, Typhimurium, Montevideo e Paratyphi B também foram observados entre isolados
humanos e Typhimurium, Senftenberg, Mbandaka e Agona, entre ndo humanos (GALANIS et al.,
2006).

Na Colémbia, entre 1997 e 2004, o sistema de vigilancia epidemioldgica isolou 60
sorovares de Salmonella spp. Dentre os 1.531 isolados, 32% foram Typhimurium, 30%
Enteritidis, 6% Typhi e 32% estavam distribuidos em outros sorovares (CDC, 2006).

No Uruguai vem sendo observado um aumento na incidéncia das DTA desde 1993,
principalmente devido ao numero crescente de casos de salmonelose. Entre 1995 e 2001 foram
registrados 124 surtos de origem bacteriana, sendo Salmonella spp. responséavel por 57% dos
casos e o0 sorovar Enteritidis o de maior prevaléncia (89,4%), seguido por Typhimurium (4,3%)
(PAHO, 2001).

No Brasil, o perfil epidemiologico das doengas transmitidas por alimentos é pouco
conhecido, por que apenas alguns Estados dispdem de Programas de Vigilancia, estatisticas e
levantamento de dados sobre os surtos (AMSON et al., 2006).

No Estado de Séo Paulo, surtos de DTA causados por S. Enteritidis sofreram crescente
aumento a partir de 1993 e, em 1995, este sorovar passou a ser o de maior prevaléncia, com
64,9% dos isolamentos de material bioldgico de origem humana e 40,6% de outras origens
(PERESI et al., 1998). No periodo de 1996 e 2003, S. Enteritidis foi identificada em 67,4% dos
isolados de fonte humana, seguido por S. Typhimurium (5,2%) (FERNANDES et. al, 2006).

Sob 0 mesmo aspecto, Nadvorny et. al (2004) relataram que desde 1993 o indice de
notificacdo de salmonelose vem aumentando entre os surtos de DTA no Rio Grande do Sul,
sendo Salmonella spp. 0 agente prevalente no ano de 2000. Os alimentos envolvidos nestes
surtos tiveram origem na cadeia avicola, sendo principalmente a manipulagéo inadequada e o

uso de matéria-prima sem inspecéo os fatores determinantes predominantes.
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No Parana, dados da Secretaria da Saude do Estado (2007) relativos & ocorréncia de
DTAs no periodo de 1978 a 2000 apontam Salmonella spp. como o segundo agente etiologico
de maior prevaléncia, superada apenas por intoxicagao estafolococica (AMSON et. al, 2006,
Secretaria do Estado do Parana, 2007). O numero de casos de salmonelose no Estado
aumentou significativamente nos ultimos anos. Em 1993, 7,1% dos surtos de toxinfecgao
alimentar foram causados por Salmonella spp. e 34% por Staphylococcus aureus. Ja em 1995, a
salmonelose foi a principal DTA notificada no Parana e, em 1998, 57,1% dos surtos confirmados
laboratorialmente foram causados pelo agente, contra 31,2% por cepas enterotoxigénicas de S.
aureus (NEGRETE, 2004). Nos surtos ocorridos entre 1999 e 2006, o sorovar Enteritidis foi 0
predominante, tanto nas amostras de pacientes (74,8%) quanto nos alimentos envolvidos em

surtos (80%) (informagdes pessoais de Luciana Kottwitz).
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RESUMO

Nos ultimos anos, dados epidemioldgicos vém demonstrando considerdvel aumento na
freqiéncia de Salmonella spp. envolvida em surtos de toxinfecgbes alimentares, sendo
atualmente considerado o principal agente etiolégico em doengas veiculadas por alimentos.
Adicionalmente, a emergéncia de cepas de Salmonella spp resistentes as fluoroquinolonas
representa um problema de saude publica, pois se trata do tratamento de escolha em
salmoneloses graves ou sistémicas. Diversos mecanismos podem estar envolvidos na
resisténcia estes antimicrobianos em Salmonella spp., porém, o principal é ocorréncia de
mutacdes na Regi@o Determinante de Resisténcia as Quinolonas (QRDR) do gene gyrA. Esta
reviséo de literatura teve como objetivo apresentar os principais mecanismos envolvidos na

resisténcia a quinolonas.

Palavras chave: Salmonella spp., epidemiologia, antimicrobianos, resisténcia as quinolonas,

mutagdes.
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INTRODUGAO

As salmoneloses sdo reconhecidas como causa comum de doengas transmitidas por
alimentos (DTA) e representam um grave problema de saude publica (WHO, 2006). Geralmente,
as infecgdes devido a Salmonella spp. resultam em gastroenterites auto-limitadas que incluem
sintomas como dores abdominais, nauseas, vomito, diarréia, febre moderada e dores de cabeca.
O tratamento € necessario apenas nos casos de pacientes imunodeprimidos, neonatais e idosos,
ou nos pacientes com febre entérica e bacteremia (SALYERS; WHITT, 1994; GALES et al.,
2002; HOPKINS et al., 2005).

Durante décadas, ampicilina, cloranfenicol e trimetoprim-sulfametoxazol foram as drogas
mais utilizadas para o tratamento de salmoneloses graves. Porém, conforme dados da literatura,
0 aumento na resisténcia a estes agentes reduziram significativamente seu uso na clinica
médica. Consequentemente, as fluoroquinolonas (FQ) passaram a ser 0s principais
antimicrobianos empregados para o tratamento de infec¢des humanas e na produgdo animal
para o tratamento e prevencédo de doencgas e como promotores de crescimento (BUTAYE et al.,
2006; PIDDOCK, 1998). O aumento da resisténcia a quinolonas de 12 geragao, como 0 &cido
nalidixico, € preocupante, considerando que este fato pode estar relacionado a redugéo da
suscetibilidade as fluoroquinolonas, como a ciprofloxacina, e ao possivel surgimento de
resisténcia a estes antimicrobianos (HOOPER, 2001).

A atividade antimicrobiana das FQ baseia-se na inibigdo da atividade de enzimas
essenciais a replicacdo e transcrigdo do DNA bacteriano e 0s mecanismos de resisténcia
bacteriana a esta classe de antimicrobianos geralmente envolvem mutages nos genes que
codificam a enzima DNA-girase, alvo primario da agado destes antimicrobianos em Salmonella.
Outros mecanismos envolvidos na resisténcia as fluoroquinolonas incluem hiperexpressao das
bombas de efluxo e ou alteragéo nas porinas da membrana externa (PIDDOCK, 1998; SOTO et
al., 2003; SAN-MARTIN et al., 2005). Recentemente, foi demonstrada também a possibilidade de
resisténcia devido a aquisi¢do do gene qnr, via plasmidio, que codifica uma proteina denominada
Qnr que confere prote¢do a acdo das fluoroquinolonas (GAY et al., 2006; TRAN; JACOBY,
2002).

O uso continuo de fluoroquinolonas na medicina humana e veterinéria pode contribuir
para 0 aumento da prevaléncia de microrganismos resistentes e representa um grave problema

de salde publica, devido a sele¢do de bactérias com resisténcia antimicrobiana intrinseca e a
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posterior aquisicdo de mecanismos adicionais de resisténcia (GALES et al., 2002; PIDDOCK,
2002, ESAKI et al., 2004; ESCRIBANO et al., 2004; SAN MARTIN et al., 2005).

Em geral, as infeccbes por Salmonella resistentes a antimicrobianos s&o adquiridas
através da ingestdo de alimentos contaminados de origem animal (ANGULO et al., 2000;
OLIVEIRA et al., 2005). Assim, a selecao de isolados resistentes devido ao uso néo terapéutico
de antimicrobianos na medicina veterinaria tem consequéncias para a saude publica, com
implicagbes no tratamento e na prevengdo de doengas infecciosas em humanos e animais
(SMITH et al., 2002; CARRAMINANA et al., 2004; BUTAYE et al., 2006).

Considerando a importéncia da emergéncia de cepas com suscetibilidade reduzida a
ciprofloxacina, principalmente devido a interferéncia na resposta ao tratamento clinico, foi
realizada uma revisdo sobre a resisténcia as fluoroquinolonas no género Salmonella spp. com

énfase nas mutagdes no gene gyrA.
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RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS

Devido a natureza auto-limitante da salmonelose, geralmente, o emprego de terapia
antimicrobiana ndo é requerida nos casos de diarréias agudas. Entretanto, o uso de
antimicrobianos é essencial em paciente imunodeprimidos, idosos ou criangas, ou ainda em
casos de bacteremia, meningite ou outras infecgbes extra-intestinais por Salmonella (SAN
MARTIN et al., 2005; BUTAYE et al., 2006).

Estudos conduzidos pelo Center of Disease Control (CDC), em 1995, constataram que
cerca de 40% dos pacientes com infecgdo por Salmonella que procuram 0s hospitais sao
tratados com agentes antimicrobianos. Durante anos, ampicilina, sulfametoxazol-trimetoprim e
cloranfenicol foram drogas de escolha no tratamento de infecgbes graves por Salmonella. No
entanto, taxas crescentes de resisténcia a estes agentes reduziram significativamente o uso na
clinica médica e, consequentemente, fluoroquinolonas e cefalosporinas de amplo espectro
passaram a ser administradas nestes casos. Porém, a sele¢do gradativa de isolados de
Salmonella resistentes a essas duas classes de antimicrobianos consiste em um importante
problema de salde publica, com implicagdes no tratamento e prevengédo de doengas infecciosas
em humanos e animais (CARRAMINANA etal., 2004; BUTAYE et al., 2006).

Agentes antimicrobianos tém sido empregados na medicina veterindria para o
tratamento e profilaxia de doengas, bem como na produ¢do animal, como promotores de
crescimento (OLIVEIRA et al., 2005). Entretanto, a utilizacdo néo-terapéutica de antimicrobianos
em animais de produgédo pode favorecer a selegdo de cepas resistentes que serao trasmitidas
via cadeia alimentar (THRELFALL et al., 2000). Devido ao fato dos alimentos de origem animal
contaminados representar a principal fonte de transmissao de Salmonella, o emprego de agentes
antimicrobianos em animais destinados a alimentagdo humana é, supostamente, a principal
causa da emergéncia e distribuico de cepas de Salmonella resistentes (ANGULO et al., 1999;
SILVA; DUARTE, 2002).

A ocorréncia de cepas resistentes pode causar faléncia no tratamento clinico, limitando
as opgoes terapéuticas tanto na medicina veterinaria como humana, quando ha necessidade de
tratamento (WITTE, 1998; ANGULO et al., 2000). Adicionalmente, a ocorréncia de coinfecgéo
com HIV pode resultar em rapida progressdo da doenca e causar efeito multiplicador na
disseminagao do patdgeno resistente ao restante da populagao (WHO, 2007).

A administracdo desnecessaria de antimicrobianos em casos de gastroenterites
humanas auto-limitantes tem sido considerado um fator também que contribue para a

disseminagao de resisténcia (SMITH et al., 2002).

38



A utilizagéo de antimicrobianos nas ragdes com o intuito de prevenir doengas e aumentar
0 ganho de peso tornou-se uma pratica comum na avicultura e contribuiu para o agravamento do
problema (TESSI et al., 1997). Aves poedeiras e de corte representam a principal fonte de
Salmonella resistentes a agentes antimicrobianos. Embora o Brasil seja 0 segundo produtor
mundial € o maior exportador de carne de frango, existem poucos estudos a respeito da
resisténcia antimicrobiana de isolados de Salmonella no pais (UNIAO BRASILEIRA DE
AVICULTURA, 2006).

A vigilancia da resisténcia antimicrobiana é essencial para disponibilizar informagdes
sobre sua magnitude e tendéncias, e para monitorar o efeito das intervengdes, pois a prevaléncia
de resisténcia pode variar nas diferentes regiées ou épocas (WHO, 2001).

No Brasil, Fernandes et al. (2003) avaliaram o perfil de suscetibilidade de cepas de S.
Enteritidis enviadas ao Laboratério Central de Saude Publica, Laboratério de Patologia Animal e
Laboratério de Microbiologia de Alimentos da Universidade de Sao Paulo, durante 1975 e 1995,
e relataram que 67,7% das cepas foram susceptiveis a ceftazidina, cefoperazone e
ciprofloxacina e, mais de 90% a ampicilina, cloranfenicol, cefalotina, gentamicina, acido nalidixico
e trimetoprim-sulfametoxazol.

Outro estudo brasileiro, realizado em 2000, com 1005 amostras de S. Enteritidis
enviadas a Fundacg&o Instituto Oswaldo Cruz (Fiocruz), Estado do Rio de Janeiro, mostrou que
63,9% das cepas eram suscetiveis a ampicilina, cefalotina, ciprofloxacina, ceftriaxona,
gentamicina, acido nalidixico, notrofurantoina e trimetoprim-sulfametoxazol. A resisténcia ao
acido nalidixico foi constatada em 13,2% e a nitrofurantina em 10,5% das cepas (RODRIGUES,
2001).

Em recente pesquisa, 22 cepas de S. Hadar isoladas de carcagas de frango no Rio
Grande do Sul apresentaram 100% de resisténcia a estreptomicina, tetraciclina e sulfametoxazil-
trimetoprim. Além disso, 86,36% apresentaram resisténcia ao acido nalidixico e 4,54% ao
cloranfenicol. Em contrapartida, todas as cepas testadas foram sensiveis a ciprofloxacina,
norfloxacina, gentamicina, polimixina B, ampicilina, canamicina, enrofloxacina (RIBEIRO et al.,
2006).

No Estado do Parana, Delicato et al. (2004) estudaram 14 cepas de S. Enteritidis
verificaram que 50% foram sensiveis a todos os antimicrobianos testados e a 50% foram
resistentes a um ou mais antimicrobianos testados. O maior percentual de resisténcia foi
observado para ampicilina (85,7%). Os sorovares Newport, Infantis, Javiana e Brandenburg
foram sensiveis a todos antimicrobianos testados. S. Glostrup foi resistente somente a

gentamicina, entretanto, duas cepas do sorovar Typhimurium foram resistentes a 11
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antimicrobianos. Todas as cepas testadas foram sensiveis a amicacina, pefloxacina, imipenen e
ciprofloxacina.

De acordo com Hooper (2001), as fluoroquinolonas (FQ), como ciprofloxacina, tém sido
as drogas de escolha para o tratamento de infecgdes por Salmonella spp., porém, o aumento da
resisténcia ao acido nalidixico, uma quinolona de primeira geragdo, € uma preocupagéo de
saude publica por estar relacionada com a redugéo na suscetibilidade a outros antimicrobianos

desta classe, e a possibilidade de emergéncia de cepas resistentes.

AS QUINOLONAS E SEU MECANISMO DE AGAO

As quinolonas e fluoroquinolonas (FQ) representam uma classe de antimicrobianos
sintéticos composta por drogas quimicamente semelhantes e altamente eficazes no tratamento
de uma série de infecgdes, sobretudo de origem bacteriana (SADER, 1999; HOPKINS et al.,
2005).

O desenvolvimento das quinolonas teve inicio com a identificagdo do acido nalidixico por
Lesher et al., em 1962, a partir de um subproduto da sintese da cloroquina, o 6-cloro-1-H-etil-4-
oxoquinolona-3-acido carboxilico. Devido sua atividade contra bactérias Gram-negativas
aerdbias, o0 acido nalidixico foi uma boa opgao terapéutica para o tratamento de infecgdes
urinarias nos anos 60. Entretanto, sua consideravel ligagdo protéica e as modestas
concentragdes séricas e teciduais, somadas ao surgimento de resisténcia, restringiram sua
indicacao ao tratamento de infecgdes sistémicas (BARLOW, 1963; SADER, 1999).

Nos anos 70, outras quinolonas foram sintetizadas, como o acido oxolinico e a
cinoxacina. No entanto, apesar da atividade antimicrobiana discretamente superior a do &cido
nalidixico, tais compostos néo tiveram grande significancia. Em estudos realizados na mesma
época no Japéo, foi desenvolvido o &cido pipemidico, cujas modificagdes realizadas na estrutura
molecular levaram a sintese, nos anos 80, de compostos do grupo das fluoroquinolonas ou
quinolonas de 22 geragao.

A estrutura quimica geral das quinolonas (Figura 1) contém dois anéis quinol6nicos, com
um atomo de nitrogénio na posi¢ao1, um grupo carbonila na posi¢do 4 e um grupo carboxila na
posicao 3. De acordo com a composigao quimica desses anéis, as quinolonas se classificam em

diferentes grupos.
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Figura 1. Férmula Estrutural das Quinolonas
Fonte: SADER, 1999.

A incorporagdo da molécula de flior na posi¢cdo 6 do anel quinolénico aumentou a
afinidade de ligagao especifica e facilitou a penetragdo desses agentes na célula bacteriana,
proporcionado um importante aumento na poténcia destes farmacos contra bactérias Gram-
negativas, e ampliando o espectro de a¢do para as Gram-positivas. A primeira quinolona do
grupo de fluoroquinolonas foi a norfloxacina, disponibilizada em 1986 (DOMAGALA et al., 1986;
SADER, 1999).

Logo apos a introdugéo da norfloxacina no mercado, surgiram outras fluoroquinolonas
que, além serem potencialmente ativas e apresentarem amplo espectro de ag¢do contra bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas, mostraram alta absor¢&o intestinal e excelente penetragao na
maioria dos érgéos e tecidos. Devido a diversidade de indicagbes clinicas, ciprofloxacina e
ofloxacina tém sido os antimicrobianos mais amplamente utilizados nas Ultimas décadas
(SADER, 1999; HOPKINS et al., 2005).

As quinolonas comercialmente disponiveis no Brasil, possuem um atomo de flior na
posicdo 6 do duplo anel (fluoroquinolonas). Moxifloxacino e gatifloxacina incorporam ainda um
radical metdxi na posicdo 8 e, por isso, tem sido denominadas C8-metoxi-quinolonas. Sua
diferenga esta relacionada a ligagdo especifica dentro da célula bacteriana (SADER, 1999).

A Tabela 1 apresenta a classificacao das quinolonas segundo Walker (1999).
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Tabela 1. Classificagdo das quinolonas de acordo com o espectro de agéo, segundo Walker

(1999).

Classificagao

Quinolona/ Fluoroquinolona

Primeira Geragao

Segunda Geragao

Terceira Geragéo

Quarta Geragéo

Acido Nalidixico
Acido Oxolinico

Cinoxacina

Norfloxacina
Ciprofloxacina
Enoxacina
Lemofloxacina

Ofloxacina

Levofloxacina
Esparfloxacina
Gatifloxacina

Grapafloxacina

Trovafloxacina
Moxifloxacina
Gatifloxacina

Gemifloxacina

Fonte: Walker, 1999.

As fluoroquinolonas de segunda geracdo, como ciprofloxacina e ofloxacina, apresentam

atividade contra a enzima DNA-girase de bactérias Gram-negativas, no entanto, sua atividade

sobre as enzimas topoisomerase |V é relativamente fraca. Dessa maneira, bactérias Gram-

negativas, como Salmonella, podem tornar-se resistentes a ciprofloxacina devido a mutagdes

nos genes que codificam a enzima para qual ela apresenta maior atividade, ja que a agéo

antimicrobiana desta droga sobre o0 alvo secundério néo é suficiente para inibir adequadamente

a bacteria (DRLICA; ZHAO, 1997).

Por outro lado, as fluoroquinolonas de quarta geragao apresentam excelente atividade

contra ambas enzimas, DNA-girase e topoisomerase |V, tanto em bactérias Gram-negativas
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quanto em Gram-positivas. Essa caracteristica proporciona maior poténcia, além de dificultar a
emergéncia de resisténcia ao antimicrobiano, uma vez que a atuag@o do antimicrobiano em
qualquer uma das enzimas sera suficiente para inibir o desenvolvimento bacteriano (HOOPER,
1998).

As caracteristicas peculiares apresentadas pelas fluoroquinolonas, associadas a relativa
facilidade de incorporagé@o de novos radicais ao anel quinol6nico basico indicam a possibilidade
do surgimento de muitos outros compostos dessa classe no futuro. No entanto, a manutengéo do
espectro de acdo e da eficacia clinica das quinolonas e FQ, depende essencialmente do uso
criterioso dos antimicrobianos dessa classe terapéutica (SADER, 1999).

A acado antimicrobiana das fluoroquinolonas consiste fundamentalmente na inibi¢do da
replicacdo do DNA bacteriano. Esse processo tem inicio em uma sequéncia especifica do
cromossomo, e prossegue em sentido bidirecional até que as fitas se encontrem no lado oposto
da molécula ou se deparem com sequéncias terminadoras. Diversas enzimas estdo envolvidas
na replicacdo do DNA bacteriano, entre elas a DNA-helicase que desenrola a dupla fita de DNA
antes da atuacdo da DNA-polimerase, facilitando assim a progresséo da replicagdo. No entanto,
a agdo combinada dessas enzimas resulta na formagdo de superespirais positivas no DNA em
frente ao brago de replicagdo. Se esta superespiralizagéo nao for corrigida, pode impossibilitar a
replicacdo (PIDOCCK, 2002). Para solucionar os problemas topologicos do DNA, como a
separacdo das fitas € a remogéo da superespiralizacdo positiva do DNA, enzimas chamadas
topoisomerases agem tornando a replicagdo mais eficiente. (DRLICA; ZHAO, 1997; HOPKINS et
al., 2005).

Em Salmonella spp., sdo encontradas quatro topoisomerases, classificadas em dois
grupos de acordo com seu mecanismo de acdo. As do Tipo |, representadas pelas
topoisomerases | e Ill, e as do Tipo Il, representada pela topoisomerases |, também denominada
DNA-girase, e IV. A DNA-girase é composta por duas subunidades A (GyrA) e duas B (GyrB),
codificadas pelos genes gyrA e gyrB, respectivamente. A topoisomerase IV, consiste em duas
subunidades C (ParC) e duas E (ParE), codificadas pelos genes parC e parE, respectivamente.
O alvo primario da agdo de quinolonas em Gram-negativos € a DNA-girase, enquanto a
topoisomerase IV é o alvo secundario (PIDDOCK, 1998; HOOPER, 1999; HOOPER, 2001;
PIDDOCK, 2002).

A DNA-girase catalisa a introdugéo de giros super-helicoidais negativos no DNA circular
covalentemente fechado dos cromossomos e dos plasmidios, no interior da célula bacteriana,
auxiliando no processo de compactagdo do material genético bacteriano. Além disso, esta

enzima também é responsavel pela remogdo de giros super-helicoidais positivos que se
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acumulam a frente da forquilha de replicacdo do DNA e interrompem o fluxo desse processo. Em
relacdo a topoisomerase 1V, sua principal fungdo consiste na separacdo das moléculas-filhas de
DNA interligadas (em cadeia) que sé&o produtos da finalizagdo de uma etapa do processo de
replicacdo do DNA, a fim de permitir sua segregacgao em células-filhas (HOOPER, 2001). Desse
modo, a DNA-girase e a topoisomerase IV desempenham fungbes distintas e essenciais na
replicacao bacteriana.

O mecanismo de agdo das quinolonas consiste na ligagdo especifica do agente
antimicrobiano ao complexo DNA-enzima, bloqueando sua atividade ap6s a clivagem dos
filamentos e antes do resselamento do DNA. Consequentemente forma-se uma barreira fisica
que impedira a progressao da forquilha de replicagdo (HOOPER, 1999; HOOPER, 2001). Pelo
exposto, resume-se que a habilidade de penetragado na bactéria, bem como de ligagdo a DNA

girase, sdo processos determinantes no espectro de atividade das quinolonas.

MECANISMOS DE RESISTENCIA AS QUINOLONAS EM SALMONELLA: ENFASE EM
MUTAGOES

O uso difundido de quinolonas, desde sua descoberta, contribuiu para o crescente
aumento da incidéncia de cepas resistentes e pode colocar em risco a utilizagdo clinica destes
antimicrobianos (TRAN; JACOBY, 2002).

A resisténcia a fluoroquinolonas (FQ) ainda é relativamente incomum em Salmonella se
comparada a freqiéncia em outros géneros da familia Enterobacteriaceae. Alguns
pesquisadores sugerem esta situagdo como consequéncia de algum mecanismo de resisténcia a
FQ diferenciado em Salmonellae que limita a emergéncia de cepas resistentes.

Diversos estudos demonstraram que a resisténcia as quinolonas surgiu devido a
mutagdes cromossdmicas nos genes que codificam as enzimas DNA-girase e topoisomerase 1V,
que sdo os alvos da acdo destes antimicrobianos (PIDDOCK, 1998; HAKANEN et al., 2005;
HOPKINS et al., 2005; GIRAUD, et al., 2006). Em Salmonella spp., tais mutagbes ocorrem em
uma regido especifica do gene gyrA, entre os aminoacidos 67 e 106, denominada Regido
Determinante de Resisténcia & Quinolona (QRDR) (SOTO et al., 2003; SAN-MARTIN et al.,
2005; GIRAUD et al., 2006).

Uma unica mutagéo de ponto na regido QRDR do gene gyrA podem ser suficientes para
gerar altos niveis de resisténcia a quinolonas ndo-fluoradas, além de reduzir a suscetibilidade a

fluoroquinolonas (Cip MIC> 0,125 ug/mL). No entanto, s&o necessérias mutagdes adicionais
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para que ocorra resisténcia a fluoroquinolonas, como ciprofloxacina, embora cepas com
suscetibilidade reduzida possam levar a faléncia no tratamento clinico com estes
antimicrobianos. Mutagdes no gene parC das topoisomerases IV ocorrem menos frequentemente
e as mutagdes nos genes gyrB e parE tem sido consideradas raras em Salmonellae (GIRAUD et
al., 2006; HOPKINS et al., 2005; EAVES et al., 2004).

Conforme literatura, em Salmonella enterica resistentes ao acido nalidixico a maior
freqiéncia de alteragdo na QRDR ocorre nos cddons correspondentes a Serina-83 (Ser83) e
Aspartato-87 (Asp87). Em adi¢do, sabe-se que alteragdes destes dois residuos s&o
freqientemente relatadas como combinadas em cepas fluoroquinolona-resistentes (SAN-
MARTIN et al., 2005; GIRAUD et al., 2006). As mutagdes no aminoacido Ser83 podem resultar
em trocas por tirosina (Tyr), fenilalanina (Phe) ou alanina (Ala), enquanto que as mutagbes no
aminoacido Asp87 podem implicar em substituicdes por asparagina (Asn), glicina (Gly), tirosina
(Tyr) ou lisina (Lys). Cepas que carregam estas diferentes substituicdes nos cddons 83 e ou 87
apresentam diferentes niveis de suscetibilidade reduzida a fluoroquinolonas (HOPKINS et al.,
2005; GIRAUD, et al., 2006).

Giraud et al. (1999) estudaram duas linhagens de S. Typhimurium altamente resistentes
a fluoroquinolonas selecionadas in vitro e verificaram alteragdes apenas no gene gyrA. Eaves et
al. (2004) analisaram a prevaléncia de mutagdes na regido QRDR dos genes gyrA, gyrB, parC e
parE associadas a resisténcia a quinolonas em Salmonella enterica. Esses autores verificaram
que do total de 182 cepas, 139 (76,4%) foram resistentes ao &acido nalidixico e apresentavam
mutacdes no gene gyrA. Dentre estas, 69 cepas (49,6%) continham mutagdes apenas no gene
gyrA e as restantes (55,4%) apresentavam uma ou mais mutagdes adicionais no gene gyrB
(n=2), parC (n=65) elou parE (n=10), apresentado diferentes graus de suscetibilidade a
ciprofloxacina. No mesmo trabalho, os sorovares Enteritidis e Typhimurim ndo apresentaram
mutagdes no gene parC.

Pesquisas de Eaves et al. (2004) demonstraram que substituicdes Thr57(Ser) do gene
parC tornaram cepas de Salmonella Typhimurium mais suscetiveis a ciprofloxacina, mas ndo ao
acido nalidixico. Assim, cepas com mutagdes apenas no gyrA podem apresentar maior
resisténcia a ciprofloxacina do que cepas com alteragdes concomitantes no gyrA e parC.

A frequiéncia e posicdo de mutagdes no gene gyrA variam conforme o sorovar. Estudos
de Giraud et al. (1999) revelaram que mutagdes nos cddons Ser83 e Asp87 ndo podem ser
distribuidas igualmente, ja que nos sorovares Newport, Virchow e Typhimurium as muta¢des em
Ser83 foram mais prevalentes, enquanto nos sorovares Hadar e Kottbus prevaleceram

alteragbes em Asp87. Sob este mesmo ponto de vista, Allen e Poppe (2002), encontraram
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substituicdo de Ser83(Tyr) em todas as cepas de S. Bredeney e mutacdo de Asp87(Gly) em
todas as cepas de S. Senftenberg testadas.

No que se refere ao sorovar Enteritidis, Eaves et al. (2004) verificaram que as alteragdes
mais freqlentes foram observadas em Ser83(Phe) e Asp87(Tyr), além de Ser83(Tyr) e
Asp87(Gly). Jaem S. Typhimurium, a maioria das substitui¢des foi representada por Ser83(Phe).

Aparentemente, mutagdes nas topoisomerase |V ndo conferem resisténcia por si s,
mas aumentam a resisténcia atribuida a subunidade GyrA (TRAN; JACOB, 2002). Desta forma,
supde-se que alteragdes na resposta ao tratamento clinico com estes antimicrobianos devido a
mutagdes nestas enzimas s6 séo esperadas em cepas que ja possuam a DNA-girase alterada.
Mutagdes no gene parC que resultam em resisténcia a quinolonas em Salmonella, geralmente
acontecem no codon Ser80 ou, menos freqlientemente, no cédon Glu84, homédlogos aos codons
Ser83 e Asp87 da DNA-girase (HOPKINS et al., 2005; GIRAUD, et al., 2006).

Além das mutagbes nos genes que codificam a enzima DNA-girase, a resisténcia as
quinolonas pode ser devido a redugdo do acumulo do antimicrobiano no interior da célula
bacteriana devido a hiperexpressao das bombas de efluxo e ou alteragdes nas porinas presentes
na membrana externa, que reduzem a permeabilidade ao agente antimicrobiano (PIDDOCK,
1998; SOTO et al., 2003; SAN-MARTIN et al., 2005).

Devido ao fato de algumas cepas de Salmonella spp. com mutagdes identificadas nos
genes que codificam as topoisomerases tipo Il demonstrarem diferentes graus de resisténcia as
quinolonas, o sistema de efluxo ativo tem sido reconhecido como um outro importante
mecanismo envolvido na resisténcia a estes antimicrobianos (GIRAUD et al., 2006). Bombas de
efluxo sdo proteinas de transporte envolvidas na expulsdo de substratos tdxicos de dentro das
células para o ambiente externo (WEBBER, 2003). Em bactérias Gram-Negativas, estes
sistemas possuem tipicamente trés componentes: uma bomba de efluxo localizada na
membrana citoplasmatica, uma proteina de membrana externa e uma proteina de fusdo de
membrana, que liga a bomba de efluxo a proteina de membrana externa.

O principal sistema de efluxo ativo em Salmonella spp. é denominado AcrAB, e utiliza a
proteina TolC da membrana externa como canal de expulséo. Aparentemente a hiperexpressao
desse sistema leva a uma redugao na suscetibilidade de S. Typhimurium ao &cido de fusidico,
cloranfenicol, tetraciclina, norfloxacina e penicilina-G (ESCRIBANO et al., 2004). Estudos
recentes mostraram que um outro sistema de efluxo chamado AcrEF, que pode ser requerido
para o efluxo de fluoroquinolonas em mutantes em que o sistema AcrAB n&o estiver funcional
(OLLIVER, 2005).
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Giraud et al. (2006) desenvolveram um modelo experimental que demonstrou a
importancia deste mecanismo de resisténcia em mutantes obtidos apds exposicdo a
fluoroquinolonas, e sugeriu que 0 mesmo pode ocorrer antes do aparecimento de mutagdes no
gene gyrA.

Inicialmente, acreditava-se que a resisténcia as quinolonas era mediada apenas por
genes cromossomais. No entanto, uma amostra de Klebsiella pneumoniae descrita nos Estados
Unidos, em 1998, comprovou a possibilidade de transmissdo horizontal de resisténcia as
quinolonas, via plasmidio pMG252. Atualmente, sabe-se que o gene qnr, responsavel por este
mecanismo de resisténcia, codifica uma proteina denominada Qnr que protege a DNA-girase da

acao da ciprofloxacina (GAY et al., 2006).

REDUGAO NA SUSCETIBILIDADE AS FLUOROQUINOLONAS

O primeiro relato de faléncia no tratamento clinico devido a infec¢des por Salmonella na
Europa ocorreu em 1990 por cepas do sorovar Typhimurium (DT 204) e, desde entdo, a
incidéncia de cepas de diferentes sorovares resistentes a este antimicrobiano tem sido relatada
em diversos paises (PIDDOCK, 2002; GIRAUD et al., 2006).

Nas ultimas décadas, o numero de isolados de Salmonella com suscetibilidade reduzida
a ciprofloxacina e outras fluoroquinolonas vem aumentando significativamente, o que interfere
diretamente na resposta ao tratamento clinico. A maior parte das cepas com esta caracteristica
surgiu inicialmente em animais expostos a fluoroquinolonas e foram, posteriormente,
transmitidas a humanos via cadeia alimentar (EAVES et al., 2004; ESCRIBANO, et al., 2004).

De acordo com a Norma M100-S16 (vol.26, n°3) do Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2006) sé@o consideradas resistentes a ciprofloxacina apenas as cepas que
apresentam MIC > 4pg/mL. Cientificamente, sdo consideradas cepas com suscetibilidade
reduzida aquelas que apresentam MIC > 0,125 pg/mL e que, em conseqliéncia, podem acarretar
faléncia no tratamento clinico com o antimicrobiano (PIDDOCK, 2002; RELLER et al., 2002).

Em 2000, os resultados de testes de sensibilidade a antimicrobianos em cepas isoladas
de pacientes com salmonelose de 10 paises da Europa revelaram baixa resisténcia clinica a
ciprofloxacina, sendo que apenas 0,5% dos isolados apresentaram CipMIC> 1 pg/ mL. No
estudo, a resisténcia clinica foi mais comum em S. Hadar e também observada em Enteritidis,
Typhimurium, Virchow e Agona. Entretanto, a resisténcia ao &cido nalidixico associada a

reducao na suscetibilidade foi constatada em diferentes frequéncias em isolados dos sorovares
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Hadar, Virchow, Blockley e Enteritidis, possivelmente devido ao fato de alguns sorovares
adquirirem resisténcia a fluoroquinolonas mais facilmente que outros (THRELFALL et al., 2003).

Estudos realizados por Cebrian et al. (2003) na Espanha utilizando isolados de
Salmonella provenientes de fonte humana mostraram que sorovares Hadar e Typhimurium
apresentaram maior reducdo de suscetibilidade a fluoroquinolonas, apds exposicdo a
concentragdes sub-inibitérias desses antimicrobianos, do que cepas de S. Enteritidis.

Threlfall (2002) sugeriram que o aumento da incidéncia de suscetibilidade reduzida a
ciprofloxacina em cepas de Salmonella zoonéticas, como Enteritidis, Virchow e Hadar, na
Inglaterra e Pais de Gales pode ter ocorrido em consequéncia do uso de antimicrobianos na
industria avicola. Entretanto, ao que parece, o fato envolve maior complexidade e pode estar
relacionados a outros fatores como o fagotipo. Atualmente, o sorovar Enteritidis é subdividido em
mais de 60 fagotipos e, segundo esse autor, cepas do fagotipo 1 (PT1), fortemente relacionadas
com viagens a paises estrangeiros, parecem exibir maior redugdo na suscetibilidade a
ciprofloxacina em relagdo a outros fagotipos de S. Enteritidis ndo associados com viagens ao
exterior, como fagotipo 4 (PT 4).

Outro aspecto importante em relagéo a resisténcia ao acido nalidixico refere-se ao fato
de que cepas previamente resistentes requerem menor exposi¢do a fluoroquinolonas para que
sua suscetibilidade seja alterada em comparagdo a cepas suscetiveis ao acido nalidixico
(HOPKINS et al. 2005). Dessa forma, alguns animais podem constituir um reservatorio onde
cepas resistentes ao acido nalidixico com mutagdes iniciais no gene gyrA persistem e, apds
exposicao continuada a fluoroquinolonas, tornam-se resistentes (GIRAUD et al., 1999).

Assim sendo, a utilizagéo indiscriminada nao-terapéutica de agentes antimicrobianos em
animais destinados a alimentagdo humana &, supostamente, a principal causa da emergéncia e
distribuicdo de cepas de Salmonella resistentes (SMITH et al., 2002, HOPKINS et al., 2005;
GIRAUD et al., 2006). O aumento na incidéncia de cepas resistentes ao &cido nalidixico
representa um problema de saulde publica por estar relacionado a redugao na suscetibilidade as
fluoroquinolonas, podendo levar a faléncia no tratamento clinico e, consequentemente, restringe

as opgoes para o tratamento de doencas infecciosas.
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DETECGAO DE MUTAGOES ASSOCIADAS A RESISTENCIA AS FLUOROQUINOLONAS
ATRAVES DE PCR - RFLP

As alteracdes no gene gyrA que codifica a enzima DNA-girase tém sido apontadas como
a principal causa da emergéncia de cepas de Salmonella spp. com altos niveis de resisténcia
clinica as fluoroquinolonas (GIRAUD et al., 2006).

Inumeros métodos tém sido utilizados para identificar alteragdes nos genes gyrA, gyrB e
parC e associa-las com resisténcia a quinolonas. Tais métodos incluem a clonagem dos genes
de cepas resistentes e identificagdo das alteragdes nas sequéncias nucleotidicas, além da
purificacdo das proteinas GyrA e GyrB (OUABDESSELAM et al, 1995). Embora o
sequenciamento direto seja uma técnica mais apurada para a deteccdo de mutacdes em
nucleotideos, os protocolos utilizados tém alto custo e demandam muito tempo. Assim,
protocolos alternativos para a detecgao de mutagdes, mais rapidos e com menor custo, tém sido
desenvolvidos a fim de possibilitar a utilizagdo dos mesmos em diagnosticos laboratoriais de
rotina ou estudos epidemioldgicos (ALONSO et al., 2004).

A técnica de PCR-RFLP envolve a amplificagdo de um gene ou segmento do gene
através de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e posterior clivagem do produto amplificado
utilizando endonucleases com sitios de restricdo especificos, chamadas enzimas de restrigéo.
Alonso et al. (20042) desenvolveram o método de PCR-RFLP para a deteccdo de mutagdes
pontuais nos genes parC, codons Ser79 e Asp83; park, codon Asp4d 35, e gyrA, cddons Ser81 e
Glu85, de Streptococcus pneumoniae, utilizando as enzimas de restricao Hinfl, Lwel e Mboll.

PCR-RFLP também foi utilizada por Alonso et al. (2004°) para desenvolver um protocolo
alternativo mais rapido e reprodutivel para a identificagdo de mutagdes relacionadas a
resisténcia a fluoroquinolonas em Campylobacter coli. O processo envolve a introdugéo de um
sitio de clivagem artificial para a enzima Rsal no produto de PCR utilizando um primer especifico
que insere uma base adjacente a sequéncia de DNA do gene a ser amplificado.

Giraud et al. (2004) investigaram a resisténcia a quinolonas e a relagdo epidemioldgica
em cepas de Aeromonas salmonicida isoladas de peixes marinhos. Os autores utilizaram o
método de PCR-RFLP desenvolvido por Haliassos et al. (1989) para verificar a ocorréncia de
mutacdes no cddon 87. A técnica empregou dois primers alelo-especificos para a amplificagdo
de fragmentos com 158 pb que, em seguida, foram digeridos com a enzima Hpy 1881, formando
produtos com 122 e 32 pb na presenca de mutagao no referido cddon.

Wydmuch et al. (2005) estudaram mutagdes no gene gyrA responsaveis por resisténcia

a ciprofloxacina, de amostras clinicas de Pseudomonas aeruginosa, isoladas em hospitais na
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Polonia em 2003 e empregaram a PCR-RFLP desenvolvida por Takenouchi et al. (1999). O
protocolo utiliza a enzima de restricdo Cfr 42 que possui sitio de restricdo entre os nucleotideos
512 e 517 em cepas sem mutagao e auséncia do mesmo em cepas mutantes.

Giraud et al. (1999) desenvolveram uma técnica denominada AS-PCR-RFLP para
detectar as mutagdes mais freqlientes no gene gyrA relacionadas a resisténcia a quinolonas em
Salmonella spp. A deteccdo envolve a amplificagdo da QRDR do gene gyrA utilizando-se um par
de primers que insere um sitio artificial de clivagem para a enzima Hinfl no produto amplificado,
além de um primer alelo-especifico. As diferentes mutagdes exibem perfil de bandas
caracteristico apos a digestdo com a Hinfl, que apresenta seqléncias de reconhecimento
ambiguas contendo 5pb iniciadas em GA e terminadas em TC. Essa metodologia foi adotada por
San Martin et al. (2006) para anélise da ocorréncia de mutages em cepas de Salmonella spp.
isoladas de plantéis avicolas no Chile.

O emprego de técnicas de biologia molecular, como PCR-RFLP, para a detecgdo de
mutacdes pode contribuir significativamente no conhecimento do perfil de suscetibilidade de
cepas epidémicas por demandar menor tempo e custo em relagéo aos protocolos tradicionais.

No Estado do Parana os dados epidemiol6gicos indicam que a freqiéncia de Salmonella
spp isolada em surtos de toxinfecgdes alimentares aumentou de 7,1%, em 1993, para 57,1% em
1998, sendo atualmente considerado o principal agente etiologico envolvido em doencas
veiculadas por alimentos (PARANA, 2007). Diante desta situagdo, os dados apresentados nesta
revisao alertam para o uso criterioso de antimicrobianos, tanto na clinica veterinaria, visando a
manutengdo do espectro de agéo e eficacia clinica das fluoroquinolonas, tendo em vista a

importancia desta classe terapéutica nos casos de infec¢des por Salmonella spp.
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Reducgao na Suscetibilidade a Ciprofloxacina em cepas de Salmonella isoladas de surtos
ocorridos no Parana, Brasil, entre 1999 e 2006

RESUMO

Foram avaliadas 212 cepas de Salmonella spp., distribuidas em 16 sorovares, isoladas de
pacientes e alimentos envolvidos em surtos no Estado do Parana, Brasil, entre 1999 e 2006. O
sorovar Enteritidis foi 0 mais frequente, sendo identificado em 174 das amostras, seguido por
sete cepas de S. Infantis, seis de S. Typhimurium e seis de S. Derby. O perfil de suscetibilidade
a aos antimicrobianos revelou que do total de 212 cepas analisadas, 45% apresentaram
resisténcia ao acido nalidixico, 0,5% a ampicilina e 0,5% ao sulfametoxazol-trimetoprim. Todas
as cepas Salmonella foram suscetiveis a cefotaxima, cloranfenicol e ciprofloxacina. No periodo
estudado, houve um aumento de 15% para 62,5% na resisténcia ao &cido nalidixico e foi
observado uma elevagdo no valor do MICso para ciprofloxacina nas cepas avaliadas. A
concentragao inibitria minima de ciprofloxacina (CipMIC) para as cepas resistentes ao &cido
nalidixico foi superior aquela necessaria para as cepas sensiveis ao antimicrobiano.
Adicionalmente, durante o periodo estudado, foi constatada uma tendéncia crescente no
isolamento de cepas com suscetibilidade reduzida a ciprofloxacina (MIC> 0,125ug/mL). Os
resultados apresentados no presente estudo alertam para o uso criterioso de antimicrobianos, na

clinica veterinaria e humana, para a manutengéo do espectro de acao e eficacia clinica.

Palavras-chave:  Salmonella, Concentragdo Inibitoria  Minima  (MIC), quinolonas,
fluoroquinolonas.
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INTRODUGAO

As salmoneloses sdo reconhecidas como causa comum de doengas transmitidas por
alimentos (DTA) (WHO, 2006). No Estado do Parana, Brasil, entre 1999 e 2006, 55 dos 399
municipios notificaram surtos de salmonelose € o sorovar Enteritidis foi responsavel por 82% dos
surtos. Gastroenterites causadas por Salmonella, geralmente, ndo requerem emprego de terapia
antimicrobiana devido a sua natureza auto-limitante. Entretanto, em pacientes imunodeprimidos,
idosos ou criangas, ou ainda em casos de salmoneloses graves ou sistémicas, o uso de
antimicrobianos é essencial (SAN MARTIN et al., 2005, BUTAYE et al., 2006).

Durante décadas, ampicilina, cloranfenicol e trimetoprim-sulfametoxazol foram as drogas
mais utilizadas para o tratamento de salmoneloses. Porém, a crescente resisténcia a estes
agentes reduziram significativamente o uso na clinica médica e, consequentemente, as
fluoroquinolonas (FQ) passaram a ser os principais antimicrobianos empregados (PIDDOCK,
1998; BUTAYE et al., 2006).

A utilizagdo ndo teraupéutica de fluoroquinolonas na medicina veterinaria, para a
profilaxia de doengas infecciosas ou como promotores de crescimento, pode favorecer a sele¢éo
de bactérias resistentes ou com suscetibilidade reduzida a estes antimicrobianos. Devido ao fato
de que a maior parte das infecgbes por Salmonella em humanos ocorre em decorréncia da
ingestdo de alimentos de origem animal contaminados, 0 emprego de agentes antimicrobianos
em animais destinados a alimentacdo humana €, supostamente, a principal causa da
emergéncia e distribuicdo de cepas de Salmonella resistentes (ANGULO et al., 1999; HOPKINS
et al., 2005; GIRAUD et al., 2006). Nesse contexto, 0 aumento na incidéncia de cepas
resistentes ao acido nalidixico, uma quinolona de 12 gerag&o, representa um problema de saude
publica j& que a maioria destas cepas apresenta reducao da suscetibilidade as fluoroquinolonas
e podem levar a faléncia no tratamento clinico (PIDDOCK, 2002, ESCRIBANO et al., 2004; SAN
MARTIN et al., 2005). Os mecanismos de resisténcia as quinolonas frequentemente descritos
sdo mutagbes nos genes que codificam enzimas, hiperexpressdo das bombas de efluxo e ou
alteragdes nas porinas da membrana externa, além da possibilidade de aquisi¢do via plasmidial
de gene que confere resisténcia (SAN-MARTIN et al., 2005; GAY et al., 2006).

Pelo exposto, o objetivo do presente estudo foi avaliar o perfil de suscetibilidade
antimicrobiana em cepas de Salmonella spp., isoladas de pacientes e alimentos envolvidos em
surtos de salmonelose no Parana, de 1999 a 2006, a fim de alertar para o uso criterioso de
antimicrobianos, em especial das fluoroquinolonas, na clinica médica e veterinaria evitando a

emergéncia de resisténcia neste Estado.
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MATERIAL E METODOS

Material Biol6gico

Foram avaliadas 212 cepas epidémicas de Salmonella spp. isoladas de pacientes ou
alimentos envolvidos em surtos no Estado do Parana (PR) ocorridos entre 1999 e 2006, cuja
distribui¢do no periodo estudado esté apresentada na Tabela 1. Todas as amostras bacterianas
foram fornecidas pelo Laboratorio Central do Estado do Parand (LACEN - Curitiba/ PR), em
caldo infuséo cérebro coragéo (BHI) com 15% de glicerol, mantidas a temperatura de -15°C.

A sorotipagem de Salmonella spp. e a fagotipagem do sorovar Enteritidis foram
realizados no Laboratorio de Enterobactérias, Departamento de Bacteriologia, Fundagédo
Osvaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de Janeiro, Brasil.

Tabela 1. Distribuicdo das 212 cepas de Salmonella isoladas de pacientes ou alimentos
envolvidos em surtos ocorridos no Estado do Parana entre 1999 e 2006.

1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 Total

Cepas 20 18 38 30 29 34 26 17 212
Epidémicas*

*As cepas foram fornecidas pelo Laboratério Central do Estado do Parana (LACEN - Curitiba/PR) e sorotipadas e
fagotipadas no Laboratorio de Enterobactérias, Departamento de Bacteriologia, Fundagdo Osvaldo Cruz
(FIOCRUZ), Rio de Janeiro, Brasil.

Avaliagao de suscetibilidade a antimicrobianos

A suscetibilidade aos antimicrobianos foi avaliada através da técnica de disco-difus&o,
seguindo a metodologia de Kirby-Bauer (Bauer et al., 1966) conforme recomendagdes do Clinical

and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2006). Foram testados os agentes antimicrobianos
(OXOID®): ampicilina (10ug), cefotaxima (30ug), cloranfenicol (30ug), sulfametoxazol-trimetopim
(25pg), acido nalidixico (30ug) e ciprofloxacina (5ug). Uma suspenséo bacteriana foi semeada na
superficie do agar Mller-Hinton (DIFCO®), incubada a 37°C por 18h. Os didmetros dos halos de

inibicao foram medidos, em mm, com auxilio de paquimetro para a classificagédo de acordo com
as categorias interpretativas descritas pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2006). Posteriormente, foi realizada a determinagdo da concentragdo inibitoria minima (MIC)

para ciprofloxacina através do método de microdilui¢éo, utilizando caldo Miiller-Hinton (DIFCO®).
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As concentragdes de ciprofloxacina avaliadas, entre 0,0005 e 1,0 pg/mL, foram definidas com
base nos limites de sensibilidade (breakpoints) desta droga para a classificagdo de
Enterobacteriaceae na categoria Sensivel (MIC< 1,0 ug/mL) conforme o CLSI (2006).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total de 212 cepas de Salmonella estudadas, 16 diferentes sorovares foram
identificados. O sorovar Enteritidis foi o mais frequente, somando 174 amostras (82%), seguido
por sete cepas de S. Infantis (3,3%), seis de S. Typhimurium (2,9%) e seis de S. Derby (2,9%).
Os outros sorovares isolados em menor propor¢do foram: Anatum, Newport, London,
Johannesburg, Pomona, Mbandaka, Oranienburg, Agona, Saintpaul, Heidelberg, 09:12 e
Albany.

A elevada incidéncia de S. Enteritidis em toxinfecges alimentares constatada neste
trabalho foi relatada anteriormente, e parece ser uma tendéncia mundial nos ultimos anos
(RIBEIRO et al., 2007; FERNANDES et al., 2006; WHO, 2006; RODRIGUEZ-AVIAL et al., 2005).
De acordo com o banco de dados do Programa Global de Vigilancia a Salmonella da
Organizagcdo Mundial da Saude (WHO), que reune informagbes dos cinco continentes, os
sorovares mais frequentemente isolados em fontes humanas entre os anos de 2000 e 2004
foram Enteritidis, Typhimurium, Newport, Heidelberg e Virchow, respectivamente (WHO, 2006).

No Brasil, Peresi et al. (1998) observaram um aumento na incidéncia do sorovar
Enteritidis relacionado a surtos de DTA no Estado de Sao Paulo a partir do inicio da década de
90, sendo o mais isolado em 1995, presente em 64,9% do material de origem humana analisado.
Quanto a frequéncia dos sorovares de Salmonella isolados de fontes humanas entre 1996 e
2003 em S&o Paulo, Fernandes et al. (2006) constataram distribuicdo semelhante aquela
apresentada no presente trabalho, sendo que o sorovar Enteritidis foi identificado em 67,4% dos
casos e Typhimurium em 5,2%.

A analise do perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos revelou que todas as cepas
Salmonella testadas foram suscetiveis a cefotaxima, cloranfenicol e ciprofloxacina. Resultado
semelhante foi observado em estudos anteriores (RIBEIRO et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2005),
assim como a auséncia de resisténcia multipla. Os resultados revelaram 95 cepas (45%) das 212
cepas analisadas foram resistentes ao acido nalidixico, uma (0,5%) a ampicilina (0,5%) e uma ao
sulfametoxazol-trimetoprim (0,5%). No periodo de 1999 a 2006, foi observado um aumento de

15% para 62,5% na resisténcia ao acido nalidixico (Figura 1).
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Figura 1. Perfil de suscetibilidade ao &cido nalidixico (NAL) das cepas envolvidas em surtos de salmonelose
ocorridos no Parané entre 1999 e 2006.

Dentre os surtos de salmonelose relatados ao LACEN durante o periodo estudado, a
regido metropolitana apresentou o maior indice de notificagdo do Estado, destacando-se a
capital Curitiba. Observou-se que a tendéncia de aumento no isolamento de cepas resistentes ao
acido nalidixico no periodo estudado sofreu uma variagdo em 2003. Este fato pode ser justificado
pela reducdo na notificagdo de surtos na regi@o metropolitana nesse ano, que diminuiu de 39%
para 22% do total de surtos notificados no Estado. As regibes Oeste e Sudoeste também
contribuiram significativamente com a notificagdo, representando 17% e 13% dos casos,
respectivamente.

O baixo indice de resisténcia observado para ampicilina pode estar relacionado a
reducdo significativa do emprego deste antimicrobiano no tratamento da salmonelose nas
ultimas décadas (ROTIMI et al., 2007). Segundo Paz et al. (2000) o indice de resisténcia de
Salmonella spp. a ampicilina no Brasil (7%) € significativamente menor do que aquele
encontrado em outros paises da América do Sul, como Argentina (60,3%) e Colémbia (20%).
Estudos de Oliveira et al. (2005) na regido Sul do Brasil, envolvendo cepas de Salmonella
isoladas de fontes humanas e ndo-humanas também revelaram baixo indice de resisténcia,
observada somente em 1,1% das amostras.

Dentre as 174 cepas de S. Enteritidis analisadas no presente estudo, 84 (48,3%) foram

resistentes ao acido nalidixico. Este resultado foi muito superior ao obtido por Fernandes et al.
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(2003), que encontraram 9,0% de resisténcia ao &cido nalidixico ao avaliarem cepas de S.
Enteritidis enviadas a Universidade de S&o Paulo entre 1975 e 1995. Porcentagem também
inferior a observada no presente trabalho foi encontrada por Rodrigues (2001) que ao analisar
1005 amostras de S. Enteritidis remetidas a Fundag&o Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio
de Janeiro, observou 13,3% de cepas resistentes ao acido nalidixico. Em contrapartida, Ribeiro
et al. (2007) em estudo realizado no Rio Grande do Sul verificaram 66,6% das cepas de S.
Enteretidis isoladas de carcagas de frango eram resistentes ao &cido nalidixico. A variagéo
encontrada no indice de resisténcia ao acido nalidixico para cepas de Salmonella spp. pode
estar relacionada ao periodo em que foram isoladas, ja que a emergéncia de resisténcia as
quinolonas em Salmonella vem sendo relatada apenas a partir do inicio da década de 90. Além
disso, outro fator que deve ser considerado € que a regido de procedéncia das cepas estudadas
também pode interferir no indice de resisténcia ao antimicrobiano.

O aumento na incidéncia de cepas resistentes ao acido nalidixico, uma quinolona de 12
geracdo, & considerado um indicador de decréscimo na suscetibilidade a ciprofloxacina,
amplamente utilizada no tratamento de infecgdes por Salmonella (HAKENEN et al., 1999;
HOOPER, 2001; MURRAY et al., 2005).

De acordo com os critérios do Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2006),
cepas com concentragao inibitoria minima (MIC) < 1,0 pg/ mL séo classificadas como sensiveis
a ciprofloxacina, enquanto as que exibem MIC > 4ug/ mL s&o consideradas resistentes. Estudos
cientificos consideram que cepas com MIC > 0,125 pg/ mL apresentam suscetibilidade reduzida
a este antimicrobiano e, consequentemente, podem mediar resposta negativa ao tratamento
clinico (PIDDOCK, 2002; RELLER et al., 2002).

Embora no presente estudo, a resisténcia a fluoroquinolonas néo tenha sido observada
entre as cepas de Salmonella analisadas, foi constatado um aumento significativo na
concentragao inibitéria minima de ciprofloxacina (CipMIC) para as cepas resistentes ao &cido
nalidixico, confirmando os dados da literatura. Na Figura 2 esta apresentada a distribuicdo do
MIC para ciprofloxacina das cepas de Salmonella relacionada a suscetibilidade ao acido
nalidixico. Todas as cepas resistentes ao acido nalidixico apresentaram CipMIC superior ao das
cepas sensiveis. A maior parte das cepas resistentes ao acido nalidixico apresentou CipMIC oito
vezes maior que das cepas sensiveis ao antimicrobiano, reforcando a relagéo entre resisténcia

ao acido nalidixico e redugao na suscetibilidade a fluoroquinolonas.
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Figura 2. Distribuicdo do MIC para ciprofloxacina de acordo com a suscetibilidade ao &cido nalidixico (NAL) das

cepas envolvidas em surtos de salmonelose no Estado do Parana entre 1999 e 2006.

Do total de 94 cepas de diferentes sorovares resistentes ao acido nalidixico, 24 (25%)
apresentaram suscetibilidade reduzida a ciprofloxacina, com MICs entre 0,125 pg/mL e 0,250
Mg/mL. No periodo estudado, que compreendeu de 1999 a 2006, foi observado a partir de 2001
um aumento no ndmero de cepas com suscetibilidade reduzida a ciprofloxacina. Esta
caracteristica nao foi identificada em nenhuma cepa isolada entre 1999 e 2000.

Adicionalmente, foi observado um aumento continuo no valor do MICso das cepas de
Salmonella spp. no periodo estudado (Figura 3). Os valores de MICso s&o indicadores
importantes da atividade in vitro do antimicrobiano, portanto, embora ndo necessariamente
predigam a atividade in vivo, 0 seu aumento durante o periodo estudado indica uma possivel
reducdo na poténcia do farmaco, provavelmente relacionada ao aumento de cepas resistentes

ao acido nalidixico e com suscetibilidade reduzida a ciprofloxacina.
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Figura 3. Distribuicdo do MIC 50 para ciprofloxacina das cepas envolvidas em surtos de salmonelose no Estado do
Parané entre 1999 e 2006.

Cepas com MIC elevado para ciprofloxacina tém sido associadas a mutagdes de ponto
na regido determinante de resisténcia a quinolonas (QRDR) da enzima DNA-girase, que é alvo
primario de agéo das fluoroquinolonas (PIDDOCK, 2002; GIRAUD et al., 2006). Em Salmonella
spp., mutagdes de ponto na regido QRDR do gene gyrA que codifica a DNA-girase podem ser
suficientes para gerar altos niveis de resisténcia a quinolonas n&o-fluoradas, como o acido
nalidixico. No entanto, aparentemente sdo necessarias mutagdes adicionais para atingir
resisténcia a fluoroquinolonas, como a ciprofloxacina (EAVES et al., 2004; HOPKINS et al.,
2005). Sabe-se ainda, que a redugédo do acimulo do antimicrobiano no interior da célula devido a
hiperexpressao no sistema de bombas de efluxo contribui em Salmonella spp. para 0 aumento
do MIC de quinolonas, porém é insuficiente para gerar elevados niveis de resisténcia a
fluoroquinolonas (SOTO et al., 2003; BIEDENBACH et al., 2006).

Soto et al. (2003) cultivaram in vitro mutantes de S. Enteritidis resistentes ao acido
nalidixico, em crescentes concentrages de ciprofloxacina para investigar os mecanismos
envolvidos na aquisicao de resisténcia. Os pesquisadores verificaram elevagao de 0,5 para 1,5
pg/mL no CipMIC das cepas, relacionada a hiperexpresséo no sistema de efluxo. Diversas
pesquisas relatam que a administracdo de fluoroquinolonas em casos de infecgdes devido a
cepas de Salmonella com MIC elevado, embora classificadas como suscetiveis pelos critérios do
Clinical and Laboratory Standards Institute, pode gerar faléncia no tratamento clinico (CLSI,
2006; GIRAUD et al., 2006; HOPKINS et al., 2005). Nas ultimas décadas, o numero de isolados
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de Salmonella com suscetibilidade reduzida a ciprofloxacina e outras fluoroquinolonas vem
aumentando significativamente, e representa um problema de saude publica por interferir na
resposta ao tratamento clinico, restringindo, consequentemente, as opgles terapéuticas para
doencas infecciosas (ANGULO et al., 1999; GIRAUD et al., 2006). De acordo com a literatura, a
maior parte das cepas com esta caracteristica surgiu inicialmente em animais expostos a
fluoroquinolonas e foram transmitidas a humanos, via cadeia alimentar (EAVES et al., 2004,
ESCRIBANO, et al., 2004).

A ocorréncia de altos niveis de resisténcia a fluoroquinolonas ainda é relativamente
incomum em Salmonella spp. se comparada a outros géneros da familia Enterobacteriaceae.
Esta situagdo tem sido sugerida na literatura como consequéncia de suposto mecanismo de
resisténcia a fluoroquinolonas diferenciado em Salmonella, que limita a emergéncia de cepas
resistentes (HOPKINS et al., 2005; GIRAUD, et al., 2006). No entanto, deve-se considerar
também que as variagdes nos niveis de resisténcia a fluoroquinolonas em Salmonella spp.
podem estar relacionadas a fatores como sorovar e fagotipo.

O sorovar Enteritidis, responsavel por 82% dos surtos investigados na presente
pesquisa, é subdividido em mais de 60 fagotipos. O fagotipo 4 (PT4) foi frequentemente isolado
entre os anos de 1999 e 2002, sendo identificado em aproximadamente 90% das cepas de
origem humana e ndo humana. A partir de 2003, houve um aumento no isolamento do fagotipo 9
(PT9) e reducdo do PT4, supostamente devido a vacinagdo das aves para Salmonella nesse
periodo. Os fagotipos 1 (PT1) e 7 (PT7) também foram isoladas neste periodo, porém, em menor
freqiéncia do que o fagotipo 9. O aumento na resisténcia a quinolonas nos isolados de S.
Enteritidis de diferentes fagotipos sugere que este fato ndo deve esta relacionado a expanséo
clonal de uma Unica cepa resistente ao acido nalidixico.

Segundo Threlfall (2002), cepas de Salmonella Enteritidis do PT1 isoladas na Inglaterra
e Pais de Gales, fortemente associadas com viagens ao exterior, parecem exibir maior redugao
na suscetibilidade a ciprofloxacina em rela¢do a outros fagotipos néo associados a viagens ao
exterior, como PT4. Em pesquisa com cepas de Salmonella isoladas de pacientes, animais e do
ambiente entre 1993 e 2003 na Escécia, Murray et al. (2005) verificaram que o sorovar
Enteritidis, identificado em 72% dos isolados, apresentou aumento na resisténcia ao acido
nalidixico no periodo estudado relacionado ao aumento na incidéncia do PT1. Os resultados
mostraram que em 1998, 52,5% dos isolados do PT1 e 0,7% do PT4 foram resistentes ao acido
nalidixico, chegando a 72,9% e 12,4% em 2003.

A relacdo entre o sorovar e 0s niveis de resisténcia consiste em outro ponto importante

referente a resisténcia antimicrobiana em Salmonella. Dados da literatura indicam menor indice
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de resisténcia as fluoroquinolonas em Salmonella Enteritidis se comparado a outros sorovares.
Este fato provavelmente esta relacionado @ auséncia de cepas de Salmonella resistentes a
ciprofloxacina no presente estudo, ja que o sorovar Enteritidis foi 0 mais frequentemente isolado.
Threlfall et al. (2003) observaram diferengas entre a frequiéncia da resisténcia ao acido nalidixico
associada a reducdo na suscetibilidade a fluoroquinolonas nos sorovares Hadar, Virchow,
Blockley e Enteritidis, sugerindo que alguns sorovares adquirem resisténcia a fluoroquinolonas
mais facilmente que outros. Neste contexto, pesquisas de Cebrian et al. (2003) investigaram, na
Espanha, cepas de Salmonella isoladas de fontes humanas e observaram que 0s sorovares
Hadar e Typhimurium apresentaram uma maior redugéo de suscetibilidade a fluoroquinolonas,
em relagdo a cepas de Salmonella Enteritidis, apds exposicdo a concentragdes sub-inibitdrias
desses antimicrobianos.

Outro aspecto importante que deve ser comentado sobre a resisténcia ao acido
nalidixico, refere-se ao fato de que cepas previamente resistentes requerem menor exposi¢ao a
fluoroquinolonas para que sua suscetibilidade seja alterada, em comparagdo as cepas
originalmente suscetiveis ao acido nalidixico (CEBRIAN et al., 2003; HOPKINS et al. 2005).
Portanto, alguns animais podem constituir-se em um reservatorio onde cepas resistentes ao
acido nalidixico persistem e, ap6s exposicdo continuada as fluoroquinolonas, tornam-se
resistentes (GIRAUD et al., 1999). Adicionalmente, o uso de fluoroquinolonas na medicina
veterinaria para a profilaxia de doengas infecciosas ou como promotores de crescimento, pode
favorecer a sele¢cdo de bactérias resistentes ou com suscetibilidade reduzida a estes
antimicrobianos. Assim sendo, a utilizagdo n&o-terapéutica indiscriminada de agentes
antimicrobianos em animais destinados a alimentagdo humana é, supostamente, a principal
causa da emergéncia e distribuicdo de cepas de Salmonella resistentes j& que a maior parte das
infeccdes por Salmonella em humanos ocorre em decorréncia da ingestdo de alimentos de
origem animal contaminados (WINOKUR et al., 2000; SMITH et al., 2002, HOPKINS et al., 2005;
GIRAUD et al., 2006).

No Estado do Parana, os dados epidemioldgicos indicam que a frequéncia de
Salmonella spp. isolada em surtos de toxinfecgbes alimentares aumentou de 7,1%, em 1993,
para 57,1% em 1998, sendo atualmente considerada o principal agente etioldgico envolvido em
doengas veiculadas por alimentos (PARANA, 2007). Embora os valores de concentragdo
inibitéria minima néo necessariamente predizem a eficacia in vivo, sdo importantes indicadores
da atividade in vitro ou poténcia dos antimicrobianos. Diante desta situacdo, os resultados

apresentados no presente estudo alertam para o uso criterioso de antimicrobianos, visando a
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manutengdo do espectro de agdo e eficacia clinica das fluoroquinolonas, tendo em vista a
importancia desta classe terapéutica nos casos de infec¢des por Salmonella spp.
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Deteccdo de mutagdes na Regido Determinante de Resisténcia a Quinolonas (QRDR) em
cepas de Salmonella spp. epidémicas e de origem avicola isoladas no Estado do Parana,
Brasil.

RESUMO

A ocorréncia de mutagdes na Regido Determinante de Resisténcia as Quinolonas (QRDR) do
gene gyrA foi avaliada através da técnica de AS-PCR-RFLP em 95 cepas de Salmonella spp.
resistentes ao acido nalidixico responsaveis por surtos e em 19 cepas de origem avicola. As
cepas de origem avicola foram caracterizadas quanto a resisténcia ao acido nalidixico e
concentragao inibitéria minima para ciprofloxacina (CipMIC). Mutagbes nos codons Asp87 e
Ser83 foram observadas em 63% e 37% das cepas envolvidas em surtos, respectivamente. Nao
foram identificadas duplas mutagdes no gene gyrA. A posi¢ao da mutagao de ponto foi associada
a variacao dos niveis de resisténcia a ciprofloxacina, sendo observado para cepas com mutagao
no cédon 83, maior decréscimo na suscetibilidade em relagdo aquelas com mutagdo no codon
87. Na avaliagéo do perfil de resisténcia das cepas de origem avicola, 68,4% foram resistentes
ao acido nalidixico. Dentre estas, em 84,6% foram identificadas mutagdes pontuais nos cédons
Asp87 (54,5%) ou Ser83 (45,5%) do gene gyrA. Em duas cepas de Salmonella fenotipicamente
resistentes ao acido nalidixico e com suscetibilidade reduzida a ciprofloxacina, ndo foram
identificadas quaisquer mutagdes no gene gyrA, sugerindo a presenca de outros mecanismos de
resisténcia. Nao foi observada mutagdo no cédon Gly81 em nenhuma das cepas avaliadas. A
elevada incidéncia de cepas de Salmonella com mutagdes no gene gyrA alerta para 0 uso
criterioso de fluoroquinolonas na clinica veterinaria e humana, evitando a emergéncia de cepas

resistentes.
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INTRODUGAO

A emergéncia de cepas de Salmonella resistentes as fluoroquinolonas tornou-se uma
preocupagdo para a saude publica, por serem usualmente utilizadas no tratamento de
salmoneloses humanas graves ou sistémicas (Aznar et al., 2007). O principal mecanismo de
resisténcia as quinolonas sdo mutagdes no gene gyrA, que codifica a enzima DNA-girase, alvo
primério de acdo desses antimicrobianos (PIDDOCK, 2002; GIRAUD et al., 2006). Outros
mecanismos de resisténcia como hiperexpressao das bombas de efluxo e alteragdes nas porinas
da membrana externa também tém sido relatados, além da possivel aquisicdo de gene que
confere resisténcia via plasmidial (GIRAUD et al., 1999; HOPKINS et al., 2005; GAY et al., 2006).

A ocorréncia de elevados niveis de resisténcia a fluoroquinolonas ainda é relativamente
incomum em Salmonella spp. se comparada a outros géneros da familia Enterobacteriaceae
(GIRAUD et al., 2006). Entretanto, pesquisas recentes revelaram um aumento significativo da
incidéncia de cepas resistentes ao acido nalidixico e que apresentam também um decréscimo na
suscetibilidade a fluoroquinolonas, como a ciprofloxacina. A emergéncia de cepas que
apresentam suscetibilidade reduzida a ciprofloxacina (MIC> 0,125ug/mL) representa um
problema de saude publica devido a possibilidade de faléncia no tratamento clinico com este
antimicrobiano (CEBRIAN et al., 2003; ESCRIBANO et al., 2004; SAN MARTIN et al., 2005;
ROTIMI et al., 2007).

Pontos de mutagdo na regido determinante de resisténcia as quinolonas (QRDR) do
gene gyrA, compreendida entre os amino&cidos 67 e 106, podem ser suficientes para gerar altos
niveis de resisténcia de Salmonella spp. as quinolonas nao-fluoradas, como o acido nalidixico.
No entanto, aparentemente sdo necessarias mutagdes adicionais para que ocorra resisténcia as
fluoroquinolonas (EAVES et al., 2004; HOPKINS et al., 2005). Assim sendo, a detecc¢do dessas
mutacdes é importante para a compreensao dos mecanismos de resisténcia as fluoroquinolonas.
Uma opgao que pode ser utilizada é a metodologia descrita por Giraud et al. (1999) que associa
técnicas moleculares de Reagdo em Cadeia da Polimerase e Polimorfismo no Comprimento dos
Fragmentos de Restricdo, denominada AS-PCR-RFLP. Esse métodos permite detectar as
mutagbes mais frequentes na regido QRDR relacionadas a resisténcia a fluoroquinolonas que
ocorrem nos codons 81, 83 e 87 do gene gyrA em Salmonella spp.

O presente estudo teve como objetivo avaliar a ocorréncia de mutagdes na Regido
Determinante de Resisténcia as Quinolonas (QRDR) associadas a resisténcia ao acido nalidixico
e a ciprofloxacina em cepas de Salmonella spp. epidémicas e de origem avicola isoladas entre
1999 a 2006 no Estado do Parana, Brasil.
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MATERIAL E METODOS

Material Biol6gico

Um total de 95 cepas de Salmonella spp. resistentes ao acido nalidixico, isoladas de
pacientes ou alimentos envolvidos em surtos de salmonelose no Estado do Parana (PR), entre
1999 e 2006, foram gentilmente fornecidas pelo Laboratério Central do Estado do Parana
(LACEN, Curitiba, PR). Além destas, 19 cepas de Salmonella de origem avicola também foram
analisadas. A suscetibilidade ao acido nalidixico foi avaliada através da metodologia de Kirby-
Bauer (Bauer et al., 1966) conforme recomendacdes do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2006). A determina¢do da concentrag@o inibitdria minima para ciprofloxacina
(CipMIC) foi conduzida por microdiluigdo em caldo Muller-Hinton (DIFCO®) (CLSI, 2006). A
sorotipagem de Salmonella spp. foi realizada no Laboratério de Enterobactérias, Departamento

de Bacteriologia, Fundagéo Osvaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de Janeiro, Brasil.

Avaliagao da ocorréncia de mutagoes no gene gyr A através de AS-PCR-RFLP

As cepas foram incubadas em caldo BHI (Acumedia®) durante 18h, a 37°C, para
posterior extracdo do DNA gendmico por fervura, conforme proposto por Swanenburg et al.
(1998). Reagbes de PCR foram realizadas em volume final de 25 pL, contendo 1 pL de cada
primer STGYRA1 (25pmol), STGYRA-Hinfl/87 (50 pmol) e AS-81 (25pmol), 2 uL de dNTPs, 3,75
ML de MgCl> (10mM), 2,5 uL de tampéo da enzima (10x), 8,65 uL de &gua bidestilada estéril,
0,5U de Tag-polimerase (Invitrogen®) e 5 pL da solugdo contendo o DNA. As reagdes foram
conduzidas em termociclador, com desnaturagéo inicial de 3 min a 94°C seguida de 35 ciclos de
1 min a 94°C, 1 min a 57°C e 1 min a 72°C, e com extens&o final de 10 min a 72°C. Os primers
(Invitrogen®) STGYRA1 (5-TGTCCGAGATGGCCTGAAGC-3') e STGYRA-HInfl/87 (5-
ATGTAACGCAGCGAGAATGGCTGCGCCATACGAACGATGGAG-3') permitiram a obtencéo de
um fragmento de 195 pares de bases (pb), com um sitio de restricdo para Hinfl no codon
correspondente a Ser83, além da inser¢do de um sitio de clivagem artificial no codon Asp87. O
primer alelo-especifico AS-81 (5-GGTAAATACCATCCCCACG-3'), cujo nucleotideo 3'-terminal
corresponde ao primeiro do codon 81 permitiu, na auséncia deste nucleotideo, a obteng¢do de um
fragmento de 80 pb contendo sitio de restri¢cdo natural e artificial para Hinfl.

Para as reagdes de RFLP, 5 pL de cada produto da PCR foram digeridos com 5U

enzima Hinfl (Invitrogen®) em volume final de 7,5 pL, a 37°C por 2h. Os fragmentos digeridos e
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nao digeridos foram analisadas através de eletroforese em gel de agarose 3%. Foram utilizados
marcadores moleculares de 100 pb e 25 pb (Invitrogen®). Os géis foram tratados com brometo
de etidio, visualizados sob luz ultravioleta (UV) e documentados. O perfil de bandas obtido na
RFLP para cada cepa de Salmonella foi avaliado quanto a ocorréncia de mutagbes no gene

gyrA, e caracterizados conforme a Tabela 1 proposta por Giraud et al. (1999).

Tabela 1. Padrdes de Restrigdo da regido QRDR do gene gyrA em Salmonella spp. segundo
Giraud et al. (1999)

Perfil de AS - PCR - RFLP
suscetibilidade Comprimento do Fragmento (pb) Mutagdo QRI?AR do gene
a b gyr

a0 NALEX CIP® s Hinf 1 Apos Hinf |
Sensivel/ 195 - 80 137-43-22-15 Nenhuma
Sensivel
Resistente/ 195- 80 137 - 58 - 22 Codon 87 (GAC/ AAC)
Sensivel
Resistente/ 195 - 80 152 -43 - 37 Cbdon 83 (TCC/ TTC)
Sensivel
Resistente/ 195 137-43-15 Codon 81 (GGC/ TGC)
Sensivel
Resistente/ 195 - 80 195-80 Codon 83 (TCC/ TTC)
Resistente Cbdon 87 (GAC/ GGC)
Resistente/ 195 137 - 58 Cédon 81 (GGC/ TGC)
Resistente Codon 87 (GAC/ GGC)

aNAL, acido nalidixico
bCIP, ciprofloxacina

RESULTADOS E DISCUSSAO

As 95 cepas de Salmonella isoladas de pacientes e alimentos envolvidos em surtos
ocorridos no Estado do Parané entre 1999 e 2006, que foram avaliadas neste estudo pertenciam
a 6 diferentes sorovares, todos resistentes ao acido nalidixico. O sorovar Enteritidis foi 0 mais
freqlente, representando 90% do total de amostras (85 cepas), seguido por trés cepas do
sorovar Typhimurium (3%), trés cepas Joannesburg (3%), uma 09:12 (1%), uma Albany (1%) e

uma Newport (1%).
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Os resultados da amplificagéo da regido QRDR por PCR revelaram perfil de bandas com
fragmentos de 195pb e 80 pb para todas as cepas de Salmonella spp.. Nao foi observado o perfil
de bandas descrito por Giraud et al. (1999) com apenas um fragmento de 195 pb, evidenciando
auséncia de cepas com mutagéo no cddon Gly81. Estes dados corroboram com aqueles obtidos
por San Martin et al. (2005) que avaliaram a resisténcia a fluoroquinolonas em cepas de
Salmonella e observaram mutagdes apenas em Ser83 e Asp87.

Os fragmentos obtidos por RFLP demonstraram a presenga de mutagdes na QRDR do
gene gyrA nas cepas de Salmonella isoladas de pacientes e alimentos, que resultaram em
substituicdes nos aminoacidos codificados. Tais substituigdes ocorreram mais frequentemente
no codon correspondente a Asp87 (63%) em relacdo a Ser83 (37%), apresentando fragmentos
de 137-58-22 pb e 152-43-37 pb, respectivamente (Figura 2). N&o foram identificadas mutagdes
duplas no gene gyrA para as cepas investigadas.

De acordo com a literatura, as alteragdes no gene gyrA sé@o o principal mecanismo
envolvido na resisténcia de Salmonella spp. as quinolonas (GIRAUD et al., 2006, HOPKINS et
al., 2005; PIDDOCK et al., 2002). Os residuos Ser83 e Asp87 sdo os mais freqlientemente
alterados em cepas resistentes ao acido nalidixico (GIRAUD et al., 2006). Em adigao, sabe-se
que alteragdes nestes dois residuos comumente estdo combinadas em cepas fluoroquinolona-
resistentes (TURNER et al., 2006). Embora outros mecanismos contribuam para a resisténcia as
fluoroquinolonas em Salmonella spp., a ocorréncia de uma mutagao inicial no gyrA parece ser
essencial para elevar o nivel da resisténcia a estes antimicrobianos. Frequentemente, alteragdes
no gene parC estdo associadas com mutagdes simples ou duplas no gyrA em cepas que
apresentam niveis elevados de resisténcia a fluoroquinolonas (TURNER et al.,2006).

Eaves et al. (2004) avaliaram a prevaléncia de mutagdes na regido QRDR do gene gyrA
de S. enterica e verificaram mutagdes de substituicdo em 100% das cepas resistentes ao &cido
nalidixico. A freqiéncia de mutagdes em Ser83 (57%) e Asp87 (39,6%) foi semelhante aquela
verificada no presente estudo. Hakanen et al. (2001) também investigaram a ocorréncia de
mutacdes no gene gyrA em cepas de Salmonella com reducdo de suscetibilidade a
fluoroquinolonas. Dentre as mutagdes mais frequentemente detectadas foram identificadas
substituicdes em 26% das cepas estudadas em Asp87(-Tyr) e 25,6% em Ser83(-Phe).

A frequéncia e a posi¢do das mutagdes no gene gyrA também foram analisadas no
presente trabalho em relagéo aos diferentes sorovares de Salmonella avaliados. Os resultados
observados com as 85 cepas epidémicas do sorovar Enteritidis evidenciaram mutagdes mais

freqlientes no cddon Asp87 (65%) em relagéo aquelas encontradas no cédon Ser83 (35%). Em
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contrapartida, as trés cepas do sorovar Typhimurium analisadas apresentaram mutagdo em
Ser83.

Estes dados estdo de acordo com o obtido por outros autores. Eaves et al. (2004)
verificaram que para o sorovar Enteritidis, as alteracbes em Asp87 (57,2%) foram mais
freqlentes do que em Ser83 (42,9%). Giraud et al. (1999) relataram que muta¢des no cddon
Ser83 do gyrA séo frequentes no sorovar Typhimurium, enquanto alterages em Asp87 séo mais
comuns em outros sorovares.

Pontos simples de mutagao identificados na presente pesquisa sdo associados com
resisténcia a quinolonas nao-fluoradas, como acido nalidixico. Porém, aparentemente, sdo
necessarias mutagdes adicionais para que ocorra resisténcia as fluoroquinolonas, como a
ciprofloxacina (HOOPER, 1999; EAVES et al., 2004; HOPKINS et al., 2005; SAN-MARTIN et al.,
2005).

Outro aspecto importante observado no presente estudo refere-se a diferencas na
CipMIC em relagdo a posicdo da mutacdo no gene gyrA. Foi verificado que as cepas com
mutacdo no cddon Ser83 exibiram maior decréscimo na suscetibilidade a ciprofloxacina em
relacao aquelas com mutacdo em Asp87, embora todas as cepas tenham permanecido sensiveis
a ciprofloxacina de acordo com os critérios estabelecidos pelo Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2006). O valor da MICso para ciprofloxacina para cepas sensiveis ao acido
nalidixico, observado em trabalho anterior (dados ndo publicados), que foi de 0,0078 ug/mL,
aumentou 8 vezes nas cepas com mutacoes em Asp87 (0,0625 pg/mL), e 16 vezes naquelas
com mutagdes em Ser83 (0,125 ug/mL).

A Figura 1 apresenta a distribuicdo do MIC para ciprofloxacina de acordo com a posigéo
da mutagdo no gyrA em cepas envolvidas em surtos de salmonelose no Estado do Parané entre
1999 e 2006. E possivel perceber que a maior parte das cepas com mutacdo em Asp87
apresenta CipMIC entre 0,0313 e 0,0625 pg/mL, enquanto nas cepas com mutagdo em Ser83 a
CipMIC ficou entre 0,0625 e 0,125 ug/mL.
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Figura 1. Distribuicdo do MIC para ciprofloxacina de acordo com a posigdo da mutagdo no gyrA, em cepas
envolvidas em surtos de salmonelose no Estado do Parana entre 1999 e 2006.

Variagbes na CipMIC relacionadas a posicdo da mutacdo no gyrA em cepas de
Salmonella spp. ja foram relatadas em pesquisas anteriores. Segundo Hopkins et al. (2005),
cepas com diferentes substituigdes nos codons 83 e ou 87 apresentaram niveis variados de
suscetibilidade reduzida a fluoroquinolonas. Ling et al. (2003) sugeriram que mutagdes em Ser83
estdo associadas a niveis mais elevados de resisténcia do que mutagdes em outros cddons do
gyrA, como Asp87.

Dentre as 19 cepas de origem avicola avaliadas no presente estudo, 11 (58%)
pertenciam ao sorovar Enteritidis. Os demais sorovares identificados foram duas cepas de S.
Heidelberg (10,5%), duas Panama (10,5%), uma Brenedey (5%), uma Corvallis (5%), uma Ohio
(5%) e uma Anatum (5%). Em comparagdo as cepas isoladas de pacientes e alimentos
envolvidos em surtos, a diversidade de sorovares identificada foi proporcionalmente maior nas
de origem avicola, contudo, em ambas o sorovar Enteritidis foi prevalente.

A analise do perfil de suscetibilidade ao &cido nalidixico revelou 13 cepas de origem
avicola (68,4%) resistentes. Dentre estas, 11 (84,6%) apresentaram mutagdes simples no gene
gyrA, nos codons Asp87 (54,5%) ou Ser83 (45,5%). Nao foi observada a ocorréncia de mutagéo
no coédon correspondente a Gly81. Do total de cepas com mutagdes, 9 (81,8%) pertenciam ao
sorovar Enteritidis e 2 (18,2%) a Heidelberg. Todas as cepas resistentes ao acido nalidixico de

origem avicola apresentaram redugéo na suscetibilidade para ciprofloxacina, sendo observados
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MIC 0,250 pg/mL para uma cepa do sorovar Enteritidis e MIC 0,500 pg/mL para uma cepa de S.
Heidelberg.

Uma importante observacdo na anédlise das cepas de origem avicola refere-se a
ocorréncia de duas cepas resistentes ao acido nalidixico pertencentes aos sorovares Bredeney e
Corvallis, que ndo apresentaram mutagdo no gene gyrA. Na andlise de RFLP, estas duas cepas
apresentaram 0 mesmo padréo de restricdo daquelas suscetiveis a esse antimicrobiano, com
fragmentos de 137-43-22-15 pb. Fenotipicamente, além do perfil de resisténcia ao &cido
nalidixico, as duas cepas apresentaram suscetibilidade reduzida a ciprofloxacina, com MICs de
0,125 e 0,250 pg/mL respectivamente. Este fato sugere a presenca de outros mecanismos
envolvidos na resisténcia as fluoroquinolonas nestas cepas, estando possivelmente relacionado
hiperexpressédo de bomba de efluxo. Além disso, deve-se considerar a possibilidade da
ocorréncia de mutagdes em outros cddons do gene gyrA que nédo sdo detectadas pela técnica de
AS-PCR-RFLP.

Na Figura 2 estdo apresentados os perfis de AS-PCR-RFLP, observados no presente

estudo, antes e ap6s a restricdo com a enzima Hinf |.

M I o v I I IV

- Hinf | + Hinf |
Figura 2. Perfis obtidos por AS-PCR-RFLP de quatro cepas de Salmonella representativas antes (- Hinf I) e ap6s a
restricdo (+ Hinf1). O perfil | (137-43-22-15 pb) corresponde as cepas sensiveis ao acido nalidixico. Os perfis Il (152-
43-37 pb) e Il (137-58-22 pb) representam cepas resistentes a este antimicrobiano e com mutag&o nos cddons
Ser83 e Asp 87, respectivamente. O perfil IV (137-43-22-15 pb) refere-se as duas cepas de origem avicola

resistentes ao &cido nalidixico, sem quaisquer mutagdes na QRDR do gene gyrA..

Pesquisas de Giraud et al. (1999) demonstraram in vitro a ocorréncia de resisténcia ao

acido nalidixico em niveis elevados para cepas de origem avicola com mutagdes simples no

&3



gyrA, sugerindo a existéncia de outros mecanismos envolvidos na resisténcia as quinolonas em
Salmonella spp. No mesmo estudo, os pesquisadores verificaram menor freqiiéncia de mutacao
no codon 87 do gene gyrA em cepas de origem animal em relagéo as de fontes humanas. Soto
et al. (2003) cultivaram in vitro mutantes de S. Enteritidis resistentes ao acido nalidixico, em
crescentes concentragdes de ciprofloxacina para investigar os mecanismos envolvidos na
aquisicdo de resisténcia. Os pesquisadores verificaram elevagdo de 0,5 para 1,5 pg/mL no
CipMIC das cepas, relacionada a hiperexpressao no sistema de efluxo.

O crescente numero de isolados de Salmonella com suscetibilidade reduzida a
ciprofloxacina representa um problema de saude publica j& que pode causar faléncia no
tratamento clinico e, consequentemente, restringir as opgdes terapéuticas para o tratamento
para salmoneloses graves ou sistemicas (ANGULO et al., 1999; GIRAUD et al., 2006). Um
importante aspecto sobre a resisténcia ao acido nalidixico refere-se ao fato de que tais cepas
requerem menor exposicdo as fluoroquinolonas para alteragdo de sua suscetibilidade se
comparadas aquelas suscetiveis ao acido nalidixico (CEBRIAN et al., 2003; HOPKINS et al.
2005).

Diante desta situagéo, a elevada incidéncia de cepas de Salmonella com mutagbes
simples no gene gyrA observada no presente trabalho alerta para o uso criterioso de
fluoroquinolonas na clinica veterinaria e humana evitando a emergéncia de cepas resistentes.
Além disso, evidencia a importancia da detec¢do de mutagdes no gene gyrA para melhor
compreensdo dos mecanismos de resisténcia a estes antimicrobianos, contribuindo com estudos
epidemiologicos de transmissdo e variabilidade em cepas de Salmonella resistentes as

quinolonas.
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5. CONCLUSOES

e Salmonella Enteritidis foi o sorovar mais freqiientemente encontrado entre as cepas
analisadas no Estado do Parana entre 1999 e 2006, seguido por S. Infantis, S.
Typhimurium e S. Derby;

e Foi observada uma crescente incidéncia de cepas resistentes ao &cido nalidixico e
elevagado nos valores de MICso para ciprofloxacina das cepas de Salmonella spp. no

periodo estudado;

e Houve um aumento significativo na concentragdo inibitéria minima de ciprofloxacina

(CipMIC) para as cepas resistentes ao acido nalidixico;

e A ocorréncia de cepas com suscetibilidade reduzida a ciprofloxacina (MIC> 0,125
Mg/mL) passou de 24% em 2001 para 30% em 2006;

e Dentre as cepas de Salmonella spp. resistentes ao acido nalidixico provenientes de

surtos e de origem avicola, 98% apresentaram mutagdes no gene gyrA;

e Duas cepas resistentes ao acido nalidixico e com suscetibilidade reduzida a
ciprofloxacina, pertencentes aos sorovares Bredeney e Corvallis, ndo apresentaram
quaisquer mutagdes no gene gyrA;

e As mutagbes no gene gyrA foram identificadas nos codons Asp87 e Ser83 com
freqliéncia de 63% e 37%, respectivamente, nas cepas envolvidas em surtos. Nas cepas
de origem avicola a freqiéncia foi 54,5% das mutagdes em Asp87 e 45,5% em Ser83;

o Nao foi observada mutagéo no cddon Gly81 em nenhuma das cepas avaliadas;

e Nao foram identificadas duplas mutagdes no gene gyrA em nenhuma das cepas

avaliadas.
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