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RESUMO

A Salmonella € uma das principais causas de doengas transmitidas por
alimentos em todo o mundo, sendo que no Rio Grande do Sul ela tem sido
apontada como o principal agente de toxinfecgbes alimentares nos ultimos
anos. Nesse trabalho, foram caracterizadas linhagens de Salmonella isoladas
de alimentos envolvidos em Salmoneloses ocorridas no Rio Grande do Sul, no
periodo de 2001 a 2002. Entre os 85 isolados investigados, 79 (93%) foram
sorotipificados como S. Enteritidis, enquanto os outros seis isolados foram
classificados como S. Javiana (n=1), S. Infantis (n=1), S. Agona (n=1), S.
Typhimurium (n=1) e S. enterica subsp. enterica (1,4,5) (n=2). A resisténcia das
amostras de S. Enteritidis a dez agentes antimicrobianos foi investigada. De
modo geral, altas porcentagens de sensibilidade foram verificadas. As maiores
porcentagens de resisténcia foram apresentadas em relagao ao acido nalidixico
(21,5%), a gentamicina (12,7%) e a estreptomicina (11,4%). A resisténcia a um
ou mais antimicrobianos foi verificada em 30 amostras (37,97%), o que permitiu
que os isolados fossem agrupados em 32 perfis de susceptibilidade. Apenas
duas amostras apresentaram resisténcia multipla a quatro drogas. Quando os
isolados de S. Enteritidis foram submetidos a PCR-Ribotipificagdo, somente
dois perfis (R1 e R2) foram identificados, sendo que o perfil R1 agrupou 92,4%
dos isolados. Os mesmos isolados também foram analisados por RAPD, sendo
possivel identificar quatro perfis de bandas (A a D). O perfil A agrupou 81% das
amostras, enquanto os perfis B, C e D agruparam 9%, 5% e 5% dos isolados,
respectivamente. Os resultados das analises de PCR-Ribotipificacdo e de
RAPD sugerem que uma mesma linhagem de S. Enteritidis foi isolada a partir
de alimentos envolvidos em Salmoneloses ocorridas em diferentes cidades do
Estado durante o periodo de 2001 a 2002.

1Dissertag:éo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente -
Microbiologia de Alimentos, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (85p.) Fevereiro, 2005.



ABSTRACT

Salmonella has been recognized as one of the major causes of foodborne
diseases worldwide, being that in Rio Grande do Sul, south of Brazil, it is
recognized as the main cause of gastroenteritis occurred in the last years. We
characterized Salmonella strains isolated from foods involved in foodborne
outbreaks occurred in Rio Grande do Sul, during 2001 to 2002. Among the 85
isolates investigated, 93% (n=79) were serotyped as S. Enteritidis, while six
isolates were classified as S. Javiana (n=1), S. Infantis (n=1), S. Agona (n=1),
S. Typhimurium (n=1), and S. enterica subsp. enterica (1,4,5) (n=2).
Antimicrobial resistance of the isolates of S. Enteritidis was determined. The
isolates were individually tested against 10 antimicrobial agents. Susceptibility
testing revealed that high percentages of susceptibility were often found to all
drugs. The predominant resistance pattern observed was to nalidixic acid
(21.5%), gentamicin (12.7%), and streptomycin (11.4%). Resistance was
verified in 30 isolates (37.97%), and it was possible to identify 31 resistance
patterns. Two isolates demonstrated resistance to four drugs. When S.
Enteritidis isolates were submitted to PCR-ribotyping, only two profiles (R1 and
R2) were identified, being that profile R1 grouped 92,4% of the isolates. RAPD
analysis confirmed these results, once four profiles (A to D) were found. Profile
A grouped 81% of the isolates, while profile B, C, and D grouped 9%, 5%, and
5% of the isolates, respectively. The majority of the isolates presented identical
PCR-ribotyping and RAPD patterns, suggesting that the same strain of S.
Enteritidis were isolated from foods involved in Salmonellosis occurred in
different cities of the South of Brazil during 2001 to 2002.

'Master of Science dissertation in Agricultural Microbiology, Faculdade de Agronomia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (85p.) Febrero, 2005.
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1. INTRODUCAO
A Salmonella é uma das principais causas de doengas veiculadas
por alimentos em diversos paises, sendo responsavel por sérios problemas
de saude publica e significativas perdas econémicas. Embora mais de 2400
sorovares de Salmonella tenham sido identificados, nos ultimos anos os
sorovares S. Enteritidis e S. Typhimurium tém sido reconhecidos como os
dois maiores agentes etiolégicos de Salmoneloses de origem alimentar em

humanos.

No Brasil, ndo ha dados precisos sobre a ocorréncia das
Salmoneloses na totalidade do territério nacional, contudo no Rio Grande do
Sul (RS) a Divisdo de Vigilancia Sanitaria (DVS/SES/RS) aponta esse
microrganismo como 0 agente etioldgico responsavel pelo maior numero de
surtos alimentares, na ultima década. Além disso, estima-se que apenas
uma pequena porcentagem dos casos de Salmoneloses seja notificada aos

orgaos de saude publica, ressaltando, assim, a relevancia do problema.

Dentro deste contexto, a tipificagdo das linhagens de Salmonella
responsaveis por surtos alimentares assume um papel muito importante para o
conhecimento das suas caracteristicas especificas e para a identificacdo das
reais fontes de contaminacado de alimentos, possibilitando a prevencao desses

surtos.



Diversos métodos tém sido empregados na caracterizagao fenotipica
e genotipica das Salmonella spp., sendo que caracterizagdes mais precisas
requerem a utilizagcao simultanea de diferentes métodos. Atualmente, sabe-se
que a maioria dos surtos € causada por linhagens especificas e diversos
estudos demonstram a necessidade da utilizacdo de técnicas moleculares com
adequado poder de discriminagao para a investigaciao destes microrganismos.
Os métodos moleculares baseados em PCR (Polymerase Chain Reaction)
constituem uma importante ferramenta para estudos epidemioldgicos de surtos
de Salmonelose, uma vez que apresentam adequado poder de discriminacgao,
custo relativamente baixo, além de facilidade de realizagdo das analises e de
interpretacdo dos resultados. Entre essas técnicas, pode-se destacar a PCR-
Ribotipificacdo e a RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA), as quais
tém sido bastante utilizadas na caracterizacdo de Salmonella. Contudo, tais
técnicas ndo devem ser aplicadas sem antes uma discriminagao prévia das
amostras através de métodos fenotipicos, como o bioquimismo e a
sorotipificagdo, os quais sdo reconhecidos como a base de muitos estudos
epidemiologicos. Além disso, a caraterizacdo dos perfis de resisténcia a
antimicrobianos de linhagens de Salmonella tem assumido um papel
importante nos ultimos anos, principalmente devido ao envolvimento de
linhagens multi-resistentes em surtos alimentares. Em vista disso, o presente

trabalho tem os seguintes objetivos:



1.1 Objetivo Geral:
Caracterizar fenotipica e genotipicamente linhagens de Salmonella
spp. isoladas de alimentos envolvidos em surtos de Salmonelose ocorridos no

Rio Grande do Sul, no periodo de 2001 a 2002.

1.2 Objetivos especificos:

- Determinar os principais sorovares envolvidos nas
Salmoneloses.

- Determinar os perfis de resisténcia a antimicrobianos
das linhagens de Salmonella isoladas.

- Caracterizar os perfis de PCR-Ribotipificacdo e
RAPD das linhagens de Salmonella isoladas.

- Comparar as caracteristicas das linhagens de
Salmonella estudadas nesse trabalho com aquelas isoladas nos
anos de 1999 e 2000 ja caracterizadas pelo nosso grupo de
pesquisa.

- Determinar se ocorrem de linhagens similares de

Salmonella em diferentes regides do Rio Grande do Sul.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracteristicas gerais do microrganismo
As bactérias do género Salmonella pertencem a familia
Enterobacteriaceae; sdo bastonetes Gram negativos, n&o esporulados,
anaerobios facultativos que ndo fermentam a lactose (KONEMAN et al., 1997).
A maioria, com excecao das Salmonella Pullorum e Salmonella Gallinarum, é
movel através de flagelos peritriquios (ANDREWS et al., 1992).
Todos os sorovares de Salmonella sdo considerados potencialmente
patogénicos, sendo o grau de viruléncia dependente da prépria linhagem, do

hospedeiro e do meio ambiente (BURR et al., 1998).

O pH o6timo para a sua multiplicagao encontra-se proximo a 7,0,
sendo que valores superiores a 9,0 e inferiores a 4,0 sdo considerados
bactericidas (CHUNG & GOEPFERT, 1970). Quanto a temperatura, sao
mesofilas, multiplicando-se, preferencialmente numa temperatura de
incubagao entre 35 e 37°C, porém, existem relatos de crescimento em

temperaturas entre 5 e 47°C (D'AOUST, 1991).

Outro fator que afeta o crescimento da Salmonella é atividade de
agua (ay). O crescimento € inibido em meios com a,, inferiores a 0,94, sendo

que o valor o6timo para o crescimento é de 0,95 (ICMSF, 1980).



Ao contrario do S. aureus, a Salmonella sp. € incapaz de tolerar
elevadas concentragbes de sais, sendo que a salmoura (9%) apresenta

efeito bactericida (GIBSON et al, 1988).

2.2 Caracteristicas bioquimicas

Segundo Popoff & Le Minor (1997), Salmonella possui como
principais caracteristicas bioquimicas, a capacidade de redugdo de nitratos a
nitritos, producédo de gas a partir da glicose, utilizagdo do citrato como unica
fonte de carbono, fermentacdo de dulcitol e inositol, producao de sulfeto de
hidrogénio em meios como TSI, LIA e SIM e reagdes de descarboxilagdo de
lisina, ornitina e arginina, usualmente positivas. Além disso, a Salmonella nao
apresenta atividade de hidrélise da uréia e ndo fermenta a lactose, sacarose,
salicina e rafinose. Apresenta também, reacbes de indol e fenilalanina

negativas.

2.3 Caracteristicas soroldgicas

A taxonomia do género Salmonella é baseada na composi¢cao de
seus antigenos de superficie, os quais sdo antigenos somaticos (O), flagelares
(H) e capsulares (Vi). Este esquema de classificagado, proposto por Kauffman
(1972), divide o género Salmonella em sorovares. Atualmente, o género
Salmonella esta dividido em 2 espécies (S. enterica e S. bongori) e em mais de
2.400 sorovares (POPOFF et al., 2003).

A subespécie enterica agrupa as salmonelas associadas as

infeccbes (principalmente gastrenterites) em humanos e animais de sangue



quente, enquanto a S. bongori € encontrada em animais de sangue frio e no

ambiente (BARROW, 1999).

Além da foérmula antigénica, alguns sorovares recebem
denominagcdo conforme a sindrome relacionada (Typhi, Paratyphi, etc.), o
hospedeiro especifico (Abortusovis, Abortusequi, Cholerasuis, entre outros) ou
a origem geografica dos primeiros isolamentos (London, Panama, Canada,
etc.). Apesar da grande quantidade de sorovares, em termos praticos, menos
de 50 sao realmente prevalentes e isolados mais frequentemente a partir de

infeccoes em humanos e animais (KILGER & GRIMONT,1993).

A caracterizagdo sorologica € realizada apdés a classificagao
bioquimica da Salmonella.spp. Em virtude da grande variedade de sorovares
identificados, essa caracterizacdo assume papel muito importante na
investigacdo epidemiolégica de surtos de Salmonelose de origem alimentar.
Atualmente, sabe-se que parcelas significativas de surtos sao causados por
sorovares especificos, principalmente por linhagens de S. Enteritidis e S.

Typhimurium (DARWIN & MILLER, 1999; BAAY & IN'T VELT, 2000).

Segundo Doyle & Cliver (1990), a parede celular da Salmonella spp.
contém quatro camadas: LPS, fosfolipidica, lipoprotéica e peptideoglicano. O
antigeno somatico O pertence a camada LPS, a qual contém endotoxinas, que
penetram na corrente sanguinea, podendo produzir febre no hospedeiro.
Antigenos flagelares (H) tém constituicao protéica e localizam-se externamente
a parede celular, sendo responsaveis pela motilidade bacteriana. Existem
também os antigenos ditos F ou pili tipo 1 (fimbrias), que também sao de

origem protéica, encontram-se na parte externa da superficie celular, mas que,



em geral, ndo sao importantes para a identificagao por estarem presentes em
todos os sorovares e serem antigenicamente similares. Estes antigenos sao
abundantemente produzidos quando o organismo multiplica-se aerobicamente,
sendo considerados importantes fatores de adesao.

Considerando a patogénese, os sorovares de Salmonella podem ser
divididos em dois grupos principais. Um grupo € responsavel pela doencga
sistémica, que infecta um numero restrito de espécies hospedeiras e raramente
€ envolvido em gastrenterite. Exemplos desses sorovares sao a S. Gallinarum
e S. Pullorum, ambos adaptados a aves, que causam o tifo aviario e a
pulorose, respectivamente. O outro grupo, composto pela maioria dos
sorovares, causa a gastrenterite e somente produz doencga sistémica sob

condigdes especiais (BARROW, 1999).

2.4 Caracteristicas das Salmoneloses

As doencas causadas por Salmonella sp. sdo conhecidas como
Salmoneloses e podem ser divididas em trés grupos: a febre tiféide, causada
por Salmonella Typhi, as febres entéricas, causadas por Salmonella Paratyphi
(tipos A, B e C) e as enterocolites, causadas pelos demais sorovares.

A febre tiféide s6 acomete humanos e, normalmente, é transmitida
por alimentos ou agua contaminada com material fecal humano. Como o
reservatorio de S. Typhi € o homem, em alguns casos as pessoas acometidas
podem tornar—se portadores assintomaticos, tornando-se a principal fonte de
contaminagao de alimentos e aguas. A febre entérica € muito semelhante a

febre tiféide, porém apresenta sintomas mais brandos, os quais podem persistir



por até trés semanas, ao contrario da primeira enfermidade que pode persistir

por até nove semanas (BLASER & NEWMAN, 1982).

Os sintomas da febre tiféide sdo causados pelo lipopolissacarideo
(LPS), que induz uma resposta inflamatéria local durante a invasdo da mucosa
(CHALKER & BLASER, 1988). Ja os sintomas das gastrenterites resultam,
provavelmente, da invasdo das células da mucosa. A S. Typhi causa uma
infeccao sistémica, enquanto patégenos entéricos como a S. Enteritidis

raramente penetram além dos tecidos submucosos (GALAN et al., 1992).

A doenga mais comumente causada por Salmonella sp., a
enterocolite resultante também da ingestao de alimentos ou agua contaminada,
€ uma das mais frequentes infecgcdes de origem alimentar em varios paises
(THIEL, 1999; SCHMID & BAUMGARTNER, 1999; GERNER-SMIDT &
WEGENER, 1999; TSCHAPE et al., 1999, GRIMONT et al., 1999). Apesar da
enterocolite ser a mais branda das manifestagdes causadas por Salmonella
spp., a alta frequéncia de casos é responsavel por milhares de mortes todos os
anos. Somente nos Estados Unidos da América, estima-se que, a cada ano,
ocorram de 800 a 4000 mortes devido a Salmonelose (FORSYTHE, 2002). Os
sintomas mais comumente associados a enterocolites sdo as diarréias
sanguinolentas, vémitos, febre, dores abdominais e a desidratagéo, podendo

resultar em morte.

Tais enfermidades tém sido responsaveis por grandes prejuizos
econdmicos decorrentes do tratamento dos casos clinicos, do recolhimento de

lotes de alimentos contaminados ou do impacto sobre a confiabilidade dos



consumidores frente aos produtos de marcas envolvidas nos surtos de

Salmonelose (THONG et al., 1995).

2.5 Patogenicidade

Apos a ingestdo de alimentos ou de agua contaminada, o
microrganismo pode penetrar no epitélio intestinal e posteriormente localizar-se
nas camadas epiteliais mais profundas. Evidéncias indicam que a bactéria
associa-se, preferencialmente, a macréfagos no interior das placas de Peyer,
no ileo distal, induzindo a formacao de ondas na superficie das células
infectadas, nos sitios de entrada do microrganismo. Dependendo do sorovar e
do hospedeiro infectado, as Salmonella spp. podem ser transportadas pelos
macrofagos para tecidos como figado e bago, onde se multiplicam, ou podem
permanecer na lamina propria do epitélio intestinal (OGUNNIYI et al., 1997).

O processo de invasao da mucosa intestinal por Salmonella tem sido
bastante estudado sob o ponto de vista genético. Atualmente, existem fortes
evidéncias que um grande agrupamento de genes, conhecido como
“Salmonella Pathogenicity Island 1” (SPI 1), foi adquirido de outras espécies de
bactérias patogénicas durante o processo evolutivo. A regido do genoma da
SPI 1, de aproximadamente 40kb, é responsavel pela sintese de mais de 30
proteinas que formam uma estrutura molecular complexa necessaria para a
invasao da célula hospedeira (DARWIN & MILLER, 1999). Os genes dessa
regido podem ser divididos em dois grupamentos (inv-spa e prg-org), conforme

a organizagao dentro do cromossomo bacteriano. O agrupamento inv-spa ja foi
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completamente sequenciado e apresenta genes de 11 proteinas estruturais
(invA, invB, invC, invE, invG, invH, invl, spaP, spaQ, spaR, spaS) e trés
reguladoras, todos altamente conservados dentro do género Salmonella.
Estudos de mutagcdes nestes genes tém demonstrado a eliminacdo ou
diminuicao significativa da invasdo, enfatizando a importancia de todo o
complexo para o processo de infecgao por Salmonella (AMY et al., 2004).

Ginocchio et al. (1994) demonstraram que, em contato com tecido
epitelial, linhagens de S. Typhimurium formam apéndices na superficie celular,
aparentemente essenciais aos processos de penetragdo em células nao
fagocitarias, uma vez que bactérias com mutagcdes nos genes inv (genes que
conferem capacidade invasiva a Salmonella) ndo formam estas estruturas,
tornando-se avirulentas.

A capacidade de colonizagao de 6rgaos internos (fase sistémica da
infeccdo por Salmonella) é caracteristica dos sorovares adaptados a
hospedeiros humanos e animais. Também nesse caso, existem evidéncias
experimentais de que esta adaptacédo foi possivel através da aquisicdo de
genes determinantes de fatores de viruléncia (HENSEL et al., 1997; BAUMLER
et al., 1998).

Outra caracteristica genética que €& comum aos sorovares
associados a maior viruléncia é a presenga do operon spv (“Salmonella
Plasmid Virulence”). O operon spv, composto por cinco genes (spvABCDR),
possui genes essenciais para a fase sistémica da infeccdo causada por S.
Cholerasuis em suinos, S. Gallinarum e S. Pullorum em galinhas, S. Dublin em

bovinos, S. Enteritidis e S. Typhimurium em ratos (GULIG et al., 1993).
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Analises genéticas tém demonstrado a presenca desses genes em
isolados de outros sorovares associados a doenga sistémica em animais de
sangue quente e em humanos (WOODWARD et al.,, 1989; REXACH et al.,
1994). A ocorréncia do operon spv em isolados do sorovar S. Typhimurium em
pacientes humanos também é um forte indicativo da importancia destes genes
para a fase sistémica no homem. Entretanto, também existem mecanismos de
patogenicidade independentes do operon spv, como é o caso dos sorovares
tifoides Typhi, Paratyphi A, Paratyphi B e Sendai que ndo possuem genes
desse operon (AABO et al., 2000).

Os sintomas da infecgdo em humanos, causados pela ingestao de
alimento contaminado por estes microrganismos, aparecem entre 12 e 48
horas, incluindo nauseas, vbémito e diarréia, sendo que cerca de 50% dos

individuos afetados apresentam febre (JAY, 2000).

2.6 Veiculos de contaminacado no cenario atual

O aumento da incidéncia de surtos de toxinfec¢des alimentares por
Salmonella em diversos paises tem chamado a atencdo dos 6rgaos de saude
publica, sendo que as investigagdes epidemiolégicas identificam o consumo de
ovos ou de alimentos contendo ovos, como responsaveis pela maioria desses
surtos. Sendo assim, os alimentos de origem animal sdo considerados os
maiores reservatorios e veiculos de contaminagao por Salmonella (TONDO et
al., 2005).

Na Inglaterra, a carne de frango tem sido referida como um

importante veiculo de Salmonella Enteritidis, enquanto que outros paises do
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Reino Unido citam ovos ou alimentos contendo ovos como a principal origem
do microrganismo (KANTAMA & JAYANETRA, 1996). A reducao na incidéncia
de Salmonelose constitui fator importante na prevencao da contaminagdo em
plantas de abate e no processamento de produtos de origem avicola. Com
relacdo a carne de frango, sabe-se que mesmo um pequeno numero de
animais inicialmente infectados pode causar a contaminacgao de toda uma linha
de abate, representando uma ameaga a saude publica em casos onde as
carcagas nao sao processadas corretamente. Assim, em frangos de corte, os
atuais métodos de abate e praticas de processamento podem disseminar
microrganismos de uma carcaga para outra, permitindo que o consumo dessas
carnes introduza agentes patogénicos na cadeia alimentar humana (PIERSON,
1995).

Valenciano et al. (2000) relataram um surto de gastrenterite e
febre tiféide provocado por S. Panama e S. Typhi, respectivamente, ocorrido
durante uma festa em um restaurante flutuante, em 1998, na Franga. Dos
199 convidados, 133 manifestaram gastrenterite e 27 tiveram febre tiféide.
Os alimentos veiculadores nos dois casos foram frango ou arroz (servidos
juntos). De acordo com os autores, muito embora o frango nao seja
reservatorio de S. Typhi, a contaminagado pode ter sido causada durante a
manipulagéo por portador saudavel e uso de agua com contaminacéo fecal,

bombeada diretamente do Rio Sena.

Tsuji et al. (2000) relataram de um surto por S. Enteritidis com
cerca de 206 pessoas acometidas devido ao consumo de bolos vendidos por

oito veiculos ambulantes em Okayama e arredores, no Japao. O bolo
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envolvido no surto havia sido elaborado com creme preparado a base de

manteiga e ovos.

Ja Taormina et al. (1999) mencionam a ocorréncia de 1917 casos
confirmados de Salmonelose associados ao consumo de sementes e brotos de
alfafa e mostarda, causados por varios sorovares em paises como Reino
Unido, Estados Unidos, Suécia, Finlandia, Canada, entre os anos de 1988 e
1998.

No Brasil, a legislacdo Federal do Ministério da Saude
(RESOLUCAO N° 12 DE 02 DE JANEIRO DE 2001 — MS) exige auséncia de
Salmonella spp. em 25 g de amostra de qualquer alimento comercializado,
sendo que a pesquisa desse microrganismo € preconizada para praticamente
todos os alimentos (BRASIL, 2001).

Por outro lado, o Brasil dispde de poucos dados epidemioldgicos
sobre doencgas transmitidas por alimentos (DTA), sendo raras as publicacdes

cientificas nesse sentido.

O Estado do Parana dispde de dados importantes, embora a
subnotificagdo também seja uma realidade nesse Estado. Entre 1978 e 1997,
67,1% dos surtos de DTA ocorridos no Parana foram de origem bacteriana,
sendo que a Salmonella spp. foi isolada em 20,3% dos surtos. A partir de 1995,
a Salmonelose passou a ser a principal DTA notificada no Parana (CAMARGO
et al., 1998b), sendo que em 1998, 57,1% e 31,2% dos surtos analisados
laboratorialmente identificaram Salmonella spp. e S. aureus enterotoxigénicos,

respectivamente (CAMARGO et al. , 1999). Os alimentos mais frequentemente
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envolvidos em surtos alimentares no Parana, em 1998, foram as preparagoes

mistas, entre as quais figurava a “salada de maionese”.

O laboratério LAPA/LACEN analisou, no periodo de janeiro de 1996
a abril de 1997, 161 alimentos envolvidos em surtos ocorridos no Parana. Os
agentes etioldgicos responsaveis por esses surtos foram identificados em 52
(32,3%) amostras, sendo a Salmonella spp. indicada como responsavel por
44,2% dos surtos. Os alimentos mais envolvidos nesses surtos foram carnes e
derivados (28,9%) e maionese (23,1%) (CAMARGO et al., 1998a).

Ja Souza et al. (1999), em levantamento junto a Vigilancia e
Fiscalizagdo no Municipio do Rio de Janeiro, no periodo de janeiro de 1993 a
outubro de 1998, constataram a ocorréncia de 39 notificagdes de alimentos
contaminados por Salmonella spp., dos quais 14 estavam envolvidos em
surtos. Observaram ainda, que 59,1% dos casos estavam relacionados ao
consumo de carne e destes, 38,5% ao consumo de carne de aves.

Costalunga & Tondo (2002) relataram que a Salmonella spp. foi
responsavel por 35,7% dos 323 surtos alimentares investigados no Rio
Grande do Sul no periodo de 1997 a 1999, sendo a “maionese caseira” o
alimento mais envolvido nesses surtos, tanto na forma de saladas (32,4%)
como na forma de coadjuvante de outros alimentos de preparagao caseira

(2,2%).

Geimba et al. (2004) demonstraram que a S. Enteritidis foi o principal
sorovar isolado de alimentos envolvidos em Salmoneloses ocorridas no Rio
Grande do Sul, no periodo de 1999 a 2000. Os produtos de origem animal

foram os principais alimentos envolvidos nos surtos investigados.
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2.7 O sorovar S. Enteritidis

Salmonella Enteritidis tem sido apontada como a principal causa de
surtos de doencgas alimentares em diversos paises (NASTASI & MAMMINA,
1996; NYLEN et al., 1999; CDC, 2000). No Brasil, este sorovar passou a ser
freqUentemente isolado a partir de casos de Salmonelose humana no ano de
1993, sendo isolado em diversos tipos de alimentos envolvidos em surtos
(ARAUJO et al., 1995; KAKU et al., 1995; TAVECHIO et al., 1996; SANTOS &
KUPEK, 2000; COSTALUNGA & TONDO, 2002).

Parra (1994), a partir de dados do Royal Institute of Veterinary
Medicine, na Holanda, relata que a propor¢gdao de casos nos quais a S.
Enteritidis foi identificada como causa de Salmonelose em humanos aumentou
de 8,2 para 33,5% entre 1988 e 1992.

No Brasil, segundo Solari et al. (1997), entre 5.686 amostras de
Salmonella isoladas de aves em diferentes Estados (GO, MG, MT, PI, PR, RJ,
RS e SP), no periodo de 1992 a 1996, foram encontrados 58 sorovares, sendo
que 61,7% dos isolados foram sorotipificados como S. Enteritidis.

Tavechio et al. (1996) verificaram que a S. Enteritidis correspondeu
a 1,2% em 1991, 2% em 1992, 10% em 1993, 43% em 1994 e 65% em 1995,
das 5490 linhagens isoladas de diferentes fontes, em S&o Paulo,
demonstrando que o aumento do isolamento desse microrganismo ocorreu em
diferentes estados do Brasil, no mesmo periodo.

Segundo dados da Secretaria da Saude do Estado do Rio Grande
do Sul, em 1990, S. Typhimurium foi isolada em 86% dos alimentos envolvidos

em Salmoneloses, enquanto que S. Enteritidis ndo foi encontrada. Porém, ja no
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ano de 1993, este sorovar foi isolado em 64% dos alimentos relacionados aos
surtos, enquanto que a S. Typhimurium foi encontrada em somente 4% desses
alimentos. No periodo de 1999 a 2000 o sorovar Enteritidis se manteve
predominante, uma vez que 76 (97%) das Salmonella spp. isoladas de
alimentos envolvidos em surtos no Rio Grande do Sul, pertenciam a esse
sorovar (GEIMBA et al., 2004).

Assim, a exata caracterizagdo desse sorovar € de particular
importancia para o estabelecimento de correlagcbes entre surtos de
Salmonelose em humanos e a presenca de S. Enteritidis em alimentos,

principalmente nos de origem animal (LIEBISCH & SCHWARZ, 1996).

2.8 Resisténcia a antimicrobianos
O uso extensivo de antimicrobianos como aditivos em racdes

animais e no controle e tratamento de infecgdes bacterianas é considerado
uma das principais causas do aumento da resisténcia a essas drogas (JOHN et
al., 1997; GUSTAFON & BOWEN, 1997). Um exemplo representativo desse
problema é a S. Typhimurium DT 104, a qual frequentemente causa problemas
na industria de alimentos e apresenta resisténcia a varios antimicrobianos
(THRELFALL et al., 1992). Esse microrganismo ja esteve envolvido em surtos
alimentares, enfatizando o perigo da disseminagédo de linhagens patogénicas
multi-resistentes (THRELFALL, 2002).

Mesmo que a resisténcia a antimicrobianos de linhagens de S.
Enteritidis seja considerada baixa quando comparada ao aumento significativo

da resisténcia apresentada por algumas linhagens de S. Typhimurium (YANG
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et al., 2002), a observagcao do aumento da resisténcia em linhagens de S.
Enteritidis € bastante importante, uma vez que esse sorovar tem sido apontado
como o principal agente de Salmonelose humana em muitos paises, na ultima
década (RODRIGUE, et al., 1990, HERIKSTAD et al., 2002).

Yang et al. (2002) avaliaram a resisténcia a antimicrobianos de 14
linhagens de S. Enteritidis e de 22 linhagens de S. Typhimurium isoladas de
animais na Coréia. Apenas 21% das amostras de S. Enteritidis apresentaram
alguma resisténcia, enquanto que todas as 22 amostras de S. Typhimurium
foram resistentes a pelo menos um dos agentes testados.

Cruchaga et al. (2001) analisaram 125 amostras de S. Enteritidis
isoladas de alimentos no ano de 1998, na Espanha quanto a susceptibilidade a
antimicrobianos e observaram resisténcia a pelo uma das 12 drogas testadas
em 41% das amostras.

Kiessling et al. (2002) também salientaram a baixa incidéncia de
resisténcia multipla em linhagens de S. Enteritidis isoladas de alimentos no
periodo de 1999 a 2000, nos EUA. Entre as 35 amostras, somente uma se
mostrou resistente a mais de dois antimicrobianos.

Embora o sorovar S. Enteritidis seja apontado como o principal
agente responsavel por doengas alimentares no RS durante os ultimos anos
(GEIMBA et al.,, 2004), ha pouca informacdo sobre a prevaléncia e
resisténcia a antimicrobianos de S. Enteritidis envolvidas em surtos de
doencgas de origem alimentar no Estado, sendo que um dos poucos registros

a esse respeito pode ser encontrado no trabalho de Oliveira et al. (2005).
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A resisténcia a antimicrobianos também pode ser utilizada em
estudos epidemiolégicos, como método de tipificacdo, uma vez que a
disseminagao de linhagens resistentes pode ser monitorada através de

antibiogramas (THRELFALL & FROST, 1990; OLSEN et al., 1993).

2.9 Prevencdo e controle da contaminacao de alimentos
O controle das contaminagdes por Salmonella é necessario, nao so

para evitar problemas de saude publica, como também para adequar as
industrias de alimentos as exigéncias do mercado nacional e internacional,
tendo em vista que os paises desenvolvidos, que sdo responsaveis pela
compra de grande parte dos produtos brasileiros, passaram a exigir melhor
qualidade microbiolégica, especialmente em relagéo a presenga de Salmonella
(VILLA, 1998).

Dados da Secretaria da Saude do Rio Grande do Sul apresentam
como principais causas dos surtos de Salmonelose ocorridos no Estado em
2000, a contaminacao da matéria-prima, temperaturas de processamento
inadequadas e as condi¢des de higiene insatisfatorias de equipamentos e
utensilios usados na preparagao dos alimentos (RIO GRANDE DO SUL, 2001).

Sendo assim, o controle de infecgbes por Salmonella spp.
depende primariamente dos padrdes de higiene aplicados nos setores de
alimentacao, além da utilizacdo de outros recursos durante o processamento
dos alimentos, como por exemplo, a utilizagdo de tratamentos térmicos,
técnicas de exclusdo competitiva, utilizacdo de &acidos organicos, entre

outros (BANWART,1989; HOSEIN & DUERDEN, 1994). Como consequéncia
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da gravidade do problema, muitos estudos vém sendo realizados procurando
reduzir ou solucionar o problema de contaminacédo por Salmonella, seja na
criacdo, abate ou processamento. Uma das formas de controle de
microrganismos patogénicos em industrias de alimentos € a utilizagédo do
Sistema de Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC). Esse
sistema visa a analise critica de cada etapa do processamento de alimentos
e a identificacdo dos perigos que realmente necessitam de controle

(SIMONSEN et al., 1987).

A adocado de medidas rigorosas no sistema produtor de carne,
que incluem a implementacdo do APPCC, o controle da saude do rebanho,
transporte dos animais, praticas de abate, processamento tecnoldgico,
transporte de carnes e derivados, armazenamento e comercializagao, visam
diminuir os niveis de contaminagao do produto final. Essas medidas devem

ser estendidas a fiscalizacdo dos estabelecimentos e fornecedores.

Orgdos relacionados & saude publica, assim como laboratérios
prestadores de servicos também devem contribuir para a prevencao de
Salmoneloses, tentando identificar as possiveis falhas ocorridas desde a
producdo até o consumo dos alimentos (HOSEIN & DUERDEN, 1994).
Entretanto, os métodos tradicionalmente utilizados muitas vezes nao séo
capazes de realizar tal tarefa devido aos limites de detecgao (sensibilidade) ou
capacidade de discriminagao entre as Salmonella spp. e outros microrganismos
ou mesmo entre diferentes linhagens desta mesma bactéria.

Além disso, o sistema de saude publica necessita de métodos que

auxiliem na identificacdo das fontes de contaminagdo de microrganismos
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patogénicos, além de estudos de incidéncia, nivel endémico, prevaléncia e
evolucdo de surtos.

Para atingir tais objetivos e alcancar uma prevencao efetiva das
Salmoneloses, é preciso utilizar técnicas que tenham a capacidade de
discriminar linhagens relacionadas e nao relacionadas epidemiologicamente,
ou seja, correlacionar microrganismos isolados de locais e fontes distintas.
Muitas dessas técnicas utilizam os principios da biologia molecular e sao

empregadas na tipificacdo dos microrganismos.

2.10 Tipificag&o Molecular

A utilizacdo de métodos moleculares para a identificacdo e
diferenciagao de linhagens de microrganismos patogénicos apresenta diversas
vantagens sobre os métodos convencionais, uma vez que demonstram maior
rapidez, sensibilidade e especificidade. Aplicando esses métodos na
investigacao de surtos, a correlacdo entre os mesmos pode ser estabelecida,
assim como a fonte dos microrganismos responsaveis ser identificada.

De acordo com Millemann et al. (1995), os sistemas de tipificacao
molecular podem ser empregados para a investigagdo de surtos,
confirmacédo e delineamento dos perfis de transmissdo de uma ou mais
linhagens, formulagdo de hipoteses sobre a origem e veiculos de
transmissdo destas linhagens e monitoracdo de seus reservatorios.
Conforme os mesmos autores, a analise molecular € util também para a

realizacdo de levantamentos epidemiolégicos e avaliagdo de medidas de
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controle, através da documentagcdo da ocorréncia de determinados

sorovares ao longo do tempo.

Diversos estudos moleculares sugerem que um numero limitado de
linhagens de S. Enteritidis com caracteristicas genéticas semelhantes vém
causando surtos em humanos (POWELL et al., 1994; GONZALEZ-HEVIA &
MENDOZA, 1995; THONG et al., 1995; MURAKAMI et al., 1999; TSEN & LIN,
2001). De um modo geral, o envolvimento de linhagens especificas nos surtos
de Salmonelose indica que essas S. Enteritidis teriam caracteristicas de
viruléncia que possibilitariam sua disseminagdo entre determinadas
populagdes. Segundo Hunter (1990), os métodos de tipificagdo devem
satisfazer a trés critérios principais: poder discriminatério, reprodutibilidade e
capacidade de tipificacdo de diferentes microrganismos. O poder
discriminatoério consiste na capacidade de diferenciar organismos relacionados
e nao relacionados. A reprodutibilidade € a capacidade de um método produzir
o0 mesmo resultado quando aplicado repetidamente, enquanto a capacidade de
tipificagdo refere-se a proporcao de isolados que podem ser caracterizados
através de determinado método (OLSEN et al., 1993; MENDOZA &
LANDERAS, 1999).

Alguns critérios secundarios também devem ser considerados. O
método deve ser de facil execucao e interpretagao dos resultados. Além disso,
o sistema de tipificacdo ideal deve apresentar custo acessivel e ndo necessitar
de equipamentos complexos com o objetivo de ser aplicado a um grande
numero de isolados. Embora algumas técnicas genotipicas necessitem de

multiplos passos e/ou equipamentos especificos e apresentem custo
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relativamente alto em relacdo aos métodos fenotipicos, a maioria dos métodos
genotipicos apresenta maior poder de discriminagao, além de permitirem a
avaliagcdo objetiva dos resultados e ainda a analise estatistica dos dados
(MENDOZA & LANDERAS, 1999).

Métodos fenotipicos, tais como, sorotipificagao, fagotipificacdo e
susceptibilidade a antimicrobianos foram os primeiros a serem aplicados na
caracterizacao de Salmonella. Esses métodos tradicionais ainda tém um papel
importante em epidemiologia, pois fornecem informacgdes basicas, sobre as
quais os métodos de tipificagcdo molecular podem ser aplicados.

A escolha das técnicas de tipificacdo mais adequadas deve atender
aos critérios citados anteriormente e deve considerar o fato de que a utilizagao
de um unico método de tipificagdo pode ser insuficiente para a identificacdo
precisa de uma linhagem (THONG et al.,, 1995). Dentre os métodos de
tipificagdo bastante utilizados na caracterizagdo de Salmonella spp. pode-se
citar a PCR-Ribotipificacao e a RAPD, as quais tém seu principio de aplicacao,

suas principais vantagens e desvantagens descritas a seguir.

2.10.1 PCR- Ribotipificacéo

A PCR-ribotipificacdo foi sugerida como técnica substitutiva a
ribotipificacao classica. Essa técnica é baseada na amplificagdo de sequéncias
intergénicas do operon ribossomal, os quais estdo presentes em uma a onze
copias no genoma bacteriano (LUZ et al., 1998). Embora existam seqUéncias
homologas para genes rRNA, as regides espagadoras entre as regides 16S e

23S apresentam variagcdes que podem ser utilizadas para caracterizar bactérias
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em nivel de espécie, sorovar e linhagens (BAUDART et al., 2000). Diversos
autores vém utilizando essa técnica para tipificagcao de Salmonella (NASTASI &
MAMMINA, 1995; NASTASI & MAMMINA, 1996; LANDERAS & MENDOZA,
1998; MILLEMANN et al.,, 2000; CERRO et al., 2002). Nastasi & Mammina
(1995), ao estudarem 45 linhagens de Salmonella Typhimurium isoladas de
surtos ocorridos na ltalia, classificaram a PCR-ribotipificagdo como um método
de facil execucao, rapido e reprodutivel. Baudart et al. (2000) encontraram
apenas um perfil de PCR-Ribotipificacdo entre 156 S. Typhimurium coletadas
de amostras ambientais e de efluentes. Da mesma forma, Landeras &
Mendoza (1998) agruparam 65 isolados de S. Enteritidis em um mesmo perfil
de PCR-Ribotipificagdo apesar de terem sido isoladas em diferentes
localidades. Ja Nastasi & Mammina (1996) encontraram 15 diferentes perfis ao

aplicarem essa técnica de tipificagdo em 405 isolados de S. Enteritidis na Italia.

2.10.2 Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)

No RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), sequéncias
iniciadoras escolhidas aleatoriamente ligam-se a multiplos locais ao longo do
genoma, sem a necessidade de nenhum conhecimento prévio da sequéncia de
DNA que se pretende analisar, produzindo um perfil de produtos amplificados
caracteristicos de uma determinada amostra (MEUNIER & GRIMONT, 1993). O
RAPD tem sido aplicado para analise genética de Salmonella e tem sido
recomendado como uma alternativa a outros métodos de tipificagdo (van LITH
& AARTS, 1994; BEYER et al.,, 1998; JOHNSON et al,, 2001). Quando

sequéncias iniciadoras adequadas sao utilizadas, as analises por RAPD
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fornecem resultados rapidos e reprodutiveis, sendo considerada uma
importante ferramenta na tipificacdo de S. Enteritidis (BETANCOR et al., 2004).

Em um estudo com 125 amostras de S. Enteritidis isoladas de um
surto alimentar, Kantama & Jayanetra (1996) encontraram 8 perfis de RAPD,
sendo que um deles agrupou 93% das amostras.

Ling et al. (1998) também utilizaram o RAPD na analise de 275
amostras de S. Enteritidis, isoladas entre 1986 e 1996, em Hong Kong. Esses
autores obtiveram seis perfis, com dois a onze fragmentos de DNA, com pesos
moleculares entre 0,5 e 4 kb.

Betancor et al. (2004) utilizou cinco sequéncias iniciadoras para
caracterizar 62 isolados de S. Enteritidis isoladas de alimentos relacionados
com surtos ocorridos no Uruguai. Em outro estudo, Laconcha et al. (1998)
encontraram cinco perfis de RAPD entre 39 isolados de S. Enteritidis
relacionadas e n&o relacionadas com gastrenterites alimentares, sendo que
75% das amostras foram agrupadas em um unico perfil.

Lin et al. (1996) aplicaram a técnica de RAPD a 29 amostras de S.
Enteritidis isoladas de diversas fontes. Eles trabalharam inicialmente com 65
sequéncias iniciadoras. Destas, seis foram selecionadas e empregadas frente
as amostras previamente caracterizadas por fagotipificagao, ribotipificacao e
Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE), sendo 27 coletadas em diferentes
locais dos Estados Unidos e uma da Alemanha. Os autores verificaram que os
diferentes iniciadores produziram diferentes padrbes de RAPD (entre trés e
cinco) e, através da combinagdo dos perfis obtidos com as seis sequéncias

iniciadoras selecionadas, foi possivel identificar um total de 14 perfis. A uniao
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das quatro técnicas empregadas (RAPD, PFGE, fagotipificacdo e
ribotipificacdo) forneceu 23 subgrupos dentre os 29 isolados de S. Enteritidis.
Para os autores, entretanto, quando se considera poder discriminatorio e
facilidade de aplicacdo, a RAPD emerge como uma técnica molecular
particularmente atrativa.

Sao considerados pontos importantes na execugao da RAPD, os
protocolos de amplificacdo (particularmente a temperatura de anelamento), as
diferentes DNA polimerases utilizadas e a composigdo das solugdes
empregadas nas reagdes de amplificagdo. Com isso, a padronizacdo da
técnica constitui passo importante para sua utilizagdo como ferramenta de
avaliagao epidemiologica (HILTON et al., 1997).

Mendoza e Landeras (1998) também avaliaram diferentes
iniciadores para RAPD frente a 65 amostras de S. Enteritidis isoladas na
Espanha, previamente testadas por ribotipificacdo. A maioria dos iniciadores
gerou perfis nao reprodutiveis e/ou fragmentos amplificados sem boa
resolugdo. Entretanto, com nove dos iniciadores testados, a reprodutibilidade

obtida foi de 100%.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostras de Salmonella spp., identificagéo e sorotipificacao

As culturas de Salmonella sp. (n= 85) utilizadas nesse trabalho
foram isoladas a partir de amostras de alimentos envolvidos em surtos de
Salmonelose ocorridos em diversos municipios do Rio Grande do Sul, no
periodo de janeiro de 2001 a dezembro de 2002 (APENDICE A). Os surtos
foram investigados pela Divisdo de Vigilancia Sanitaria do RS (DVS/RS), ou
Vigilancias Sanitarias Municipais, que coletaram amostras de alimentos
suspeitos, os quais foram enviados para o Laboratério Central do Rio Grande
do Sul (LACEN/RS) ou laboratérios credenciados para a realizagdo do
isolamento bacteriano e caracterizagcdo bioquimica de acordo com Food and
Drug Administration (FDA, 1992).

Apos a caracterizagao bioquimica, as amostras de Salmonella sp.
foram enviadas ao Instituto Adolfo Lutz (S&o Paulo) para a realizagdo da

sorotipificagdo, segundo os métodos descritos por Kauffman (1972).

3.2 Teste de Susceptibilidade a Antimicrobianos
As amostras de S. Enteritidis (n=79) isoladas dos alimentos

envolvidos nos surtos foram conduzidas ao Instituto de Ciéncia e Tecnologia de
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Alimentos (ICTA/UFRS), onde foram submetidas ao teste de susceptibilidade a
dez agentes antimicrobianos, através do método de difusdo em agar, segundo
o protocolo descrito por National Committee for Clinical Laboratory Standars
(NCCLS, 2000). Todos os discos contendo antimicrobianos utilizados foram
fornecidos por Newprov (Pinhais, Parana).

Os antimicrobianos testados foram escolhidos de acordo com Breuil
et al. (2000) e suas respectivas concentragdes estdo descritas a seguir:
ampicillina (AMP), 10ug; tetracilina (T), 30ug; neomicina (NEO), 10ug;
canamicina (K), 30ug; sulfametoxazol/trimetoprim (SXT), 25ug; gentamicina
(GEN), 10ug; acido nalidixico, 30ug; cloranfenicol (C), 30ug; estreptomicina (S),
10ug; sulfazotrim (SUL), 25ug.

Os padrdes de susceptibilidade foram determinados de acordo com
os didmetros e referéncia descritos no NCCLS (2000). Escherichia coli ATCC
25922 foi utilizada como controle.

Foram construidos perfis numéricos através da atribuicdo, para cada
um dos dez antimicrobianos testados, do valor 1 para a resisténcia, valor 2

para a resisténcia intermediaria e valor 3 para a sensibilidade.

3.3 Caracterizacao Molecular

A tipificacdo molecular foi realizada no Instituto de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos (ICTA/UFRGS) e na Fundacao Faculdade Federal de
Ciéncias Médicas de Porto Alegre (FFFCMPA). Foram utilizadas duas técnicas
moleculares, ambas empregando a Reagao em Cadeia pela Polimerase (PCR):

PCR-Ribotipificacao e RAPD.
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3.3.1 Extrag&do de DNA

Para a PCR-Ribotipificacdo, o DNA gendmico foi extraido por lise
enzimatica, utilizando lisozima seguida de purificagdo com fenol — cloroférmio e
posterior precipitacdo com etanol (SAMBROOK et al., 1989). Para a RAPD, o
DNA gendmico foi extraido através de tratamento térmico. Ambos métodos sao
descritos a seguir.

3.3.1.1 Lise enzimética

Uma coldnia de cada isolado de S. Enteritidis foi cultivada em 1mL
de caldo TSB (Trypic Soy Broth, Difco, Detroit, USA) durante 18 horas a 37°C.
Em seguida, as culturas foram centrifugados a 2000g por quatro minutos em
um microcentrifuga Eppendorf modelo 5415C, a temperatura ambiente. O
precipitado foi ressuspendido em 444uL de TE (10mM Tris HCI, pH 8,0, 1TmM
EDTA, pH 8,0), onde foram adicionados 30uL de lisozima (50mg/mL,
Pharmacia Biotech, EUA). A suspensdo foi entdo homogeneizada em um
agitador tipo vortex e foi incubada a 4°C, por 30 minutos. Apds esse periodo,
foram adicionados 25uL de SDS 10% e 1,25uL de proteinase K (20mg/mL)
(Invitrogen, S&o Paulo, Brasil). Em seguida, as suspensdes foram colocadas
em um banho-maria, a 55°C por 30 minutos. Transcorrido este periodo, foram
adicionados 500uL de fenol-cloroféormio (1:1), pH 8,0, sendo entdo as amostras
homogeneizadas por 5 a 10 segundos e centrifugadas a 16000 g, por 4
minutos. Um volume de 450uL da fase aquosa foi transferido para um tubo de
microcentrifuga, no qual foram adicionados 450uL de fenol-cloroférmio,
repetindo os passos de homogeneizacao e centrifugacao. Na etapa seguinte da

extracdo, 400uL da fase aquosa foram transferidos para novos tubos de
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microcentrifuga, nos quais foram adicionados 400uL de cloroférmio. Apds nova
homogeneizagédo e centrifugagcdo a 16000g, por 2 minutos, a fase aquosa foi
removida e adicionada de 35uL de acetato de sodio 3M, pH 7,0 e 350uL de
isopropanol gelado, sendo entdo incubadas a —20°C, por 30 minutos. Em
seguida, as amostras foram lavadas com 1mL de etanol 80% e centrifugagéo a
16000g, por 10 minutos. As suspensdes foram submetidas a mais uma
centrifgacdo a 16000g, por 40 minutos, e o precipitado contendo o DNA foi

ressuspendido em 50uL de TE.

3.3.1.2 Lise por tratamento térmico

Uma coldnia de cada isolado de S. Enteritidis foi cultivada em 1mL
de caldo TSB (Trypic Soy Broth, Difco, Detroit, USA) durante 18 horas a 37°C.
Apoés incubagao, as culturas foram centrifugadas a 5000g por 4 minutos em
microcentrifuga Eppendorf modelo 5415C, a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em 1mL de TE
(10mM Tris HCI, pH 8,0, 1mM EDA pH 8,0). Apds nova centrifugacéo, essa
operacao foi repetida novamente. Em seguida, o precipitado foi ressuspendido
em 100uL de TE e submetido a fervura, por 5 minutos, sendo entéo
centrifugado a 5000g, por 20 segundos. O sobrenadante foi transferido para um
tubo de microcentrifuga e mantido a -20°C por ndo mais de 24 horas, até a

realizagao das analises de RAPD.
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3.3.2 PCR-Ribotipificacéo

3.3.2.1 Selecéao das sequéncias iniciadoras

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados nessa técnica foram
previamente propostos por Jensen et al. (1993) e sao especificos para a
amplificacdo das regides hipervariaveis entre os genes 16S e 23S do operon
ribossomal. As sequéncias de bases desses oligonucleotideos sao as
seguintes: 5" CAA GGC ATC CAC CGT GT 3’ e 5 GTG AAG TCG TAA CAA
GG 3.

3.3.2.2 Reacgédo de PCR

A reacdo de PCR foi realizada de acordo com as condi¢des

descritas por Jensen e Hubner (1996). Em um volume final de 25uL de solugao

contendo 2,5ul de tampdo de reacdo (100 mmol L-1 Tris HCI, 750 mmol L-1
KCI, pH 8,8), 1uL de MgCl, (60 mM), 2uL de 10 mM dNTPs (5 mM de cada
dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 2uL de cada sequéncia iniciadora (20pmol/uL),
1U de Taq DNA polimerase 5U/uL (Invitrogen, Sao Paulo, Brasil), 14,1uL de
agua bidestilada e deionizada e 2uL de DNA bacteriano purificado. As
amostras foram submetidas as seguintes condigdes de amplificagdo: 94°C por
2 min, seguido por 25 ciclos de 94°C por 5 min (desnaturagao), 55°C por 4 min
(anelamento), 72°C por 1 min (polimerizagcao) e a extensao final a 72°C por 30
min. Cada reagao de PCR incluiu um controle negativo sem o DNA molde e
cada amostra foi submetida a, pelo menos, duas anadlises por PCR-

Ribotipificacao.
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3.3.3 RAPD

3.3.3.1 Selecao das sequéncias iniciadoras

A sequéncia iniciadora conhecida como P1254 (5° CCGCAGCCAA
3’) foi utilizada nas analises de RAPD. Essa sequéncia foi descrita por Lin et al.
(1996) e foi utilizada por Landeras & Mendoza (1998) para tipificacdo de S.
Enteritidis.

3.3.3.2 Reacgéo de PCR

A reacado de PCR foi realizada em um volume final de 25uL de
solugdo contendo 2,5uL de tampao de reacédo (100 mmol L-1 Tris HCI, 750

mmol L-1 KCI, pH 8,8), 1,75uL de 50mM MgCl,, 0,5uL de 10 mM dNTPs (5 mM
de cada dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 2uL da sequéncia iniciadora (20pmol/uL)
, 1U de Tag DNA polimerase 5U/uL (Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil), 16,05uL de
agua bidestilada e deionizada e 2uL de DNA bacteriano extraido por fervura.
As condigbes de reacdo foram as seguintes: um ciclo a 95°C por 5 min,
seguido por 40 ciclos de 95°C por 1 min (desnaturagcédo), 30°C por 1 min
(anelamento), 72°C por 1 min (polimerizagdo) e a extenséo final a 72°C por 5
minutos. Cada reacédo de PCR incluiu um controle negativo sem o DNA molde.
Para verificar a reprodutibilidade da RAPD, as amplificagbes foram
realizadas em dois termocicladores diferentes: um termociclador modelo
Perkim Elmer Gene Amp System 2400 (Perkim Elmer, USA) com capacidade
para 24 amostras e em um termociclador modelo PTC- 100™ (MJ Research,
USA) com capacidade para 60 amostras. A reprodutibilidade dos perfis gerados

pelo RAPD foi avaliada testando, pelo menos, trés vezes cada amostra.
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Os produtos de amplificagdo foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose nas concentragbes de 1% e 1,5% para a PCR-Ribotipificagao e
RAPD, respectivamente. Os géis foram corados com brometo de etideo
(0,5ug/mL) e visualizados sobre transluminador.

O poder discriminatoério das duas técnicas foi testado através da sua
aplicacdo frente a outros sorovares de Salmonella (S. Typhimurium, S.

Gallinarum, S. Infantis, S. Javiana e S.enterica subsp. enterica, 1,4,5).

3.3.4 Critérios para interpretacdo dos resultados das andlises
por PCR-Ribotipificacdo e RAPD

No intuito de padronizar a interpretacdo dos resultados das analises
moleculares, pequenas diferencas na intensidade das bandas, bem como
bandas fracas ndo foram consideradas na definicdo dos perfis. Além disso,
foram considerados perfis distintos aqueles com diferenga de uma unica banda,
ou seja, foram consideradas pertencentes ao mesmo perfil amostras que
apresentaram padrao de migragao idéntico. Nas analises de RAPD, apenas os
fragmentos com peso molecular entre 200 a 1000pb foram considerados para
definicdo dos perfis, uma vez que bandas fora deste intervalo eram pouco

reprodutiveis.

3.4 Andlise Estatistica
A capacidade de discriminacdo dos métodos de tipificagcao

(susceptibilidade a antimicrobianos, PCR-Ribotipifcagdo e RAPD) foi avaliada
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através da determinacdo numérica do indice de Discriminagdo (D) segundo o

método descrito por Hunter & Gaston (1988) (APENDICE B).

D=1 - 1 $% nj (nj-1)
N (N-1) n=1

onde:
s = numero total de linhagens diferentes
nj= numero de isolados de cada linhagem

N = numero total de isolados dentro da populagao

As analises foram realizadas com o auxilio do Nucleo de Assisténcia

em Estatistica (NAE) da UFRGS.



4. RESULTADOS

4.1 Sorotipificagéo

Dentre os 85 isolados investigados, 79 (93%) foram sorotipificados
como S. Enteritidis, sendo que 42 (95,45%) das 44 linhagens isoladas em 2001
e 37 (90,24%) das 41 linhagens isoladas em 2002 pertenciam a esse sorovar.
As outras seis amostras foram sorotipificadas como S. Javiana (n=1), S.
Infantis (n=1), S. Agona (n=1), S. Typhimurium (n=1) e S. enterica sup enterica
1,4,5 (n=2), sendo que os sorovares S. Javiana e S. Infantis foram isolados no
ano de 2001. Somente as linhagens de S. Enteritidis foram submetidas a
tipificagdo através da analise de susceptibilidade a antimicrobianos, PCR-

Ribotipificagdo e RAPD.

4.2 Susceptibilidade a antimicrobianos

As percentagens gerais de resisténcia a antimicrobianos das
linhagens de S. Enteritidis estudadas nesse trabalho s&o apresentadas na
Tabela 2. As maiores taxas de resisténcia foram observadas para os seguintes
antimicrobianos: acido nalidixico (21,5%), gentamicina (12,7%) e
estreptomicina (11,4%); enquanto que as mais expressivas resisténcias
intermediarias foram observadas para a canamicina (29,1%), neomicina

(17,7%) e estreptomicina (13,9%).
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TABELA 1: Porcentagens gerais de resisténcia a antimicrobianos das
amostras de S. Enteritidis (n=79) isoladas de alimentos envolvidos em
Salmoneloses ocorridas no Rio Grande do Sul, nos anos de 2001 e 2002.

Susceptibilidade a antimicrobianos (%)

AMP| T |NEO| K |SXT|GEN| C S | NAL | SUL

9491911759684 | 100 | 83,5|98,7 | 74,7 | 78,5 | 100
Sensibilidade

Resisténcia 25 | 89 | 17,7 | 29,1 0 3,8 0 13,9 0 0
Intermediaria

Resisténcia 25 [253]| 6,3 2,5 0 12,71 1,3 | 11,4 | 21,5 0

ampicilina (AMP); tetraciclina (T); neomicina (NEO); canamicina (K);
sulfametoxazol/trimetroprim (SXT); gentamicina (GEN); cloranfenicol (C);
estreptomicina (S); acido nalidixico (NAL); sulfazotrim (SUL).

Em geral, altas porcentagens de susceptibilidade foram observadas
para todos os agentes antimicrobianos testados. A menor porcentagem de
sensibilidade (78,5%) foi verificada para o acido nalidixico. Os maiores indices
de sensibilidade foram observados para ampicilina (94,9%), tetraciclina
(91,1%), cloranfenicol (98,7%), sulfametoxazol/trimetoprim (100%) e sulfazotrim
(100%).

Comparando a susceptibilidade a antimicrobianos das amostras de
S. Enteritidis isoladas em 2001 com aquelas isoladas em 2002, pode-se
verificar um aumento na porcentagem de resisténcia aos seguintes
antimicrobianos: tetraciclina (de 0% para 5,4%), canamicina (de 2,4% para
2,7%), acido nalidixico (de 19,0% para 24,3%) e cloranfenicol (de 0% para
2,7%). Também foram demonstrados aumentos nas resisténcias intermediarias
aos seguintes antimicrobianos: neomicina (de 14,3% para 21,6%), canamicina
(de 28,6 para 29,7%), gentamicina (de 2,4% para 5,4%) e estreptomicina (de

7,2 para 21,6%) (TABELA 2).
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TABELA 2: Porcentagens de resisténcia a antimicrobianos das amostras de S.
Enteritidis isoladas de alimentos envolvidos em Salmoneloses ocorridas no Rio
Grande do Sul, por ano (2001 e 2002).

Resisténcia (%)
2001 (n=42) 2002 (n= 37)
Antimicrobiano

R | S R | S

AMP 4,76 4,76 90,48 0 0 100
T 0 9,52 90,48 5,41 8,10 82,49
NEO 7,14 14,3 78,6 5,41 21,62 79,97
K 2,40 28,57 69,05 2,70 29,73 67,57

SXT 0 0 100 0 0 100
GEN 21,43 2,38 76,19 2,70 5,41 91,89
C 0 0 100 2,70 0 97,30
S 11,90 7,15 80,95 10,81 21,62 67,57
NAL 19,05 0 80,95 24,32 0 75,68

SUL 0 0 100 0 0 100

R= Resisténcia; |= Resisténcia intermediaria; S= sensibilidade
ampicilina (AMP); tetraciclina (T); neomicina (NEO); canamicina (K);
sulfametoxazol/trimetroprim (SXT); gentamicina (GEN); cloranfenicol (C);
estreptomicina (S); acido nalidixico (NAL); sulfazotrim (SUL).

A Tabela 3 apresenta os 32 perfis referentes a susceptibilidade das
linhagens de S. Enteritidis analisadas nesse trabalho. A resisténcia a pelo
menos um dos dez antimicrobianos testados foi verificada em 30 (37,9%) dos

79 isolados de S. Enteritidis. A caracteristica de resisténcia multipla (aqui



37

definida como resisténcia a mais de um agente antimicrobiano) foi observada
em 13 (16,5%) isolados. Somente um isolado (4056) apresentou resisténcia a
trés drogas (tetraciclina, estreptomicina e acido nalidixico) e duas amostras

(983 e 5100) mostraram-se resistentes a quatro antimicrobianos (TABELA 3).

TABELA 3:. Perfis de susceptibilidade a antimicrobianos das linhagens de S.
Enteritidis isoladas de alimentos envolvidos em Salmoneloses ocorridas no RS,
nos anos de 2001 e 2002.

Amostras Codigo Numérico Perfil
22, 1849, 3351 3322333333 1
150,12, 3349, 3447, 3698, 3701 4127, 3332333333 2

4129, 4479, 4480, 4481, 5067, 5070

699 3332313333 3
701 3323333333 4
720, 13 3332313133 5
983 3321313113 6
1054 2233333233 7
1055 1233333333 8
1209, 1211 3213313333 9
2027, 4126, 5069 3333333233 10
2028, 5468 3233333233 11

2035, 3700, 5469 3323333233 12
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Continuagdo TABELA 3:. Perfis de susceptibilidade a antimicrobianos das
linhagens de S. Enteritidis isoladas de alimentos envolvidos em Salmoneloses
ocorridas no RS, nos anos de 2001 e 2002.

2036, 3695, 4055, 4148, 5471, 5474, 3333333313 13
3696,3697

1085, 1086, 1399,1709, 2387, 2388, 3333333333 14
3350, 3834, 3835, 4019, 4051,4053,

4264, 4549, 4550, 4842, 5068, 5162,

5467, 15

3359 1333333333 15
3436 3313313233 16
3836 3333323333 17
3879 3323333313 18
4056 3133333113 19
4128 3331333333 20
4653 3322313133 21
4657 3333313313 22
4909 3333333133 23
4979 2333333313 24
4981 3333333113 25
5075 3323333213 26
5099 3213333333 27
5100 3122311133 28
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Continuagdo TABELA 3:. Perfis de susceptibilidade a antimicrobianos das
linhagens de S. Enteritidis isoladas de alimentos envolvidos em Salmoneloses
ocorridas no RS, nos anos de 2001 e 2002.

5464 3332323333 29
5465 3323333333 30
5475 3313333313 31
5476 3322323113 32

Caodigo numérico: 1= resisténcia, 2= resisténcia intermediaria, 3= sensivel.
ampicilina (AMP); tetraciclina (T); neomicina (NEO); canamicina (K);
sulfametoxazol/trimetroprim (SXT); gentamicina (GEN); cloranfenicol (C);
estreptomicina (S); acido nalidixico (NAL); sulfazotrim (SUL).

O perfil 14, constituido pelas linhagens de S. Enteritidis que se
mostraram sensiveis a todos os antimicrobianos testados, agrupou o maior
numero de isolados (n= 20). O Perfil 13 que representa as amostras resistentes
ao acido nalidixico e sensiveis as demais drogas testadas agrupou nove
amostras.

O indice de discriminagao (D) da tipificagdo por susceptibilidade a

antimicrobianos foi 0,90.
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4.3 PCR-ribotipificacao

A amplificacdo das regides espacgadoras entre os genes 16S e
23S agrupou as 79 amostras de S. Enteritidis em somente dois perfis (R1 e R2,
FIGURA 1), os quais mostraram-se muito similares. O perfil R1 apresentou um
padrao de migragcdo composto por quatro fragmentos de DNA (bandas de
aproximadamente 300, 400, 600 e 800pb), enquanto que o perfil R2 apresentou
somente duas bandas (400 e 600pb). O perfil R1 reuniu 92,4% (n=73)

amostras e o indice de Discriminagao dessa técnica foi de 0,14.

800pb
600pb
400pb

300pb

FIGURA 1: Perfis gerados por PCR-Ribotipificacdo das linhagens de S.
Enteritidis isoladas de alimentos envolvidos em surtos ocorridos no Rio Grande
do Sul durante os anos de 2001 e 2002. M: indica o marcador de peso
molecular (100bp DNA ladder). Colunas 3,4,6,7,8,9 e 10 representam perfil R1.
Colunas 1,2 e 11 representam perfil R2.
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4.4 RAPD

Quando as linhagens foram submetidas as analises de RAPD,
quatro perfis (A, B, C e D) foram encontrados (FIGURA 2), os quais foram
compostos por bandas variando de aproximadamente 450 a 900pb. O perfil A
agrupou 81% (n=64) dos 79 isolados, enquanto o perfil B reuniu 9% dos
isolados (n=7). Os perfis C e D foram constituidos por somente quatro

amostras cada um. O valor D para esse método de tipificagao foi de 0,33.

SeeRE e S 2 13

FIGURA 2: Perfis gerados por RAPD das linhagens de S. Enteritidis isoladas
de alimentos envolvidos em surtos de Salmonelose ocorridos no Rio Grande do
Sul durante os anos de 2001 e 2002. Os fragmentos de DNA foram gerados
usando o primer P1254. M representa o marcador de peso molecular (100bp
DNA ladder). Colunas 3, 5, 7, 9, 11 e 12 representam o perfil A. Colunas 1, 2 e
6 representam o perfil B. Colunas 4, 8, e 10 representam o perfil C e a coluna
13 representa o perfil D.
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4.5 Reprodutibilidade dos métodos moleculares

Tanto as analises de PCR-Ribotipificagdo quanto as de RAPD foram
consideradas reprodutiveis, uma vez que produziram o mesmo perfil de bandas
em diferentes amplificacbes e em diferentes termocicladores. A presenca de
bandas fracas ou inespecificas foi rara na maioria das analises de PCR-
ribotipificacdo. Os perfis foram formados por padrées de bandas bem definidos,
tornando possivel a diferenciagao dos perfis quando foi observada a diferenga
de uma ou mais bandas.

Nos ensaios de RAPD, a presenca de bandas fracas foi mais
freqiente, porém nao influenciou na capacidade de diferenciacdo e na
reprodutibilidade da técnica, ja que, para efeito de tipificacdo, somente bandas
entre 200 e 1000pb foram consideradas. Dentro dessa faixa, todas as
linhagens produziram perfis reprodutiveis. A presenca ou auséncia de uma

unica banda definiu um perfil distinto.



5. DISCUSSAO

5.1 Sorotipificagdo

A Salmonella sp. é considerada o principal agente bacteriano
responsavel por surtos alimentares em muitos paises (LACONCHA et al., 2000;
MILLEMANN et al., 2000; LOPALCO et al., 2000). Segundo Thong et al (1995),
esse microrganismo € responsavel por, aproximadamente, trés milhdes de
mortes anualmente, em todo mundo.

Em paises, como Polénia (GLOSNIKA & KUNIKOWSKA, 1994),
Estados Unidos (LIN et al., 1996), Grécia (TASSIOS et al., 1997), ltalia
(MURESU et al., 2001), Inglaterra e Pais de Gales (LIEBANA et al., 2001) e
Franca (BOUVET et al.,, 2002) as infecgdes causadas por Salmonella sp.
indicam a crescente incidéncia desse microrganismo como patégeno alimentar,
principalmente devido a S. Enteritidis, tornando-se, portanto, um grave
problema de saude publica, com implicagdes sanitarias e econémicas.

Os resultados obtidos neste trabalho indicaram que a S. Enteritidis
foi o sorovar predominante (93%) entre as amostras analisadas. Além desse
sorovar, também foram encontrados outros sorovares envolvidos em surtos de
Salmonelose alimentar, porém em numeros muito menos expressivos.

Outros trabalhos também indicam que a incidéncia de infeccbes
gastrintestinais causadas por S. Enteritidis tem aumentado durante as ultimas

décadas. Na Poldnia, a porcentagem de infecgcbes em humanos causadas por
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esse microrganismo aumentou de 23,3% em 1962, para 93,8% em 1991
(GLOSNIKA & KUNIKOWA, 1994). Em um estudo conduzido na Grécia, foi
observado um aumento na incidéncia de S. Enteritidis de 25% em 1987 para
78% em 1993 (TASSIOS et al., 1997). Durante o periodo de 1982 a 1992, na
Italia, os isolados de S. Enteritidis aumentaram de 2,4% para 57,1% em
humanos, e de 0,5% para 22,8% em alimentos, sendo esse aumento atribuido
ao consumo de produtos contendo ovos crus ou nao cozidos adequadamente
(FANTASIA & FILETICI, 1994). Nos EUA, durante as trés décadas passadas, o
numero de infecgdes por Salmonella sp. comunicadas ao CDC (Centers for
Diseases Control and Prevention) aumentou consideravelmente. Em 1996,
foram informados 39.032 casos, 0 que representou um aumento de 47% em
relagdo ao numero de casos relatados em 1972. Nesse periodo, a S. Enteritidis
apresentou um aumento na porcentagem de isolamento de 459%, enquanto os
outros sorovares apresentaram apenas cerca de 18%. Dentre os alimentos
identificados, os ovos e alimentos contendo ovos foram implicados em 79%
(n=233) dos 293 surtos investigados (ANGULO & SWERDLOW, 1999).

No Brasil, Kaku et al. (1995) observaram que a S. Enteritidis tem
sido isolada com frequéncia desde 1991, tanto de materiais de origem humana
como de alimentos e que, em 1993, esse sorovar ja figurava entre os dez mais
comuns em nNosso pais.

No Estado de Sao Paulo, no ano de 1991, S. Enteritidis representou
1,2% das 5490 linhagens isoladas de diversas fontes, aumentando para 2% em
1992, 10% em 1993, 43% em 1994 e 65% em 1995 (TAVECHIO et al., 1996).

Segundo Peresi et al. (1998), a S. Entertidis representou, nas ultimas décadas,
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0,4 a 1% de todos os sorovares isolados de infecgcbes humanas em S&o Paulo.
A partir de 1993, foi verificado um aumento no isolamento desse sorovar,
sendo que em 1995, a S. Enteritidis passou a ser o sorovar predominante,
correspondendo a 64,9% dos isolamentos de material biolégico de origem
humana e 40,6% de outras origens. Resultados semelhantes foram observados
no Rio Grande do Sul, onde, em 1989, o sorovar S. Enteritidis foi encontrado
em 9% dos alimentos envolvidos em Salmoneloses, chegando a 64%, em 1993
e 97%, no periodo de 1999 a 2000 (GEIMBA et al., 2004). Nossos resultados
demonstram que a S. Enteritidis permaneceu como o principal sorovar isolado
a partir de alimentos envolvidos em Salmoneloses no RS, no periodo de 2001 a

2002.

Segundo Costalunga & Tondo (2002), no periodo de 1997 a 1999,
Salmonella sp. estava presente em 35,7% dos surtos de origem alimentar,
sendo que as principais causas associadas a esses surtos foram matérias —
primas sem inspecgao (22,92%), principalmente ovos, e os alimentos mantidos a
temperatura ambiente por mais de duas horas (20,55%).

A analise da Tabela 1 demonstrou que 30,4% (24/79) das amostras
de S. Enteritidis isoladas no periodo desse estudo foram veiculadas por
alimentos que continham ovos. Resultados semelhantes foram observados por
Peresi et al. (1998), os quais relataram a analise de 23 surtos por S. Enteritidis
ocorridos na regido nordeste do Estado de Sao Paulo, no periodo
compreendido entre julho de 1993 e junho de 1997. Eles verificaram que em 22

dos 23 surtos, a Salmonella foi veiculada por alimentos contendo ovos crus.
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Em diversos paises, a S. Enteritidis vem substituindo outros
sorovares identificados como agentes de doencgas alimentares em anos
anteriores. Observacdes semelhantes foram feitas por Usera et al. (1994) que
descreveram a substituicdo da S. Typhimurium por S. Enteritidis em 1990,
tornando-se, desde entdo, o principal sorovar associado a casos de
Salmonelose registrados nos Estados Unidos. Uma provavel explicagao para
esse fato pode estar relacionada a rapida disseminacado de S. Enteritidis em
aves causando infecgbes assintomaticas nos anos 80, nos Estados Unidos,
Reino Unido e América do Sul (AGRON et al., 2001). Durante este periodo, a
proporcdo de casos de Salmonelose atribuidos a S. Enteritidis aumentou
substancialmente, tornando-se a causa predominante de gastroenterites em
diversos paises. Esse fato sugere que o rapido aumento da incidéncia de S.
Enteritidis pode ter ocorrido devido ao sucesso de campanhas de erradicagao
das S. Gallinarum e S. Pullorum, os agentes causais do tifo aviario e da diarréia
bacilar em frangos. Essas campanhas podem ter aberto um nicho ecoldgico
que desde entdo vem sendo ocupado pela S. Enteritidis (BAUMLER et al.,

2000).

5.2Susceptibilidade a antimicrobianos
A andlise da resisténcia a antimicrobianos tem sido bastante
utilizada, juntamente com outros métodos de tipificagao, para caracterizagao de
S. Enteritidis (RODRIGUE et al., 1990; POPPE et al., 1996; TASSIOS et al.,
1997; LING et al., 1998; LING & WANG, 2001; GEIMBA et al., 2003).
Um aumento na resisténcia a antimicrobianos em Salmonella spp.

isoladas de humanos, animais e alimentos envolvidos em Salmoneloses vem
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sendo observado em diferentes partes do mundo (CRUCHAGA et al., 2001;
KIESSLING et al., 2002). Esse aumento indica a possibilidade de disseminagao
de linhagens especificas, as quais podem ter maior potencial de viruléncia,
tornando mais dificil o tratamento dessas doencgas alimentares (CRUCHAGA et
al., 2001). A resisténcia das Salmonella aos antimicrobianos pode ser atribuida
a uma série de possiveis fontes, incluindo a resisténcia natural de certas
espécies a determinadas drogas (SHERIDAN & MCDOWELL, 1998),
transferéncia de resisténcia entre espécies € o uso de doses subterapéuticas
em racdes animais para aumentar a produtividade (D’AOUST et al., 1992;
BENNISH & LEVY, 1995).

Dados dos 6rgaos de Vigilancia Sanitaria dos EUA indicaram um
aumento da incidéncia de isolados de Salmonella resistentes: de 16%, no
periodo de 1979-80, para 29%, no periodo de 1989-90 (MCDONALD et al.,
1987; THRELFALL et al., 1994). Nesse mesmo pais, também foi observado um
aumento da resisténcia multipla a ampicilina, cloranfenicol ou canamicina,
estreptomicina, sulfonamidas e tetraciclina entre sorovares especificos, nos
ultimos anos (YAN et al., 2003).

No nosso estudo, os maiores indices de resisténcia foram
encontrados para a gentamicina (12,7%), estreptomicina (11,4%) e acido
nalidixico (21,5%). Para monitorar a resisténcia a antimicrobianos, Molbak et al.
(2002) analisaram 2.546 S. Enteritidis isoladas na Dinamarca no periodo de
1995 a 2000, das quais 82 (3,2%) foram resistentes ao acido nalidixico. Esses
dados mostraram que a resisténcia as quinolonas aumentou de 0,8%, em

1995, para 8,5%, em 2000, naquele pais.
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Resultados diferentes foram encontrados por Oliveira et al. (2005)
que estudaram 91 linhagens de S. Enteritidis isoladas de humanos, carcagas
de frango, amostras relacionadas a aves e alimentos envolvidos em surtos de
Salmoneloses, no Estado do RS e demais localidades, no periodo de 1995 a
1997. Nenhuma amostra isolada de humanos e de alimentos apresentou
resisténcia a gentamicina ou estreptomicina e somente 3,2% das 31 amostras
isoladas de alimentos envolvidos em surtos foram resistentes ao &cido
nalidixico. Comparando somente os resultados obtidos a partir das amostras
relacionadas aos alimentos com os resultados obtidos no nosso estudo, pode-
se sugerir um aumento na resisténcia a gentamicina, estreptomicina e acido
nalidixico entre as S. Enteritidis relacionadas com os surtos de Salmonelose
ocorridos no RS.

Confrontando com nossos resultados, Cruchaga et al. (2001)
encontraram maiores taxas de resisténcia ao acido nalidixico (31%) e menores
taxas de resisténcia a gentamicina (1%) e estreptomicina (1%) em S. Enteritidis
isoladas de humanos, na Espanha, em 1998. Esses pesquisadores observaram
que S. Enteritidis foi o sorovar mais frequente entre isolados de espécimes
clinicos de humanos (n=385), sendo que 60% apresentaram resisténcia a
alguma droga, principalmente a ampicilina (23%), sulfonamidas (20%) ou acido
nalidixico (31%).

Menores porcentagens de resisténcia a gentamicina (0 e 1%) e ao
acido nalidixico (2% e 4%) também foram encontradas por Breuil et al. (2000)
em amostras de S. Enteritidis isoladas de humanos e animais, analisadas na

Francga, nos anos de 1994 e 1997.
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Tassios et al. (1997) analisaram 350 amostras de S. Enteritidis isoladas
de humanos com gastrenterite ou septicemia, de racdes e de alimentos,
durante um periodo de sete anos, na Grécia. Esses autores observaram que a
resisténcia a gentamicina permaneceu muito baixa (maximo de 4%), enquanto
que a resisténcia a estreptomicina apresentou um aumento expressivo,
passando de 6%, em 1987, para 24%, em 1993, nos isolados de humanos. De
acordo com o0s mesmos autores, a resisténcia a ampicilina substituiu a
resisténcia a doxiciclina, tornando-se a principal resisténcia desde 1991 e
aumentando de 10% em 1987 para 52% do total de isolados. Outros
pesquisadores também encontraram niveis expressivos de resisténcia a
ampicilina entre S. Enteritidis isoladas de humanos, animais e alimentos
(BREUIL et al., 2000; CRUCHAGA et al., 2001). Entretanto, nossos resultados
apontaram somente 2,5% das amostras de S. Enteritidis resistentes a essa
droga. A baixa resisténcia de S. Enteritidis a ampicilina € importante, uma vez
que esse antimicrobiano é administrado com frequéncia no tratamento de
infecgoes sistémicas por Salmonella (OLIVEIRA et al., 2005).

No presente estudo, um aumento na resisténcia intermediaria a
neomicina, a canamicina, a gentamicina e a estreptomicina foi verificado nas
linhagens de S. Enteritidis isoladas em 2001 para as isoladas em 2002. Além
disso, na Tabela 2, pode-se observar que taxas expressivas de resisténcia
intermediaria foram encontradas para canamicina (29,1%), neomicina (17,7%)
e estreptomicina (13,9%), indicando um provavel aumento da resisténcia a

esses antimicrobianos futuramente.
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A alta susceptibilidade a tetraciclina em linhagens de S. Enteritidis
nao era um resultado previsivel, uma vez que este antimicrobiano &
amplamente utilizado na producgao de frangos (OLIVEIRA et al. 2005) e grande
parte das linhagens de S. Enteritidis estudadas no presente trabalho foram
isoladas de alimentos contendo ovos e carne de frango (APENDICE A).

Os isolados de S. Enteritidis analisados nesse estudo demonstraram
altas porcentagens de sensibilidade e baixa incidéncia de resisténcia multipla.
Apenas 16,5% dos isolados analisados demonstraram ser resistentes a mais
de um antimicrobiano. Resultados similares tém sido observados por diversos
pesquisadores para o sorovar S. Enteritidis (THRELFALL, 2002; KIESSLING et
al., 2002; WYBO et al., 2002; MAMMINA et al., 2002). Como exemplo disso,
Threlfall (2002) constatou que a incidéncia de resisténcia multipla em S.
Enteritidis isoladas de humanos, na Inglaterra e Pais de Gales, foi muito baixa
no periodo de 1996 a 2000. Em 1996, entre 18.968 isolados, somente 0,4%
apresentou resisténcia multipla. Em 1999 e 2000, 0,6% e 2,0% de 10.596 e
8.468 isolados, respectivamente, foram resistentes a mais de um agente
antimicrobiano.

Entre 62 amostras de S. Enteritidis isoladas de humanos e aves, no
Uruguai, no periodo de 1995 a 2002, 56 foram susceptiveis aos seis
antimicrobianos testados, enquanto os outros seis isolados apresentarm
resisténcia apenas ao acido nalidixico (BETANCOR et al., 2004).

Para efeito de comparacdo, apés a analise da resisténcia a

antimicrobianos de mais de 10.000 amostras de S. Typhimurium, Threlfall
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(2002) observou que 81%, 59 e 67% dos isolados foram multi-resistentes, nos
anos de 1996, 1999 e 2000, respectivamente.

Em nosso estudo, 32 perfis de susceptibilidade foram identificados
(TABELA 3), sendo que apenas uma linhagem foi resistente a trés
antimicrobianos e duas outras linhagens foram resistentes a quatro drogas. Na
maioria das amostras que apresentaram alguma resisténcia, esta foi verificada
contra apenas um ou dois antimicrobianos. Resultados semelhantes foram
apresentados por outros pesquisadores que estudaram a susceptibilidade a
antimicrobianos em S. Enteritidis (TASSIOS et al., 1997; HERNANDEZ et al.
2002; YANG et al., 2002; FERNANDES et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2005).

Entre as 76 amostras de S. Enteritidis provenientes de alimentos que
causaram surtos de Salmonelose no RS num periodo anterior a esse estudo
(1999 e 2000), foram observados 36 perfis quanto a susceptibilidade a
antimicrobianos, sendo que a resisténcia multipla foi verificada em 23% dos
isolados (GEIMBA et al., 2003).

O uso de antimicrobianos em ragdes animais como promotores de
crescimento € considerado a principal causa do decréscimo da susceptibilidade
a antimicrobianos em Salmonella (THRELFALL, 2002). Contudo, embora as
racbes para aves, frequentemente, contenham antimicrobianos na sua
composicao, S. Enteritidis mantém altos niveis de sensibilidade a diversas
drogas em diferentes partes do mundo.

Cabe ressaltar que, mesmo verificando através desse trabalho que a
resisténcia a antimicrobianos das amostras de S. Enteritidis envolvidas em

Salmoneloses apresenta-se baixa, atencdo deve ser dada a existéncia de
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linhagens de S. Enteritidis multi-resistentes no RS e em outras partes do Brasil
e também para o aumento da incidéncia deste sorovar em nosso Pais

(TAVECHIO et al., 1999).

5.3 Caracterizacdo Molecular por PCR-ribotipificacdo e RAPD

Diversas técnicas moleculares vém sendo aplicadas para
caracterizar linhagens de Salmonella isoladas de animais, humanos ou
alimentos envolvidos em surtos (THONG et al., 1995; MILLEMANN et al., 1996;
LANDERAS & MENDOZA, 1998; MILLEMANN et al, 2000; EBNER &
MATHEW, 2001; CERRO et al.,, 2002). Entre os métodos mais utilizados,
destacam-se: Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) (LACONCHA et al.,
1998; MURESU et al., 2001), Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus
(ERIC-PCR) (MILLEMANN et al., 1996), PCR-ribotipificacdo (LANDERAS &
MENDOZA, 1998) e Random Amplified Polimorphic DNA (RAPD) (BETANCOR
et al., 2004). Atualmente, acredita-se que para realizar uma adequada
discriminagdao de Salmonella sp., mais que um método de tipificagado deva ser
empregado, uma vez que nao ha nenhuma técnica molecular que satisfaca
totalmente aos critérios de elevado poder discriminatorio, facilidade e rapidez
de execucao e interpretacdo dos resultados, baixo custo de operacdo e
manutencdo. Nesse estudo, foram escolhidas as técnicas moleculares PCR-
Ribotipificacdo e RAPD, por serem de facil execucdo, por apresentarem um
custo relativamente baixo e por poderem ser executadas em um curto periodo

de tempo.
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De modo geral, as analises de PCR-ribotipificacdgo e RAPD
demonstraram boa reprodutibilidade em diferentes ensaios apds a cuidadosa
otimizacao dos fatores que poderiam influenciar na reprodutibilidade, ou seja,
concentracbes de DNA molde, de sequéncias iniciadoras e de cloreto de
magnésio numero de ciclos e temperatura de anelamento.

Para alguns autores (POWER, 1996; LACONCHA et al., 1998;
MEUNIER & GRIMONT, 1993) a variabilidade entre termocicladores seria o
principal fator limitante para a reprodutibilidade da técnica de RAPD, o que
dificultaria comparacgdes intra-laboratoriais. Isto porque a agcédo das trocas de
temperatura sob a amostra de DNA seria influenciada pelo tipo de
termociclador e pela espessura dos diferentes tubos de reacdo empregados.
Nos nossos experimentos, a variagdo tanto dos tubos de reagdo quanto dos

termocicladores nao ocasionou variabilidade no perfil de bandas obtido.

Alguns pesquisadores verificaram que quando oligonucleotideos
apropriados sao identificados e empregados, a RAPD representa um método
de tipificacdo simples e rapido (LIN et al., 1996; MURESU et al., 2001) que
pode apresentar um poder discriminatério semelhante ao PFGE para linhagens
de S. Enteritidis (HUDSON et al., 2001; MURESU et al., 2001), fornecendo
informagdes importantes em estudos epidemiolégicos desse microrganismo
(VAN LITH & AARTS, 1994; FADL et al.,, 1995; LIN et al., 1996; LOPEZ-

MOLINA et al., 1998).

No presente trabalho, a PCR-ribotipificacdo e a RAPD identificaram
dois e quatro perfis de bandas para as 79 amostras de S. Enteritidis,

respectivamente. As bandas apresentaram tamanhos entre 300 a 800pb na
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PCR-ribotipificagcao e entre 400 a 850pb na RAPD. Essas técnicas produziram
perfis de bandas distintos para os diferentes sorovares de Salmonella testados
(S. Typhimurium, S. Gallinarum, S. Infantis, S. Javiana e S.enterica subsp.
enterica, 1,4,5).

Os perfis obtidos por PCR-ribotipificacdo foram os mesmos
observados para as S. Enteritidis isoladas de alimentos envolvidos em surtos,
no periodo de 1999 a 2000 (GEIMBA et al., 2003), sugerindo linhagens

semelhantes continuam causando a maioria dos surtos no RS.

Diversos autores tém utilizado a PCR-ribotipificagdo e a RAPD para
a caracterizagdo de Salmonella, obtendo resultados similares aos encontrados
em nosso trabalho (KOSTMAN et al., 1992; BAUDART et al., 2000; SOTO et
al., 1999, SOTO et., 2000, SOTO et, 2001). Lagatola et al. (1996) utilizaram a
PCR-ribotipificagdo para analisar 218 isolados de diversos sorovares de
Salmonella isolados em um hospital italiano, no periodo de 1977 a 1994. Entre
os 41 isolados de S. Enteritidis foi identificado um unico perfil composto por
quatro bandas entre 700 e 1100pb, o qual era diferente dos perfis obtidos para
outros sorovares. Landeras & Mendoza (1998) estudaram 65 amostras de S.
Enteritidis isoladas de espécimes clinicos de humanos, em diferentes regides
da Espanha, e encontraram um unico perfil de PCR-ribotipificagcdo, composto
por somente trés fragmentos entre 700 e 1000pb. Na Italia, Nastasi &
Mammina (1996) aplicaram a PCR-ribotipificagcdo na caracterizagdao de 405
amostras de S. Enteritidis relacionadas e n&o relacionadas a surtos de
Salmonelose, no periodo de janeiro de 1980 a junho de 1994. Esses autores

observaram 15 perfis e consideraram a PCR-ribotificacdo como uma técnica
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adequada e reprodutivel para avaliar a relagdo genética de linhagens de S.

Enteritidis.

Em um outro estudo, Cerro et al. (2002) encontraram trés perfis de
PCR-ribotipificacdo entre 46 amostras de Salmonella pertencentes a 13
sorovares diferentes, isoladas de amostras de origem animal. O numero de
bandas variou de dois a trés, na faixa de 700 a 1000pb. Quando as mesmas
amostras foram submetidas a RAPD, 11 perfis foram observados. Em relagéo
as seis amostras de S. Enteritidis analisadas, dois perfis foram encontrados
tanto para PCR-ribotipificacdo quanto para RAPD. Os autores ressaltaram a

facilidade de realizagcao das analises empregando a PCR.

Betancor et al. (2004) utilizaram cinco sequéncias iniciadoras para
caracterizar 62 amostras de S. Enteritidis isoladas de alimentos relacionados
com surtos ocorridos no Uruguai no periodo de 1995 a 2002. A maioria (77%)
dos isolados apresentou um unico perfil de RAPD. Laconcha et al. (1998)
encontraram cinco perfis produzidos por RAPD entre 39 isolados de S.
Enteritidis relacionadas e n&o relacionadas com gastrenterites alimentares,
sendo que 75% das amostras foram agrupadas em um mesmo perfil.

Ling et al. (1998) analisaram 275 amostras de S. Enteritidis isoladas
entre 1986 e 1996 em Hong Kong sendo que 90% dos isolados apresentou um
perfil idéntico ou similar, através das analises por ribotipificacdo e por RAPD,
sugerindo que uma linhagem predominante de S. Enteritidis estaria circulando
em Hong Kong, durante o periodo em estudo.

Observando esses resultados obtidos em diferentes paises, pode-se

sugerir que S. Enteritidis apresenta pouca diversidade genética (LIEBISCH &
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SCHWARTZ, 1996; LING et al., 1998; MARE et al., 2001; CERRO et al., 2002;
BETANCOR et al., 2004), uma vez que a maioria dos isolados analisados pode
ser agrupada em um ou poucos perfis. Esses resultados tém sido confirmados
por outros pesquisadores que utilizaram diferentes técnicas moleculares, como
o PFGE (LACONCHA et al, 1998, MURESU et al.,, 2001) e rep-PCR

(OLIVEIRA et al.,2005).

De acordo com nossos resultados, a maioria dos isolados foi
agrupada em um mesmo perfil de PCR-ribotipificagdo e RAPD, o que justifica
os baixos indices de discriminagdao encontrados, 0,14 e 0,33, respectivamente.
Resultados semelhantes foram obtidos por Landeras et al. (1998). A pouca
variabilidade dos perfis obtidos através das duas técnicas sugere que estas
nao foram capazes de discriminar os isolados de S. Enteritidis de diferentes
origens ou que uma unica linhagem de S. Enteritidis tem sido isolada de
alimentos envolvidos em Salmoneloses ocorridas em diferentes municipios do
RS, no periodo de 2001 a 2002. Outros estudos também verificaram que
isolados de S. Enteritidis tém demonstrado ser bastante relacionados, mesmo
quando oriundos de regides geograficamente distantes (THONG et al., 1995),
de surtos nao relacionados (USERA et al., 1994) ou em diferentes periodos de
tempo (TASSIOS et al., 1997). A comparacado da linhagem de S. Enteritidis
prevalente no RS com amostras coletadas em outros Estados do Brasil, e
posteriormente, em outros paises, podera esclarecer se essa linhagem é
especifica desse Estado ou pode ser encontrada em outras regides. Os fatores
responsaveis pela aparente emergéncia de uma linhagem de S. Enteritidis

predominante ainda n&o sao conhecidos.
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Apesar dos métodos de caracterizagdo molecular serem
considerados mais sensiveis e com maior poder de discriminacdo que o0s
métodos fenotipicos, a caracterizagao fenotipica por susceptibilidade a
antimicrobianos permitiu diferenciar um maior niumero de perfis entre as S.
Enteritidis analisadas. Esse fato demonstra a necessidade da utilizacao de
métodos fenotipicos, juntamente com métodos genotipicos, na caracterizagao
de S. Enteritidis e também sugere que a variabilidade fenotipica desse
microrganismo é mais susceptivel a pressdes seletivas que a variabilidade
genotipica das regides espacadoras hipervariaveis entre os genes 16S e 23S

analisadas.



6. CONCLUSOES

S. Enteritidis foi o sorovar isolado com maior freqliéncia em
alimentos envolvidos em surtos de Salmonelose no RS, no

periodo de 2001 a 2002.

Grande parte dos isolados de S. Entertidis estudados foi

sensivel a todos os antimicrobianos testados.

A maioria dos isolados de S. Enteritidis foi agrupada em um
unico perfil de PCR-Ribotipipificagcdo e de RAPD, sugerindo
que essas técnicas nao foram eficientes na discriminacido dos
isolados ou que uma mesma linhagem esta presente em

diferentes localidades do RS.

A caracterizagdao fenotipica por susceptibilidade a
antimicrobianos permitiu diferenciar um maior numero de

perfis entre as S. Enteritidis analisadas.
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APENDICE A



APENDICE A - . Caracteristicas das amostras de Salmonella sp. isoladas de alimentos envolvidos em surtos ocorridos no Rio

Grande do Sul, no periodo de 2001 a 2002.

N° de | Alimento Municipio de Data de Sorovar Perfil Perfil Perfil
registro | Envolvido Origem Analise Antibiograma PCR- RAPD
ribotipificacao
2387 Maionese Palmitinho 02/01/01 |S. Enteritidis 14 R2 A
2388 Molho Palmitinho 02/01/01 |S. Enteritidis 14 R2 A
022 Maionese Coronel Bicaco 09/01/01 |S. Enteritidis 1 R1 A
150 Maionese Ametista do Sul 24/01/01 | S. Enteritidis 2 R1 A
699 Molho Caxias do Sul 20/03/01 | S. Enteritidis 3 R1 A
701 Maionese Caxias do Sul 20/03/01 | S. Enteritidis 4 R1 A
720 Capeletti cru | Caxias do Sul 20/03/01 |S. Enteritidis 5 R2 B
728 Salame Caxias do Sul 20/03/01 |S. Infantis - - -
729 Salame Caxias do Sul 20/03/01 |S. Javiana - - -
983 Carne Porto Alegre 11/04/01 | S. Enteritidis 6 R1 A
assada

1054 Torta doce |Caxias do Sul 23/04/01 | S. Enteritidis 7 R1 A
1055 Torta doce |Caxias do Sul 23/04/01 | S. Enteritidis 8 R1 A
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N° de | Alimento Municipio de|Data de|Sorovar Perfil Perfil Perfil
registro |Envolvido |Origem Analise Antibiograma PCR- RAPD
ribotipificacéo
1085 Queijo Taquarugu do Sul |23/04/01 |S. Enteritidis 14 R1 A
1086 Polenta Taquarugu do Sul [23/04/01 |S. Enteritidis 14 R1 A
1209 Maionese |Taquarugu do Sul [02/05/01 |S. Enteritidis R1 A
1211 Carne de|Taquarucu do Sul |02/05/01 |S. Enteritidis 9 R1 A
porco
1709 Torta Erechim 06/06/01 |S. Enteritidis 14 R1 A
3359 Salada de|Trés de Maio 18/09/01 |S. Enteritidis 15 R1 A
batata com
maionese
3436 Salsichdo |Getulio Vargas 25/09/01 |S. Enteritidis 16 R1 B
cru
3447 Carne Harmonia 25/09/01 |S. Enteritidis 2 R1 A
assada
3695 Feijao preto | Porto Alegre 04/10/01 |S. Enteritidis 13 R1
3696 Carne de|Porto Alegre 04/10/01 |S. Enteritidis 13 R1
frango
3697 Molho  de|Porto Alegre 04/10/01 |S. Enteritidis 13 R1 A
tomate
3698 Beterraba |Porto Alegre 04/10/01 |S. Enteritidis 2 R1 B
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N° de | Alimento Municipio de|Data de|Sorovar Perfil Perfil Perfil
registro | Envolvido Origem Analise Antibiograma PCR- RAPD
ribotipificacéo
3700 Pudim de | Porto Alegre 04/10/01 . Enteritidis 12 R1 B
chocolate
3701 Massa Porto Alegre 04/10/01 . Enteritidis 2 R1 A
3834 Salada de | Julio de [ 16/10/01 . Enteritidis 14 R1 A
batata com | Castilhos
maionese
3835 Risoto Julio de | 16/10/01 . Enteritidis 14 R1 A
Castilhos
3836 Carne de gado|Julio de | 16/10/01 . Enteritidis 17 R1 A
assada Castilhos
3879 Salada de | Santo Cristo 17/10/01 . Enteritidis 18 R1 A
maionese
4051 Queijo ralado |Palmeira das|29/10/01 . Enteritidis 14 R1 A
Missbes
4053 Misto quente Palmeira das|29/10/01 . Enteritidis 14 R1 A
Missdes
4148 Maionese Vitoria das|30/10/01 . Enteritidis 13 R1 C
Missdes
4479 Bolo recheado |Erechim 20/11/01 . Enteritidis 2 R1 A
4480 Mousse Erechim 20/11/01 . Enteritidis 2 R1 A
4481 Torta de ricota |Erechim 20/11/01 . Enteritidis 2 R1 A

77



N° de | Alimento Municipio  de|Data Sorovar Perfil Perfil Perfil
registro |Envolvido |Origem Analise Antibiograma PCR- RAPD
ribotipificacéo
4549 Bolo Uruguaiana 23/11/01 S. Enteritidis 14 R1 A
4550 Sorvete Uruguaiana 23/11/01 S. Enteritidis 14 R1 A
4653 Galeto Caxias do Sul |29/11/01 S. Enteritidis 21 R1 C
4657 Recheio de |Caxias do Sul [29/11/01 S. Enteritidis 22 R1 A
abdbora
4842 Salada de|Sao Martinho |12/12/01 S. Enteritidis 14 R1 A
batata com
maionese
4909 Carne  de|Carlos Barbosa | 18/12/01 S. Enteritidis 14 R1 B
gado
4979 Molho para |Porto Xavier 18/12/01 S. Enteritidis 24 R1 A
cachorro
quente
4981 Sagu Porto Xavier 18/12/01 S. Enteritidis 25 R1 C
510 Salame Tapejara 01/02/02 S. enterica | - - -
subsp.enterica
1,4,5
512 Salame Tapejara 01/02/02 S.Typhimurium - - -
513 Morcela Tapejara 01/02/02 S. enterica | - - -

subsp.enterica
1,4,5
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N° de |Alimento | Municipio de |Data de Analise |Sorovar Perfil Perfil Perfil
registro |Envolvido |Origem Antibiograma PCR- RAPD
ribotipificacéo

1399 Ovos “in|Caxias do|12/04/02 S. Enteritidis 14 R1 A
natura” Sul

1849 Carne de|Jacutinga 19/06/02 S. Enteritidis 1 R1 A
gado
assada

2027 Coxinha Estacao 01/07/02 S. Enteritidis 10 R1 A
de frango

2028 Pao-de- Estagao 01/07/02 S. Enteritidis 11 R1 A
cachorro
quente

2035 Pizza de|Estacao 01/07/02 S. Enteritidis 12 R1 A
carne

2036 Torta Estacao 01/07/02 S. Enteritidis 13 R1 A
recheada

3349 Salada de|Erechim 02/09/02 S. Enteritidis 2 R1 A
batatas
com
maionese

3350 Churrasco |Erechim 02/09/02 S. Enteritidis 14 R1 A
de carne
de gado

3351 Capeleti Nova Prata |02/09/02 S. Enteritidis 1 R1 A
cru
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N° de | Alimento Municipio de|Data de | Sorovar Perfil Perfil Perfil
registro | Envolvido Origem Analise Antibiograma PCR- RAPD
ribotipificacéo
3691 Cha S.Agona 14 - -
4019 Prensado Santo Angelo | 14/10/02 S. Enteritidis 14 R1 A
4055 Churrasco Nova Prata 14/10/02 S. Enteritidis 13 R1 B
(carne de
gado)+galeto
4056 Maionese Nova Prata 14/10/02 S. Enteritidis 19 R1 A
4126 Maionese Barao do | 14/10/02 S. Enteritidis 10 R1 A
Cotegipe
4127 Carne de gado|Barao do|14/10/02 S. Enteritidis 2 R1 A
cozida Cotegipe
4128 Carne de gado|Barao do|14/10/02 S. Enteritidis 20 R1 B
crua Cotegipe
4129 Carne de porco |Barao do|14/10/02 S. Enteritidis 2 R1 D
Cotegipe
4264 Bolo recheado |Passo Fundo |14/10/02 S. Enteritidis 14 R1 A
5464 Ovos batidos | Severiano de|06/11/02 S. Enteritidis 29 R1 A

para maionese

Almeida
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N° de | Alimento Municipio de|Data de | Sorovar Perfil Perfil Perfil
registro |Envolvido |Origem Analise Antibiograma PCR- RAPD
ribotipificacéo

5465 Salada de|Charqueadas [13/11/02 S. Enteritidis 30 R1 D
maionese

5467 Salada de|Bento 20/11/02 S. Enteritidis 14 R1 A
maionese | Gongalves

5468 Arroz Bento 20/11/02 S. Enteritidis 11 R1 A

Goncalves

5469 Carne Bento 20/11/02 S. Enteritidis 12 R1 A
moida Goncalves
cozida

5471 Chico Bento 20/11/02 S. Enteritidis 13 R1 A
balancado |Goncgalves

5474 Ovos crus |Erechim 20/11/02 S. Enteritidis 13 R2 A

5475 Salada de|Alegria 21/11/02 S. Enteritidis 31 R2 A
maionese

5476 Carne de|Alegria 21/11/02 S. Enteritidis 32 R1 D
porco

12 Alface Alegria 21/11/02 S. Enteritidis 14 R1 A

13 Bolo Caxias do|21/11/02 S. Enteritidis 14 R1 A
recheado Sul
com
amendoim

15 Salada de|Erechim 25/11/02 S. Enteritidis 14 R1 C
maionese
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N° de |Alimento |Municipio de|Data de | Sorovar Perfil Perfil Perfil
registro |Envolvido |Origem Analise Antibiograma PCR- RAPD
ribotipificacéo

5067 Ovos  ‘“in|Viadutos 27/11/02 S. Enteritidis 2 R1 A
natura”

5068 Maionese |Caxias do Sul |05/12/02 S. Enteritidis 14 R1 A

5069 Churrasco |Caxias do Sul [05/12/02 S. Enteritidis 10 R1 A

5070 Galeto Caxias do Sul [05/12/02 S. Enteritidis 2 R1 D

5075 Batata Caxias do Sul [05/12/02 S. Enteritidis 26 R1 A
cozida

5099 Maionese |Canoas 05/12/02 S. Enteritidis 27 R1 A
caseira

5100 Galinha Canoas 05/12/02 S. Enteritidis 28 R2 A
caipira

5162 Carne de|Independéncia|10/12/02 S. Enteritidis 14 R1 A
gado

NI: dado ndo informado. Fonte: LACEN/RS
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APENDICE B - Andlises Estatisticas
Determinacdo Numérica do indice de Discriminag&o (D):
D=1- 1 SX nj (nj-1)
N (N-1) n=1

onde:

s = numero total de linhagens diferentes

nj= numero de isolados de cada linhagem

N = numero total de isolados dentro da populacéo

Tipificag&do por Susceptibilidade a antimicrobianos

Perfil |nj (nj-1)

1 3(2)=6

2 13 (12) = 156
3 1(0)=0

4 1(0)=0

5 2()=2

6 1(0)=0

7 1(0)=0

8 1(0)=0

9 2(1)=2

10 3(2)=6

11 2(1)=2

12 3(2)=6

13 8 (7) =56

14 20(21) = 380
15 1(0)=0

16 1(0)=0

17 1(0)=0




18 [1(0)=0
19 [1(0)=0
20 [1(0)=0
21 [1(0)=0
22 [1(0)=0
23 [1(0)=0
24 [1(0)=0
25 [1(0)=0
26 |[1(0)=0
27 [1(0)=0
28 [1(0)=0
29 [1(0)=0
30 [1(0)=0
31 [1(0)=0
32 [1(0)=0

D=[1-1/79 (78) ] x £X = 6+156+2+2+6+2+6+56+380= 616

D=1-616/6162 = 0,90

Tipificacdo por PCR-Ribotipificacao

Perfil | nj (nj-1)
R1 73 (72) = 5256
R2 6 (5) =30

D=[1-1/79 (78) ] x £X = 5256 + 30= 5286
D=1 -5286/6162 = 0,14

Tipificacdo por RAPD

Perfil | nj (nj-1)

A 64 (63) = 4032
B 7 (6) =42

C 4(3) =12

D 4(3)= 12

D=[1-1/79 (78) ] x X = 4032 + 42+ 12+ 12 = 4098

D=1-

4098/6162 = 0,33
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