1 INTRODUCAO

A Salmonelose, é considerada a principal doenga transmitida por alimentos em
todo o mundo, devido a ampla ocorréncia de pessoas infectadas e prejuizos financeiros
causados com a destruicdo de alimentos, perda de animais, entre outras (WHO, 2006).
Infeccdes causadas por Salmonella resultam em gastroenterites, podendo causar morte
em alguns casos (Koneman et al., 2008). A transmissdo de salmonelose entre humanos
pode acontecer, mas nao ¢ comum, uma grande variedade de espécies dentro do género
Salmonella é encontrado em diversas fontes, como alimentos, animais de consumo
humano, dgua, deixando as pessoas expostas a uma possivel contaminacao (Oliveira et

al., 2005; Ribeiro et al., 2007).

No Brasil, houve grande aumento da prevaléncia de isolados de Salmonella no
inicio dos anos 90, entre os anos de 1991 e 1995, estudo realizado por Tavechio et al.
(1996) com isolados enviados ao Instituto Adolfo Lutz de Sao Paulo mostrou que a
porcentagem de isolamento de Salmonella Enteritidis de origem humana passou de
1,2% para 64,9%. Apos esse periodo Salmonella predominou como o principal agente
etiologico de Doencas transmitidas por alimentos (DTA) no Brasil, entre os anos de
2001 e 2010, foi identificada em 19,16% surtos (Brasil, 2011). No estado do Mato
Grosso do Sul, no periodo de 1999 a 2006, Sal/monella foi detectada em 30,3% dos
surtos (Brasil, 2007).

O Ministério da Saiude do Brasil (2008) recomenda o cloranfenicol, ampicilina,
sulfatomexazol/trimetoprim, amoxilina, quinolonas, fluoroquinolonas e cetriaxona para
o tratamento de infec¢Oes causadas por Salmonella, além do uso de medicamentos
antitérmicos e de hidrata¢do oral (Brasil, 2010). Entretanto a Organizacdo Mundial da
Satde (WHO, 2005) recomenda para adultos, antibidticos do grupo quinolona e, para
criangas com infecgdes graves, cefalosporinas de terceira geracdo. Porém farmacos
como, clorafenicol, ampicilina e amoxicilina e sulfametoxazol/trimetoprima também
podem ser usados ocasionalmente. Grandes centros utilizam antimicrobianos apenas em
grupos de risco, inicialmente adotam o uso de antibidticos rotineiros e apos testes de

susceptibilidade selecionam o farmaco mais adequado ao tratamento (Ince at al., 2012).

Porém o uso excessivo de agentes antimicrobianos na medicina humana,
veterinaria, agricultura, promoveram o aumento de isolados resistentes, tornando

necessario o controle destes medicamentos (Levy e Marshall, 2004; Singer e Hofaque,



2006). Varios fatores podem contribuir para a resisténcia a antimicrobianos, entre eles
alteracdes nas porinas encontradas na membrana celular, bombas de efluxo, genes
carreados por plasmideos, mutagdes génicas, € um novo mecanismo de resisténcia vem
atraindo a atencdo de pesquisadores, os integrons, que sdo elementos do DNA capazes
de adquirir mobilidade quando inseridos em plasmidios ou associados a transponsons,
tendo como funcdo rearranjar genes localizados em cassetes génicos dentro da regido
variavel do integron. Sao divididos em classe 1, classe 2, classe 3,classe 4 e classe 5,
sendo as classes 1, 2 e 3 os tipos mais relacionados com genes de resisténcia (Fluitz e
Schmitz, 2004; Cambray et al., 2010). Em integrons de classe 1, ja foram identificados
mais de 130 cassetes de genes de resisténcia, e 6 no de classe 2 (Mazel, 2006; Cambray
et al., 2010). Ahmed e Shimamoto (2012) identificaram a presenca de integrons de
classe 1 ou 2 em mais de 70% dos isolados multirresistentes encontradas em seus

estudos.

Considerando-se o aumento da prevaléncia de isolados de Salmonella
resistentes a antibioticos, determinar o perfil e os possiveis mecanismos responsaveis
pela resisténcia a antimicrobianos em isolados de determinada regido ¢ de grande
importincia para orientar procedimentos terapéuticos. Diante do exposto, o objetivo da
pesquisa foi determinar o perfil de resisténcia aos antimicrobianos de Salmonella,
relacionando ao seu local de isolamento (alimento, agua e infeccao clinica) e investigar
a presenca de integrons classe 1 e 2 em isolados por meio da técnica de PCR em

Dourados, Mato Grosso do Sul.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Salmonella

Descrita por Daniel Elmer Salmon no ano 1886, Salmonella ¢ um género de
bactérias, gram-negativas, ndo esporuladas, ndo encapsuladas, a maioria possui flagelos,
em forma de bacilo, conforme figura 1. (Koneman et al., 2008). Vivem no trato
gastrointestinal de animais domésticos e selvagens, a Unica exceg¢do ¢ a Salmonella

typhi, que € um patégeno exclusivamente humano (Alcocer ef al., 2006).




Figura 1. Microfotografia de Salmonella. Fonte: Etiology, 2013.

Os seres humanos contraem a infeccdo por Salmonella enterica ingerindo
produtos contaminados, de origem animal. O periodo de incubacdo deste micro-
organismo ¢ de 12 a 36 horas, apds a ingestdo de agua ou alimento contaminado. Os
alimentos mais associados a surtos de Salmonella enterica sdo aves e ovos e estes
podem ser contaminados na cloaca da galinha ou por infec¢do transovariana (Koneman
et al., 2008). Os sintomas mais comum de um paciente com salmonelose sdo diarreia,

nauseas, febre, colicas abdominais e vomitos (Ingrahm e Ingrahm, 2010).

A infeccdo por Salmonella enterica pode levar a complicagdes graves € mesmo
a Obito em pessoas frageis. A taxa de mortalidade associada a diarreia € maior em idosos
com mais de 74 anos em comparagdo com pacientes mais jovens (Akhtar, 2003). Um
estudo clinico sobre bacteremia provocada por Salmonella ndo tifoéide, realizado na
Tailandia, mostrou que pacientes com falhas na funcdo imunolodgica celular correm o
risco de desenvolver a doenga e tém taxa de mortalidade bastante elevada: sua
mortalidade global foi 36,3%, chegando a 60% nos pacientes com AIDS (Thamlikitkul,
etal., 1996).

2.2 Classificacio

Pertence 4 familia Enterobacteriaceae, ¢ dividida em 2 espécies, Salmonella
bongori e Salmonella enterica (que contém 6 sub-espécies) conforme a Tabela 1, e

possui mais de 2400 sorotipos.

Tabela 1. Classificacido de espécie e sub-espécie de Salmonella

Espécie Sub-Espécie

enterica (I): Inclui a maioria dos sorotipos

salamae (I1)




Salmonella enterica arizonae (I111a)

diarizonae (111b)

houtenae (IV)

indica (VI)

Salmonella bongori *antigamente subespécie V

Fonte: Koneman et al. (2008)

De acordo com o Country Databank (2012), banco de dados da Organizacao
Mundial de Saude, que retine os 15 sorotipos de Sa/monella mais prevalentes em cada
regido do mundo, em fontes humanas, no ano de 2009, Salmonella Enteritidis foi a mais
prevalente em toda a Europa, Africa, América do Sul, Oriente Médio e Leste Asiatico,
enquanto a Salmonella Typhimurium, foi a mais prevalente na América do Norte,
América Central, Caribe e Oceania. No Sudeste Asiatico, predomina a Salmonella

Weltevreden.

Considerando fontes ndo humanas, em quase toda a Europa, na regido Norte da
Africa e na América do Sul, Salmonella Enteritidis é a mais prevalente, enquanto no
Norte Europeu, Oceania e América do Norte, Salmonella Typhimurium ¢ a mais
prevalente. Salmonella Kentucky é a mais encontrada no Caribe ¢ Norte da Africa,
Salmonella Infantis, no Oriente Médio, Salmonella Derby no Oeste Asiatico e

Salmonella Anatum, no Sudeste Asiatico (WHO, 2012).

Na América do Sul, os sorotipos mais prevalentes sdo Salmonella Enteritidis,
Salmonella Typhimurium, nas fontes humanas e ndo-humanas, (WHO, 2009),

demonstrado na Tabela 2.

Tabela 2. Sorotipos de Salmonella mais prevalentes na América do
Sul, em fontes humanas e nao humanas

Humana % Nio Humana %

Salmonella Enteritidis 48,3% Salmonella Enteritidis 34,1%

Salmonella Typhimurium 18 % Salmonella Typhimurium 9,8%



Salmonella Thyphi 7,3% Salmonella Panama 5,6%
Salmonella Infantis 3,9% Salmonella Mbandaka 5,5%
Salmonella Agnona 3,7% Salmonella Minnesota 4,2%

Fonte: WHO, 2009

No Brasil de acordo com a WHO (2012), o sorotipo mais isolado em alimentos
¢ Salmonella Typhimurium, em amostras ambientais ¢ Salmonella Infantis e em

humanos Salmonella Enteritidis (Tabela 3).

Tabela 3. Sorotipos de Salmonella mais prevalentes no Brasil em
Alimentos, Ambiente e Humanos

Alimentos % Ambiente % Humanos %

S. Typhimurium 11,5 S. Infantis 9,8 S. Enteritidis 32,1
S. Enteritidis 7,6 S. Typhimurium 8,6 S. Typhimurium 31,7

S. Infantis 6,7 S. Mbandaka 7,8 S. Infantis 4,6

S. Schwarzengrund 5,8 S. Senftenberg 6,4 S. Muenchen 2,5
S. Minnesota 49 S. Tennessee 5,9 S. Panama 2,5
Outros 63,5 Outros 61,5 Outros 26,6

Fonte: CDB, 2012

2.3 Epidemiologia de Salmonella



A salmonelose ¢ a doencga transmitida por alimento mais frequente em todo o
mundo, de acordo com a Organizagdo Mundial de Satde. A fonte mais frequente da
contaminagdo por Salmonella em humanos sdo os produtos de origem animal,

principalmente os oriundos da industria avicola (Ribeiro ef al., 2007).

Ha uma grande perda econdmica devido a contaminagdo por Salomonella
decorrente de tratamentos médico-hospitalares, da perda de animais contaminados, e da
necessidade de reprocessamento ou destruicdo de alimentos contaminados (WHO,

2006).

Em 1880 foi relatado o primeiro caso de salmonelose em humanos, sendo a
Salmonella Typhimurium a mais predominante e tem sido registrado um progressivo
aumento de infec¢des por salmonelas em humanos e animais desde o ano de 1940,
sendo isolado principalmente as Salmonella Typhimurium e Salmonella Enteritidis
(Forshell e Wierup, 2006).

Os surtos ocorridos no Brasil causados por Salmonella Enteritidis aumentaram
acentuadamente a partir da segunda metade da década de 1990. Entre 1991 e 1995, a
porcentagem de isolamento de S. Enteritidis de origem humana passou de 1,2% para
64,9%. Deste entdo Salmonella continuou sendo o principal agente etiologico de DTA
no pais, no periodo entre 2001 e 2010, foi identificada em 19,16% surtos (Tavechio et
al., 1996; Brasil, 2011).

Vérios estudos mostram frangos como uma fonte de isolados de Salmonella
(Cardoso et al., 2006; Ribeiro et al., 2007; Ahmed e Shimamoto, 2012). A principal
forma de contaminacdo de salmoneloses passando de frango para humanos ¢ a
contamina¢do cruzada, onde instumentos usados para manipular o alimento antes de
cozinha-lo, como facas, taboas, entre outros, ndo s3o corretamente higienizados,
contaminando assim outros alimentos, Oscar (2013), concluiu que a industria esta
tomando cuidado com a contaminacao de frangos, demonstrando que a prevaléncia de
frangos contaminados com Salmonella foi de 3% e a incidéncia de contaminagdo
cruzada foi em 1,8%.

Trabalhos realizados no estado do Mato Grosso do Sul detectaram alta
incidéncia de frangos positivos para Sa/monella, estudo com 257 amostras, provenientes
de carcagas de frango, cortes, visceras, suabes de arraste, dgua do chiller provenientes
de abatedouro, encontrou Samonella em 11, 28% das amostras, porém levando em

consideragdo, somente amostras coletadas diretamente do avidrio, apenas 3,73% foram



positivas, enquanto as coletadas de abatedouro apresentaram prevaléncia de 19,51%

(Boni et al.,2011).

Em estudo realizado na Grande Dourados, com 50 amostras de carcagas de
frango de abatedouros, detectou-se por meio de PCR, a presenca de Sa/monella em 90%

das amostras (Chagas et al., 2013).

2.4 Tratamento

Para o tratamento de infec¢des causadas por Salmonella o Ministério da Saude
do Brasil recomenda antibioticos como: cloranfenicol, ampicilina,
sulfatomexazol/trimetoprima, amoxilina, quinolonas, fluoroquinolonas e cetriaxona,
além do uso de medicamentos antitérmicos e hidratacao oral (Brasil, 2010). Porém, em
casos sem complicagdo, antibidticos sdo contraindicados, pois esse tratamento poderia
tornar o paciente um portador cronico de Sal/monella devido a resisténcia. Em casos
graves, especialmente quando bactérias entram na circulagdo sanguinea, o uso de

antibidticos passa a ser essencial para a recuperacao do paciente (Ingrahm e Ingrahm,

2010).

Além da utilizacdo em seres humanos, agentes antimicrobianos sdo utilizados
na medicina veterinaria tanto para o tratamento e profilaxia de doencas, bem como na

produgdo animal, como promotores de crescimento (Oliveira et al., 2005).

O tratamento destas infec¢des gera um grande gasto financeiro, estima-se que
anualmente surgem 1.397.187 de casos de infec¢ao por Salmonelose, gerando um custo
anual em todo o mundo de 2.708.292.046 U$$ (Ddlares americanos) (ERS, 2010).

Gastos que poderiam ser evitados, caso houvesse prevengao.

2.5 Resisténcia a Antibioticos

Pessoas com infec¢des causadas por Salmonella resistentes t€m taxa de
mortalidade maior, quando comparada com pessoas infectadas pelo micro-organismo
ndo resistente. Estima-se que a taxa de mortalidade para pessoas com infecgdes
causadas por Salomenella multirresistentes ¢ 10 vezes maior nos dois anos seguintes a

coleta da amostra do que para a populagdo em geral (WHO, 2005).



Desde 1948, houve aumento no niumero de bactérias resistentes a antibioticos,
além da pressdo seletiva exercida pelo uso extensivo de antimicrobianos na medicina
humana, ha evidéncias na literatura que sugerem o aparecimento de espécies
multirresistentes devido a utilizacdo de antimicrobianos na criacdo de animais de
consumo humano (Smith et al., 2002; Butaye et al., 2006).

Inicialmente as fluoroquinolonas foram licenciadas apenas para o uso
terapéutico em humanos, ¢ ndo foi observado aumento imediato de isolados de
Salmonella resistentes a essa classe de antimicrobiano. Em contraste, quando
posteriormente foram licenciados para uso em animais de producdo, a prevaléncia de
isolados resistente as fluoroquinolonas aumentaram gradativamente em animais e
alimentos, e posteriormente em infecgdes humanas (FAO, OIE, WHO, 2003).

A exposi¢do a antibidticos em ambientes aquaticos se da por diversos fatores,
dentre eles, podemos citar a presenga de residuos de faArmacos encontrados em estagdes
de tratamentos de esgoto, que podem atingir corpos d’agua (Bila e Dezotti, 2003). Outra
forma de exposi¢do no ambiente aquatico, ¢ através de urinas e fezes excretados, tanto
por animais presentes no ambiente, quanto por humanos, tratados com antibioticos, e
sua excrecao atinge redes de esgotos (Kummerer, 2004). Sabe-se que cerca de 50 a 90%
do antimicrobiano digerido, ¢ excretado pelo nosso organismo (Raloff, 1998).

A presenca de isolados resistentes em animais de produgdo pode ameagar a
eficdcia de antimicrobianos em humanos se estas bactérias ou seus genes de resisténcia
forem incorporados a populag@o bacteriana humana (Smith et al., 2002).

Em um estudo realizado por Palmeira e Nascimento (2008) nao foi encontrado
diferencas nos isolados de S. Enteritidis entre os estados do sul (PR, SC e RS), e todos
isolados de Salmonella foram resistentes a bacitracina e a penicilina e 78,2%
apresentaram resisténcia a pelo menos um antimicrobiano. Rodrigues (2011) detectou
que 63,9% dos isolados de Salmonella Enteritidis da FIOCRUZ, eram suscetiveis a
ampicilina, cefalotina, ciprofloxacina, ceftriaxona, gentamicina, acido nalidixico,
nitrofurantoina e trimetoprim/sulfametoxazol. A resisténcia ao acido nalidixico foi
constatada em 13,2% e a nitrofurantina em 10,5%.

Todos isolados de Salmonella Hadar, testados por Ribeiro (2006) apresentaram
resisténcia a tetraciclina, no Rio Grande do Sul, fato que ndo houve surpresa, pois até o
ano de 1998 o antimicrobiano era adicionado em ragdes, 0 que aumentou a resisténcia

sobre o mesmo (Silva e Duarte, 2002).



10

Em paises como a Coréia do Sul, antibidticos do grupo quinolona nao sdo mais
considerados eficazes no combate as salmoneloses, estudo de Lee et al. (2004) mostrou
a ineficacia do antibidtico no combate a Salmonella Galinarum, agente causado da
Febre Tifoide em frangos, em 1995, nenhum isolado exposto a enrofloxacina foi
resistente ao antibidtico, em 2001, apenas 6,5% dos foram sensiveis ao medicamento.

Isolados de Salmonella de carcagas bovinas, apresentaram baixa resisténcia
quando comparado a estudos de isolados humanos e de frangos, segundo o estudo de
(Sibhat et al, 2011), 20,7 % dos isolados expostas a estreptomicina, sulfisoxazole e

tetraciclina foram resistente a um ou mais medicamento.

2.6 Genética Bacteriana

As Bactérias possuem um DNA cromossdmico, circular de fita dupla, com
todas as suas informagdes vitais contidas no nucleotideo, ¢ uma cadeia de DNA livre,
denominada Plasmideo, que pode reproduzir-se independente do DNA cromossémico.
este Ultimo pode ser transferido para outros micro-organismos. Sdo seres assexuados,
porém ocorre transferéncia de genes de 3 formas: Transformagdo, transdugdo e

conjugacao (Snustad e Simmons, 2010).

Na transformagao, elementos de DNA de micro-organismos mortos, podem ser
adquirido por outros. Transducao, a transferéncia ¢ carreada por virus bacteriéfagos, que
em contato com a bactéria, transfere um novo material genético. A principal forma de
troca ¢ a conjugacdo, onde um micro-organismo doador, entra em contato com um
receptor (R), através de uma estrutura denominada Pili, o plasmideo ¢ transferido de
uma célula para outra, neste pode conter genes associados a resisténcia a antibioticos.
Tais genes podem produzir enzimas que degradam o antimicrobiano ao entras na célula,
ou alterar a estrutura, na qual o medicamento agiria, tornando este ineficiente (Koneman

et al., 2008; Snustad e Simmons, 2010).

2.7 Mecanismos de Resisténcia

Vérios fatores podem estar associados a causa da resisténcia de micro-
organismos a antimicrobianos. Podem ocorrer alteracdes nas porinas presentes na
membrana externa do micro-organismo, reduzindo a permeabilidade dos agentes (San-

Martin et al., 2005; Koneman et al., 2008). Além da influéncia de alguns genes, podem
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codificar a resisténcia a antimicrobianos, estes genes podem estar localizados no
cromossomo ou nos plasmidios. O DNA cromossomico ¢ relativamente mais estavel,
enquanto que o DNA plasmidial ¢ facilmente transportado de uma linhagem para outra
por conjugacdo bacteriana, permitindo uma transferéncia de genes em conjunto
incluindo os de resisténcia a antimicrobianos (Koneman et al., 2008; Snustad e
Simmons, 2010).

2.7.1 Mutacgdes

Mutagdes nos Genes GyrA, GyrB, que codificam as subunidades A e B
respectivamente, na DNA-girase e nos genes ParC e ParE, codificadores das
subunidades da Topoisomerase IV, estdo associadas a resisténcia a medicamentos do
grupo quinolona em Salmonella (Cloeckaert et al., 2006).

Essas mutacdes ocorrem em uma regido entre os aminoacidos de posicao 67 ao
de 106, essa regido ¢ denominada Regido Determinante de Resisténcia as Quinolonas
(QRDR) (Soto et al., 2003).

A maior frequéncia de alteracao na QRDR em Salmonella resistentes ao acido
nalidixico ocorre nos cddons correspondentes a Serina-83 (Ser83) e Aspartato-87
(Asp87) (Hopkins et al., 2005).

As mutacdes no aminoacido Ser83 podem resultar em trocas por tirosina (Tyr),
fenilalanina (Phe) ou alanina (Ala), e as mutagdes no aminoacido Asp87 podem
implicar em substituicdes por asparagina (Asn), glicina (Gly), tirosina (Tyr) ou lisina
(Lys). Em Salmonella que possui essas mutagdes, a sensibilidade 4 antibidticos ¢
reduzida, quando comparadas a isolados ndo mutantes (Lee ef al., 2004; Hopkins et al.,

2005).

2.7.2 Integrons

Descrito pela primeira vez no ano de 1988, integrons sdo elementos de DNA
que podem adquirir motilidade, quando associados a transposons e plasmidios, com a
fungdo de interagir, retirar e rearranjar genes que se localizam em cassetes génicos
dentro de sua regido, a enzima integrase, expressa pelo gene intil ¢ a responsavel pela

realizacdo de todas as suas atividades (Cambray et al., 2010). Conforme Figura 2.
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Figura 2. Integron. O tridngulo e o circulo consistem em um sitio de insercdo de 59pb. Os genes
qacEA e sul, sdo expressos apos serem ativados pelo mecanismo. Fonte: San Diego State University.

Sao classificados em integron classe 1, classe 2, classe 3, classe 4, classe 5 de
acordo com a similaridade dos aminoacidos que compdem a enzima Integrasse.
Estruturalmente sao divididos em regides variaveis e nao varidveis, sendo que os
cassetes génicos sdo inseridos nesta regido varidvel, dependendo da pressdo seletiva

sofrida pelo micro-organismo (Wallace et al., 2010).
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Esse mecanismo de resisténcia ja foi identificado em véarios estudos com
Salmonella, ¢ encontrado principalmente em isolados multirresistentes, Firoozeh et al.
(2011), isolou 43 serovares de Salmonella, multirresistentes, identificando a presenca da
Integron Classe I em 88,3% das amostras.

Virios fatores podem influenciar na expressdo dos genes de resisténcia
contidos nos integrons, um dos principais € que genes encontrados proximo ao promotor
tendem a ser expressos com maior eficacia do que aqueles que estdo localizados
distantes deste promotor, apresentando maior efeito na resisténcia da bactéria ao
antimicrobiano (Weldhagen, 2004).

Ahmed e Shimamoto (2012) obtiveram 17 amostras de Salmonella,
multirresistentes, destas, em 42,9% foi detectada a presenca de integron classe 1 e em

14.3% o integron classe 2.

3 OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral

Verificar os sorotipos de Salmonella prevalentes, determinar o perfil e padrao
de resisténcia a antimicrobianos em isolados de fontes diferentes (alimento, agua,
infecgdes clinicas) e identificar a presenca de integrons classe 1 e 2 no municipio de
Dourados, Mato Grosso do Sul.

3.2 Objetivos Especificos

. Verificar os sorotipos de Sal/monella isolados com maior frequéncia nos
anos de 2010-2011.

. Avaliar o perfil de resisténcia a antibidticos dos isolados de Salmonella
isoladas de diferentes fontes (alimento, d4gua e infecgdes clinicas) em Dourados, Mato
Grosso do Sul utilizando duas metodologias (Difusdo em disco e MIC) e verificar se a
fonte de origem de isolamento influencia neste perfil;

. Estabelecer a Concentragdo Inibitéria Minima (MIC) dos isolados;

. Identificar a presenca ou auséncia de integrons e sua classe (1 ou 2) nos

isoladas por meio da técnica de PCR.
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Introducio: O uso indiscriminado de antimicrobianos favoreceu o surgimento de
isolados resistentes. Alguns mecanismos podem contribuir para disseminar genes de
resisténcia, entre eles, os integrons. O objetivo do estudo foi descrever os sorotipos,
perfil de resisténcia, e avaliar a presenca de integrons em isolados de Salmonella, em
Dourados, MS.

Metodologia: Foram utilizadas 36 amostras de diferentes fontes. Para avaliar o perfil de
resisténcia, utilizou-se duas técnicas (difusdo em disco e concentracdo inibitéria
minima), e por meio de PCR, identificou-se a presenca de integrons classe 1 e classe 2.

Resultados: O sorotipo encontrado com maior frequéncia foi S. Infantis. Pelo método
de difusdo em disco, (22,2%; n=8) dos isolados totais apresentaram perfil de resisténcia.
Quando separados por grupos de acordo com a fonte de isolamento, observou-se, que
(44,4%; n=4) amostras isoladas de agua, (33,3%; n=3) das de infeccdes clinicas e
(5,8%; n=1) das de alimentos foram resistentes. Avaliados por meio do método de
Concentragao Inibitéria Minima, (30,5%; n=11) dos isolados totais, foram resistentes,
separados por grupos, isolados de infec¢des clinicas, d4gua e alimentos, apresentaram
resisténcia em (40%; n=4), (33%; n=3) e (23,5%; n=4) das amostras. O integron de
classe 1 ocorreu em (88,8%; n=32) dos isolados totais, sendo dentre esses (91,6%;
n=11) dos isolados resistentes e (87,5%; n=21) dos isolados ndo resistentes. O integron
classe 2 foi encontrado em (8,3%; n=3) isolados totais, sendo estes todos sensiveis.

Conclusdo: O Perfil de resisténcia ndo foi relacionado a presenca de integrons.
Pesquisas futuras com genes associados a este mecanismo poderiam identificar esta
associagao.

Palavras chave: Salmonella; Resisténcia a antibidticos; Integrons.



22

Introducio

A Salmonelose ¢ considerada a principal doenga transmitida por alimentos
(DTA) em todo o mundo, devido a ampla ocorréncia de pessoas infectadas e aos
prejuizos econdmicos causados na medicina humana, veterinaria, na destrui¢dao ou
reprocessamento de alimentos contaminados, entre outros [1]. Infeccdes causadas por
Salmonella resultam em gastroenterites, podendo causar até morte em alguns casos [2].
No Brasil, entre 2001 e 2010, Salmonella foi o principal agente etioldgico causador de
DTA, sendo identificadas em 19,16% surtos [3]. No Estado do Mato Grosso do Sul, no
periodo de 1999 a 2006, Salmonella foi detectada em 30,30% dos surtos [4]. A
transmissao de salmonelose entre humanos pode acontecer, entretanto ndo ¢ comum.
Grande variedade de espécies do género Salmonella ¢ encontrada em diversas fontes
como alimentos, animais de consumo humano, agua, expondo as pessoas a possivel

contaminagao [5,6].

O Ministério da Saude do Brasil recomenda o cloranfenicol, ampicilina,
sulfatomexazol/trimetoprim, amoxilina, quinolonas, fluoroquinolonas e cetriaxona para
o tratamento de infec¢Oes causadas por Salmonella, além do uso de medicamentos
antitérmicos e de hidratagdao oral [3,7]. Entretanto a Organizacdo Mundial da Satde
recomenda para adultos, antibioticos do grupo quinolona e, para criangas com infec¢des
graves, cefalosporinas de terceira geragdao. Porém farméacos como, cloranfenicol,
ampicilina e amoxicilina e sulfametoxazol/trimetoprima também podem ser usados
ocasionalmente [8]. Grandes centros hospitalares utilizam antimicrobianos apenas em

grupos de risco, inicialmente adotam o uso de antibidticos rotineiros e apos testes de
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susceptibilidade selecionam o medicamento mais adequado ao tratamento [9].

A exposi¢do de Salmonella aos agentes antimicrobianos na medicina humana,
veterindria ¢ em ambientes aquaticos, favoreceu o aumento de isolados resistentes
[10,11,12]. Varios mecanismos podem causar a resisténcia de micro-organismos a
antimicrobianos. Dentre eles podemos citar: alteragdes nas porinas presentes na
membrana externa do micro-organismo, transferéncia de genes de resisténcia por meio

de plasmidios, mutagdes génicas, dentre outros [2,13,14].

O mecanismo de resisténcia determinado por elementos do DNA capazes de
adquirir mobilidade quando inseridos em plasmidios ou associados a transponsons
denominados integrons vem atraindo a atencao de pesquisadores. Estes tem a fungdo de
rearranjar genes localizados em cassetes génicos dentro de regido varidvel no genoma
microbiano. Sdo divididos em classe 1, classe 2, classe 3, classe 4 e classe 5, sendo as
classes 1, 2 e 3 relacionados com genes de resisténcia [15,16]. Nos integrons de classe
1, foram identificados mais de 130 cassetes de genes de resisténcia, e nos de classe 2, 6

cassestes [16,17].

Considerando-se o aumento da prevaléncia de isolados de Salmonella
resistentes a antibioticos, determinar o perfil e os possiveis mecanismos responsaveis
por esta resisténcia em isolados de determinadas localidades ¢ importante para
direcionar profissionais em procedimentos terapéuticos. Diante do exposto, o objetivo
da pesquisa foi identificar os sorotipos mais frequentes, determinar o perfil de
resisténcia aos antimicrobianos de Salmonella, relacionando a sua fonte de isolamento

(alimento, agua e infecgdo clinica) e investigar a presenga de integrons classe 1 e 2 em

isolados em Dourados, Mato Grosso do Sul.

Metodologia
Isolados bacterianos

O estudo incluiu 36 isolados de Salmonella, entre os anos de 2010 e 2011
provenientes da bacterioteca do Laboratorio de Microbiologia da Faculdade de Ciéncias
Bioldgicas e Ambientais da Universidade Federal da Grande Dourados. Dentre as

amostras: 17 isolados foram oriundos de alimentos (frangos de abatedouro e peixe), 9
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de agua (tanques de piscicultura e lagos) e 10 de infecgdes clinicas (pacientes do

Hospital Universitario de Dourados).

Identificagdo de Salmonella

As amostras foram identificadas bioquimicamente e por métodos sorologicos
por meio da determinagdo dos antigenos somaticos e flagelares, utilizando anti-soros
especificos polivalentes e monovalentes [2]. Em seguida, as mesmas foram
encaminhadas para Fundag¢do Instituto Oswaldo Cruz (Fiocruz/RJ) onde se

caracterizaram os sorotipos de Salmonella.

Perfil de Resisténcia

Duas técnicas foram utilizadas para caracterizar o perfil de resisténcia dos
isolados, a técnica de difusdao em disco e¢ a de Concentragdo Inibitoria Minima (MIC).

Estas foram repetidas em dois momentos distintos.

O teste da difusd@o em disco foi realizado de acordo com a metodologia da
Clinical and Laboratory Standards Institute M11-A8 [18] testando 10 antibidticos:
ampicilina (AMP:10pg); ciprofloxacina (CIP:5pg); cloranfenicol (CLO: 30pg),
enrofloxacina (ENO: 10pg); estreptomicina (EST: 10pg); gentamicina (GEN: 10ug);
nitrofurantoina (NIT: 30pg); norfloxacina (NOR: 10pg); tetraciclina (TET: 30ug);
Sulfametoxazol/Trimetoprima (SUT: 23,75/1,25ug).

Os antibioticos nos quais 0S micro-organismos apresentaram resisténcia
(ampicilina, gentamicina, sulfametoxazol/trimetoprim) no teste de difusdo em disco
foram submetidos ao teste da Concentracdo Inibitéria Minima (MIC, do inglés
Minimum Inhibitory Concentration). Também foram incluidas no teste duas quinolonas
(ciprofloxacina e norfloxacina). O MIC foi realizado com a metodologia da Clinical and
Laboratory Standards Institute M11-A8 [18]. Embora a estreptomicina tenha
apresentado resisténcia no teste de difusdo em disco, ndo foi submetida ao MIC, por ndo
ser recomendada pela CLSI. Todos os antibioticos utilizados no referido teste foram

preparados conforme as recomendagdes da CLSI M100-S22 [19].
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Para o controle de qualidade foi utilizado o micro-organismo Salmonella ATTC

1406.

Os critérios de interpretacdo dos resultados de perfil de resisténcia foram
baseados na Clinical and Laboratory Standards Institute M100-S23 [20]. Os micro-
organismos foram classificados como: resistentes (perfil de resisténcia a 1 ou mais
antimicrobianos) e ndo resistentes (sensivel ou intermediario a todos os agentes

testados).

Identificagdo da presenga de integron classe 1 e classe 2

A extragdo de DNA foi realizada por meio de métodos organicos de acordo

com protocolo discutido por Chagas et al. [21].

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) adaptada de Santos et al. [22] foi
realizada utilizando trés pares de primers. O CS [24] e Int] para integron classe 1 [24] e
o Int2 [24] para integron de classe 2 (Tabela 1). Foi preparada a reacdo com volume
final de 25 pL contendo: 12,5 pL de PCR Master Mix (Fermentas®), 1,5 puL (10
pM/uL) de cada um dos primers (IDT) e 10 a 50 ng de DNA genomico complexados
com agua ultrapura. As reacdes em cadeia pela polimerase foram realizadas em
termociclador (Biorad®) e consistiu em desnatura¢io inicial de 94°C por 5 minutos antes
da inicializagao dos 35 ciclos: 30s para desnaturacdo a 94°C, 30s para o anelamento dos
primers a 55°C e 30s de extensdo, a 72°C, e uma extensao final por 7min a 72°C. Todas
as reacdes foram conduzidas utilizando-se uma amostra de controle negativo, onde o
DNA foi substituido por igual volume de 4gua ultra pura. A reprodutibilidade dos
ensaios foi confirmada testando cada isolado duas vezes. As amostras (10 pL) dos
fragmentos amplificados por meio de PCR, adicionadas ao tampdo de corrida
(Loadding Buffer) (Fermentas®), foram submetidas a eletroforese em gel de agarose
2,0% a 120v por 30min, o gel foi preparado com tampao TBE e corado com brometo de
etidio. O marcador de peso molecular utilizado foi de 50 pares de bases DNA Ladder
(Promega®). As bandas de DNA dos produtos amplificados foram visualizadas em gel

sob luz UV e fotografadas em fotodocumentador (UVP).
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Resultados

A partir de 36 isolados, foram identificados 12 sorotipos diferentes, sendo os
mais frequentes Sa/monella Infantis (47,2%; n=17), Salmonella enterica subsp. enterica
(0:6,7:e,h:-) (16,6%; n=6) e Salmonella Typhimurium (11,1%; n=4), que apesar de estar
entre as mais prevalentes, foi identificada exclusivamente em infecgdes clinicas (Tabela
2). Os sorotipos mais encontrados nos isolados de alimentos foram Salmonella Infantis
(58,8% n=10) e Salmonella enterica subsp. enterica (0:6,7:¢,h) (11,7%; n=2), enquanto
que nas amostras de agua foram Salmonella enterica subsp. enterica (0:6,7:¢,h:-)
(44,4%; n=4) e Salmonella Infantis com (33,3% n=3). Em Infeccdes clinicas,
Salmonella Infantis (40%; n=4) e Salmonella Typhimurium (40%; n=4) foram os

sorotipos mais identificados.

A técnica de difusdo em disco possibilitou identificar que dentre todos os
isolados, 22,2% (n=8) foram resistentes. Os isolados que apresentaram maior resisténcia
eram provenientes da agua (44,4%; n=4), seguidos de infecgdes clinicas (30%; n=3) e
alimentos (5,8%; n=1). Esta metodologia permitiu identificar 4 tipos padrdes de

resisténcia (Tabela 3).

O MIC identificou que 30,5% (n=11) dos isolados totais foram resistentes.
Isolados de infecgdes clinicas (40%; n=4) foram os que apresentaram maior resisténcia,
seguidos de 4gua (33,3%; n=3) e alimentos (23,5%; n=4). Encontrou-se 5 padrdes de
resisténcia por meio desta técnica (Tabela 3). Para o MIC 50 (Concentragdo inibitoria
minima para inibir o crescimento de 50% das amostras) ndo houve diferenca entre os
isolados. O MICy, (Concentragdo inibitéria minima para inibir o crescimento de 90%
das amostras) foi maior nas fontes de isolados que apresentaram alta prevaléncia de
resistentes, quando comparados aos que apresentaram baixas (Tabela 4). O antibidtico
que apresentou  maior quantidade de  isolados resistentes foi o
sulfametoxazol/trimetoprima com 19,4% (n=7) dos isolados apresentando este perfil,

seguido da Ampicilina (13,8%; n=5).

Quando comparadas as duas técnicas, alguns isolados apresentaram padrao de
resisténcia diferente. Quatro amostras que apresentaram resisténcia no MIC, ndo
apresentaram este mesmo perfil quando comparados com a técnica de difusdo em disco.
A situagdo contraria também foi observada, ou seja, um isolado classificado como nao

resistente no MIC apresentou perfil de resisténcia na técnica de difusdo em disco.
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O integron de classe 1, esteve presente em 88% (n=31) dos isolados totais, em
91,6% (n=11) dos isolados resistentes ¢ em 87,5% (n=20) dos isolados que nao
apresentaram resisténcia. A classe 2 foi encontrada em apenas 8,3% (n=3) dos isolados.
O referido integron ndo foi detectado em nenhum dos resistentes (Tabela 3). Isolados
que possuem integron classe 1 apresentaram valores de MICy, superiores aos que nao
possuem, exceto para ampicilina e sulfametoxazol/trimetoprima. Para o MICs, ndo
houve diferenca nos valores entre os que possuem ou nao integrons classe 1, exceto para

gentamicina (Tabela 4).

Discussao

De acordo com o Country Databank [25], banco de dados da Organizagao
Mundial de Saude, que reune os 15 sorotipos de Salmonella prevalentes em todas
regides do mundo, na América do Sul, os sorotipos mais frequentes sdo Salmonella
Enteritidis e S. Typhimurium, tanto em fontes humanas quanto ndo-humanas. No Brasil
S. Typhimurium, S. Infantis e S. Enteritidis s@o os sorotipos mais encontrados em
alimento, ambiente e humanos, respectivamente. S. Typhimurum, um dos sorotipos mais
frequentes em humanos e alimentos no Brasil e na América do Sul, no presente estudo
foi encontrada exclusivamente em humanos, e S. Enteritidis, apesar de ter alta
distribuicdo e frequéncia mundial, ndo foi observada em nosso trabalho. Em outro
estudo realizado no Mato Grosso do Sul, em avidrio e 4gua chiller em abatedouro foi
identificado o sorotipo S. Schwarzengrund como o mais prevalente (37,6%), seguido de
S. Typhimurium (17,2%), S. Corvallis (13,8%), S. Enterica (0:4,5:-:1,2) e S. Enteritidis,
com 10,34% cada [26].

Devido a pressdo seletiva exercida pelo uso extensivo de antimicrobianos,
evidéncias na literatura sugerem que o aparecimento de espécies multirresistentes esta
relacionado a utilizagdo de antimicrobianos na pecudria [27,28]. A presenc¢a de isolados
resistentes em animais de produgdo pode ameagar a eficacia de antimicrobianos em
humanos se estas bactérias ou seus genes de resisténcia forem incorporados a populagao

bacteriana humana [14, 27].

Com base nas técnicas de difusdo em disco e MIC, 33,3 % apresentaram perfil

de resisténcia. Varios estudos [9,29,30,31] também identificaram resisténcia a
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antimicrobianos em Salmonella. Em paises como a Coréia do Sul, antibidticos do grupo
quinolona ndo sdo mais considerados eficazes no combate as salmoneloses, estudo de
Lee et al. [9]mostrou a ineficacia do antibiotico no combate a S. Galinarum, agente

causador da Febre Tifoide em frangos.

A prevaléncia de resistentes dos isolados do presente trabalho foi menor
quando comparada a outros [9,31,32,33,34]. Nao foi observada resisténcia a quinolonas,
porém muitos isolados apresentaram-se como intermedidrios. Estudo conduzido por
Kiffer et al. [35], relacionou o consumo de antibidticos proporcionalmente equivalente a
taxa de resisténcia, isto ¢, regides do municipio de Sdo Paulo onde o consumo de
antimicrobianos ¢ maior, ha uma certa elevagdo na prevaléncia de resisténcia. Deve
adotar-se medidas cautelosas no consumo de antimicrobianos em nossa regiao, para nao

aumentar a prevaléncia de isolados resistentes.

Beier et al. [31] determinou o MICs,, em isolados de Salmonella, oriundos de
frangos, onde encontrou os seguintes resultados: ciprofloxacina (0,03 pg/ml),
ampicilina (<1 pg/ml), gentamicina (<0,25 pg/ml), tetraciclina (<4 pg/ml) e o MICy
para estes antimicrobianos foi de 0,03 pg/ml, 2 pg/ml, 16 pg/ml, >32, respectivamente.
Houve semelhanga com nosso trabalho no MICs, para ampicilina, na tetraciclina foi
mais sensivel, e gentamicina menos sensivel.

Estudo dinamarqués revelou que, embora as pessoas com infec¢des por
Salmonella suscetiveis apresentaram maior mortalidade do que a populagdo em geral,
pessoas com infec¢des por isolados resistentes tiveram mortalidade ainda maior. A taxa
de mortalidade para pessoas com infecgdes causadas por Salmonela multirresistentes foi
estimado ser 10 vezes maior nos dois anos seguintes a coleta da amostra do que para a
populagdo em geral [5]. A técnica da difusdo em disco preconizada pela CLSI ¢ adotada
em laboratorios de andlises clinicas [9], como teste para determinar a escolha do
antimicrobiano que serd utilizado no tratamento de pacientes, porém em nosso trabalho,
houve amostras que apresentaram sensibilidade na difusdo em disco, e resisténcia na
técnica da concentracdo inibitéria minima (MIC).

A resisténcia de micro-organismos a antimicrobianos podem estar associados a
alteragdes nas porinas presentes na membrana externa, mutacdes, genes carreados por
plasmidios, dentre outras [2,13,16]. O mecanismo de resisténcia que vem atraindo a
atengdo de pesquisadores na ultima década, os integrons, ja foi identificado em varios

estudos com Salmonella e ¢ encontrado principalmente em isolados multirresistentes,
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Firoozeh et al. [36], isolou 43 serovares de Salmonella, multirresistentes, identificando
a presenca da integron classe 1 em 88,3% das amostras. Ahmed & Shimamoto [37]
obtiveram 17 amostras de Salmonella, multirresistentes, destas, em 42,9% foi detectada
a presenga de integron classe 1 e em 14.3% o integron classe 2. O presente estudo teve
alta prevaléncia de integrons classe 1 em amostras resistentes e ndo resistentes.

Segundo Ribeiro et al. [38], genes contidos em integrons, estdo associados a
multirresisténcia & antimicrobianos. Integrons sao encontrados com maior frequéncia
em isolados clinicos, porém estudos mostram sua presenga em alimentos e ambientes
naturais [39], dados que corroboram com nossos resultados. Além de genes que
conferem resisténcia a antimicrobianos, os integrons em ambientes naturais podem
expressar genes relacionados a adaptacdo das bactérias a diferentes pressdes ambientais
[40]. Varios fatores podem influenciar na expressdo dos genes de resisténcia contidos
nos integrons, um dos principais € que genes encontrados préximo ao promotor tendem
a ser expressos com maior eficicia do que aqueles que estdo localizados distantes deste
promotor, apresentando maior efeito na resisténcia da bactéria ao antimicrobiano [41].

A simples detec¢ao da presenca ou auséncia deste mecanismo, ndo foi possivel
associar ao perfil de resisténcia, para este tipo de associagdo, estudo dos genes presentes
neste integrons talvez possa esclarecer a influencia desse mecanismo na resisténcia aos

antimicrobianos.
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Tabela 1. Classe de Integron e primer utilizado para identifica-la.

Tamanho
Classe de Regido
) Designacao Seqiiéncia nucleotidica (5’ - 3) em pares Referéncia
integron alvo
de bases
Classe | 5CS int5>-CS F - GGCATCCAAGCAAG Bissonete &
asse
3CS int3’-CS R — AAGCAGACTTGACCTGA Variavel Roy, 1992.
INTIF Intl] F - CAGTGGACATAAGCCTGTTC Koeleman et
Classe 1 210 a 230
INTIR Intl] R - CCCGACGCATAGACTGTA b al., 2001.
p
INT2F F - TTGCGAGTATCCATAACCTG Koeleman et
Classe 2 Int2
INT2R R - TTACCTGCACTGGATTAAGC 400pb al., 2001.
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Tabela 2. Sorotipos de Salmonella em isolados de amostras de alimentos, agua e
infeccoes clinicas no municipio de Dourados

Sorotipo Alimento Agua I.C Total
n (%) n (%) n (%) n (%)
S. Infantis 10 (58) 3(33,3) 4 (40) 17 (47,2)
S. enterica (0:6,7:¢,h:-) 2 (11,7) 4 (44,4) 0 6 (16,6)
S. Typhimurium 0 0 4 (40) 4 (11,1)
S. Agona 1 (5,8) 0 0 1(2,7)
S. Paratyphi B 1(5,8) 0 0 1(2,7)
S. enterica (0:4,5:¢,h:-) 1(5,8) 0 0 1(2,7)
S. enterica (0:6,7:1:-) 1(5,8) 0 0 1(2,7)
S. Saintpaul 1(5,8) 0 0 1(2,7)
S. enterica (0:6,7) 0 1(11,1) 0 1(2,7)
S. Ealing 0 1(11,1) 0 1(2,7)
S. sorotipo Heidelberg 0 0 1(10) 1(2,7)
S. enterica (0:4,5:1,v:-) 0 0 1(10) 1(2,7)

I.C = Infec¢bes Clinicas
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Tabela 3. Padrio de resisténcia nos isolados de Salmonella de acordo com a técnica

utilizada (Difusdo em disco e MIC), e presenca de integrons classe 1 e classe 2

Fonte Amostra Espécie Padrio Difusiio em Disco Padrio MIC CS IF1  IF2
Alimento F1 S. Infantis Nao resistente Nao resistente + + -
F2 S. Agona Naio resistente Nao resistente - + -
F3 S. Paratyphi B Nao resistente Nao resistente - - -
F4 S. enterica (0:6,7:¢,h:-) Nao resistente Nio resistente - + +
F5 S. Infantis Naio resistente Nao resistente + + -
Fe S. Infantis Nao resistente Naio resistente + + -
F7 S. Infantis Nao resistente Nao resistente + + +
F8 S. Infantis Nao resistente Nao resistente + + -
F9 S. Infantis Nao resistente Nao resistente + + -
F10 S. enterica (0:6,7:¢,h:-) Nao resistente Nao resistente - + -
F11 S. Infantis Nao resistente SUT + + -
F13 S. Infantis Nao resistente GEN - + -
F14 S. Infantis Nao resistente SUT - + -
F15 S. enterica (0:4,5:¢,h:-) Naio resistente Naio resistente + + +
F16 S. enterica (0:6,7:1:-) Naio resistente Nao resistente - + -
F17 S. Saintpaul Naio resistente Nao resistente + - -
P1 S. Infantis EST - AMP - SUT AMP - SUT - + -
Agua Al S. enterica (0:6,7:¢,h:-) Nao resistente Naio resistente - + -
A2 S. enterica (0:6,7:¢,h:-) SUT SUT + + -
A3 S. enterica (0:6,7:¢,h:-) Nao resistente Nao resistente - + -
A4 S. Infantis Nao resistente Nao resistente - + -
AS S. enterica (0:6,7) SUT SUT - + -
A6 S. Infantis SUT SUT - + -
A7 S. enterica (0:6,7:¢,h:-) TET Naio resistente - + -
A8 S. Ealing Nao resistente Naio resistente - + -
Al12 S. Infantis Naio resistente Nao resistente - - -
1.C H1 S. Infantis Nao resistente Nao resistente - - -
H2 S. Infantis Nao resistente Nao resistente - + -
H3 S. Typhimurium EST - AMP - SUT AMP - SUT - + -
H4 S. Typhimurium AMP - GEN - TET AMP - GEN - TET + + -
H5 S. Heidelberg Naio resistente AMP + + -
H6 S. Infantis Nao resistente Nao resistente - + -
H7 S. Typhimurium AMP - GEN - TET AMP - GEN - TET + + -
HS8 S. Typhimurium Nao resistente Nao resistente - - -
H9 S. Infantis Nao resistente Nao resistente + + -
H10 S. enterica (0:4,5:1,v:-) Nao resistente Naio resistente - + -

AMP: Ampicilina; EST: Estreptomicina; GEN: Gentamicina; SUT: Sulfametoxazol/Trimetoprim; TET:
Tetraciclina. + = Presenga do gene; - = Auséncia do gene. IC: Infec¢do Clinica.

Tabela 4. MICsy, MIC,, e prevaléncia de resisténcia para todos os isolados
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de Salmonella, para isolados de acordo com sua fonte de isolamento (alimento.
agua, infec¢oes clinicas) e de acordo com a presenca/auséncia de integrons classe 1.

MIC 5 (ng/mL)  MIC o (ng/mL)
MICs (ug/mL) para MICy (ng/mL) para p;lsl:;;((i)(()lgs p:lsl(':;((;(()lg)s
Antibiotic todos isolados todos isolados MIC 5 (ug/mL)  MIC 5 (ug/mL)
| MICs, (ng/mL) para MICy (ng/mL) para arasoisglidos aragois::lados
alimentos/agua/IC alimentos/agua/IC P P
com Intl/sem com Intl/sem
Intl Intl
1 >512 1 >512
AMP 1/1/1 1/4/>512 1 /1 >512/>512
CIP <0,03 0,125 <0,03 0,125
<0,03 /0,06 / <0,03 0,125/0,125/<0,03 <0,03 / <0,03 0,125 /<0,03
4 8 4 8
GEN 8/4/8 8/8/>256 8/4 16/ 8
<0,5 1 <0,5 1
NOR <0,5/1/<0,5 1/1/<0,5 <0,5 / <0,5 1 /<0,5
0,25-4,75 4-76 0,25-4,75 4-76
SUT 0,25-4,75/0,5-0,95 / - 0,25-4,75/0,25- )
0.5-9.5 8-152/16-304 / 4-76 4,75 8-152/16-304
0,5 4 0,5 4
TET 0,5/0,5/0,5 1/4/128 0,5/0,5 4/1

MICsy = Concentragdo (mg/pl) minima para inibir o crescimento de 50% dos isolados; MICy =
Concentra¢do (mg/pl) minima para inibir o crescimento de 90% dos isolados

IC: Infecgdes

clinicas;

AMP: Ampicilina;

Sulfametoxazol/Trimetoprim; TET: Tetraciclina.

Intl: Integron classe 1.

EST: Estreptomicina;

GEN: Gentamicina;

SUT:
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