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RESUMO

Entre as cepas de S. typhimurium ¢ S. agona isoladas no periodo 1971-1987 foram ca-
racterizados os biotipos, colicinotipos e antibiotipos de 734 cepas de S. typhimurium e 631
de S. agona. As 734 cepas de S. typhimurium foram classificadas em 65 biotipos com o
predominio dos biotipos 1a com 28,34%, 1b com 29,84% e 9bi com 18,25%. Com relagio
a S. agona, o biotipo 1a com 87,16% representou entre nds o clone amplamente dissemi-
nado. Foram encontradas freqii€ncias baixas de cepas colicinogénicas, entretanto, a
colicinotipia parece ser um bom método quando aplicada ao estudo de amostras homogg-
neas provenientes de surtos. Acentuada multirresisténcia aos agentes antimicrobianos, foi
observada principalmente entre aquelas cepas de origem humana quase sempre represen-

tadas por cepas hospitalares.

UNITERMOS: S. typhimurium; §S. agona, biotipos; colicinotipos; resisténcia

antimicrobiana. )

INTRODUCAO

As salmoneloses podem ser consideradas
como as mais freqiientes das zoonoses € na opiniio
de EDWARDS"Y sdo as unicas infecgdes por
enterobactérias com tendéncia em aumentar, mes-
mo nos paises com bom saneamento bésico.

Na Europa, o consumo de aves e suinos tem
sido apontado como responsiavel pela
toxiinfecgao?#6#?, Nos Estados Unidos, a freqiién-
cia anual € estimada entre 800.000 e 3.700.000 ca-
sos de salmoneloses por ano'2,

Em Sao Paulo, somente depois de 1945, quan-
do a técnica de isolamento e identificagdo das
salmonelas passou a ser feita de forma adequada,
identificando-se os sorotipos prevalentes na regido,
é que foi possivel avaliar de forma mais correta o
problema das salmoneloses®#!42, Constatou-se que
a S. typhimurium, sorotipo mais freqiiente em qua-
se todo mundo, ndo era prevalente em nossa re-
gido.

Em 1968 iniciou-se uma verdadeira epidemia
de toxiinfecgdes por salmonelas, muitos dos casos

com invasfo sistémica, ¢ de onde praticamente sé
era isolada a S. typhimurium. Ao mesmo tempo,
foi constatada a existéncia de focos de infecgdo em
unidades de trés hospitais, responsdveis por nume-
rosos dos casos de infecgdo hospitalar®,

A partir de 1977'"* a §. agona, sorotipo ainda
desconhecido na regidio, teve sua presencga assina-
lada, passando desde logo a ser o segundo sorotipo
por ordem de fregiiéncia a ser isolado, com sua
presenga também assinalada em enfermarias de pe-
diatria®.

Este sorotipo, descrito em 1961* e de ocorrén-
cia rara, disseminou-se de forma explosiva em véi-
rios pafses, passando a ser importante sorotipo de
infecgdes humanas e animais em diferentes paises.

Considerando a importéncia de S. typhimurium
e §. agona como responsaveis por infecgdes huma-
nas, objetivou a presente verificacdo, caracterizar
os clones destes sorotipos disseminados em
habitats diversos, através da determinagdo de scus
biotipos, colicinotipos € marcas de resisténcia aos
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agentes antimicrobianos, para identificar a origem
e disseminagfo da infecg@o, bem como implemen-
tar medidas no seu controle.

MATERIAL E METODOS
Cepas bacterianas estudadas

Entre as cepas isoladas no periodo de 1971-
1987, foram selecionadas aleatoriamente 734 de S.
typhimurium, sendo 336 de fezes, 111 de sangue,
94 de liquido cefalorraquidiano (LCR), 43 de se-
cregdes, 40 de urina, 21 de origem humana ndo
especificada, 30 de alimentos, 20 de ambiente, 15
de 4gua de esgoto, 9 de visceras de animais, 6 de
dgua, 6 de racdo para animais e 3 de cateter. Com
relagfo as 631 cepas de S. agona, 459 eram prove-
nientes de fezes, 19 de sangue, 16 de LCR, 9 de
urina, 8 de secregdes, 9 de origem humana
indeterminada, 49 de alimentos, 33 de ragdo para
animais, 14 de 4gua de esgoto, 7 de lodo digerido,
6 de fezes de passaros e 2 dc mosca.

Das cepas acima relacionadas, 146 cepas de S.
typhimurium e 121 de S. agona foram estudadas
quanto 2 resisténcia aos agentes antibacterianos.

Cepas padroes para colicinotipagem
As cepas padroes indicadoras, abaixo relacio-

nadas, foram recebidas do Departamento de Bacte-
riologia da Universidade de Dundee, Escécia.

CL 104 E.coli, indicadora de colicinogenia
BZB 1011 E.coli, indicadora de colicinogenia
CL 135 E.coli K12, resistente a colicinas B e M
CL 136 E.coli K12, resistente a colicina E1
CL 137 E.coli K12, resistente a colicina E2
CL 146 E coii K12, resistente a colicina K
CL 148 E.coli, resistente a colicina E2

CL 150 E.coli, resistente a colicina I

CL 152 E.coli, resistente a colicinas I e E2
CL 184 E coli, resistente a colicina I

CL 234 E.coli, resistente a colicina Ib

CL 235 E_coli, resistente a colicina Ia

1 - Biotipia

O método padronizado por DUGUID et alii't
foi utilizado para a caracterizagio dos biotipos €
subtipos analisando o conjunto de reagdes de fer-
mentagdo de carboidratos, crescimento em &dgua
peptonada contendo 4cidos organicos, utilizagdo de
substratos carbonados em meio minimo € presenga
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de fimbrias do tipo 1. Ao sistema foram acrescidos
os testes de fermentagdo da lactose e de ONPG
(orto nitro fenil-D-galactopiranosideo).

Os meios de cultura e substratos utilizados na
biotipia foram;

- Meio de Bitter® contendo D-xilose e L-
ramnose na concentragdo final de 0.5 a 1.0%.

- Agua peptonada contendo azul de
bromotimol como indicador de pH e acrescida dos
substratos: meso inositol, trealose, D-xilose, L-
ramnose, glicose e lactose na concentragio final de
0.5a1.0%.

- Teste de ONPG (orto nitro fenil-D-
galactopiranosideo) realizado segundo LE MINOR
e BEN HAMIDA*,

- Meio de Stern® contendo glicerol na concen-
tracdo final de 1.0%.

- Agua peptonada sem indicador de pH acres-
cida de 4cido tartdrico nas formas d, L ¢ i, na con-
centragfo final de 1.0%.

- Meio minimo de Davis'* contendo 0.3% de
glicose; 0.5% de glicerol; 0.25% de citrato de
sédio; 0.5% de d-tartarato; 0,5% de 1-tartarato;
0.5% de i-tartarato; 0.25% de citrato de sddio mais
0.5% de i-tartarato; e 0.5% de glicerol mais 0.5%
de i-tartarato.

Suspensdes bacterianas contendo aproximada-
mente 1x10° bactérias/ml foram inoculadas nestes
meios de cultura e a seguir incubados a 37°C, em
estufa. As leituras foram realizadas apds 18-24 ho-
ras de incubagio com observagdes didrias por até
40 dias. A fermentagdo do meso-inositol foi
verificada também a 25°C apos 48 horas de incu-
bac¢do. O crescimento em meio minimo foi obser-
vado ap6s 48 horas de incubagdo a 37°C.

ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE

O método de DUGUID™-¢ foi empregado para
verificar a capacidade hemaglutinante das cepas.
Culturas em meio liquido, com 48 horas de incuba-
¢do a 37°C foram inativadas com formol 2 0.1% ¢
a seguir centrifugadas a 5.000 rpm por 15 minutos.
O sedimento bacteriano assim obtido foi testado
com suspensdo de hemécia de cobaio a 2.0% ¢ a
sensibilidade da atividade hemaglutinante a
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manose, indicativo da presenga de fimbrias do tipo
1 foi observada com hemicias a 2.0% contendo
0.5% de D-manose. As cepas foram classificadas
como n3o hemaglutinantes quando, ap6s seis
subcultivos sucessivos, nada se alterava.

2 - Colicinotipia

A produgdo de colicinas foi verificada pela
técnica de camada dupla, recomendada por
BARKER?,

Todas as cepas foram semcadas em forma de
“spot” em 2 placas contendo dgar comum ¢ apds
incubagfio a 37°C por 24 horas, as superficies do
dgar foram expostas ao vapor de cloroférmio por
15 min. e em seguida expostas ao ar por mais 15
min. Cada placa foi inundada por uma camada fina
de 4gar semisdlido, contendo uma cultura das ce-
pas indicadoras E.coli CL 104 ¢ BZB 1011, as
quais sfo sensiveis a maioria das colicinas. Apés
24 hs. de incubagdo, as cepas produtoras de
colicinas, apresentavam zonas de inibig¢do do cres-
cimento das cepas indicadoras.

A determinagfio dos tipos de colicinas produzi-
das foi realizada utilizando-se da mesma
metodologia, através de cepas indicadoras com re-
sisténcia a colicinas especificas.

3- Determinac¢io das marcas de resisténcia aos
agentes antimicrobianos

As marcas de resisténcia foram determinadas
segundo o método descrito por BAUER et alii®,
empregando-se discos da marca CECON, impreg-
nados com os seguintes agentes antimicrobianos:
4cido nalidixico (AN) 30 mcg; amicacina (AM) 30
mcg; ampicilina (AP) 10 mcg; carbenicilina (CR)
10 mcg; cefalotina (CF) 30 mcg; cefoxitina (CT)
30 mcg; colistina (CL) 10 mcg; cloranfenicol (CO)
30 mcg; fosfomicina (FO) 50 mcg; gentamicina
(GN) 10 mcg; kanamicina (KN) 30 mcg;
netilmicina (NM) 30 mcg; sulfonamida (SF) 300
mcg; sulfatrim (ST) 25 mcg; tobramicina (TB) 10
meg e tetraciclina (TT) 30 mcg.

RESULTADOS

Foram identificades 65 biotipos entre as cepas de
S. typhimurium com predominancia dos tipos 1a.com
28,34%, 1b com 29,84% e 9bi com 18,25% (Tabela
1). Estes biotipos foram predominantes entre todas as
cepas estudadas. Os 62 biotipos restantes apresenta-
vam uma freqiiéncia variando de 0,13 a 3,95%.

Em relagdo a S. agona foram determinados 16
biotipos com o predominio do biotipo la com
87,16%. Os 15 biotipos restantes foram de ocor-

Tabela 1
Distribuigao dos biotipos de S. typhimurium
BIOTIPOS

ORIGEM la 1b 9bi outros TOTAL
HUMANA Fezes 103 94 57 : 82 336
Liquido cefalorraquidiano 29 32 15 : 18 94
Sangue 14 46 33 18 111
Urina 07 15 07 11 40
Secregdes 09 15 14 05 43
Indeterminada 11 02 0 08 21
TOTAL PARCIAL 173 204 126 142 645
NAO Alimento 15 02 02 11 30
HUMANA Ambiente 06 06 02 . 06 20
: Esgoto 04 04 0 07 15
Visceras 4 02 01 02 09
Ragdo 05 0 0 01 06
Agua 01 01 0 04 06
Cateter 0 0 03 0 03
TOTAL PARCIAL 35 35 08 25 89
TOTAL GERAL 208 (28,34%) 219 (29,84%) 134 (1825%) 173 (23,57%) 734
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réncia rara, representando freqiiéncia de 0,15 a
2,53%. (Tabela 2)

E importante ressaltar que entre as cepas de S.
typhimurium, 12,68% eram fermentadoras rpidas
(24 horas) da lactose, 38,34% fermentadoras. tardi-
as (3-10 dias) e 48,98% eram niio fermentadas. To-
das as cepas fermentadoras da lactose (rdpidas e
tardias) apresentaram o teste de ONPG positivo.

A incidéncia de cepas colicinogénicas foi de
1,51% para S. typhimurium cujos tipos de colicinas
foram la (72,72%), Ib (18,18%) ¢ E1 (9,1%). Para
S. agona, a incidéncia foi de 3,96% de cepas
colicinogénicas representadas por Ib (44%), la
(32%), E2 (20%) ¢ B com M (4%).

O estudo da atividade dos agentes
antimicrobianos demonstrou que todas as cepas fo-
ram sensiveis a colistina ¢, a quase totalidade de-
las, resistentes a sulfonamida e a sulfatrim,

Na Tabela 3 observa-sc a clevada multirresis-
téncia a agentes antimicrobianos das cepas de S.
typhimurium ¢ S. agona, variando de acordo com a
origem das amostras.

DISCUSSAO

Com o advento da sorotipagem ficou demons-

trada grande diversidade antigénica existente entre
os membros do género Salmonella®. Aos sorotipos
ja bem estabelecidos, novos vém sendo incorpora-
dos e atualmente no esquema antigénico das
salmonelas constam mais de 2.200 sorotipos.

Os sorotipos sfo utilizados como importantes
marcadores no estudo de sua prevaléncia, entretan-
to a existéncia de cepas e clones pertencentes a um
mesmo sorotipo, torna este marcador, muitas ve-
zes, insuficiente para o estudo epidemiolégico das
salmoneloses.

Marcadores como biotipos, fagotipos,
colicinotipos, antibiotipos, ¢ mais recentemente
perfil de plasmidio, t¢m sido utilizados com suces-
so no estudo de surtos de infecgdes por diferentes
sorotipos de Salmonellg?5:1022232535,31.4044.45

Estes marcadores s3o importantes no estudo do
comportamento de um clone apés a sua introdugdo
em um determinado ambiente, principalmente hospi-
tais infantis, onde a sua persisténcia pode ser detecta-
da pela seqiiéncia de casos onde estejam presentes.

Relatos de alguns autores t8m demonstrado
que determinados sorotipos podem ser diferencia-
dos em vdrios biotipos!3413:3%

Nas nossas verificagdes, identificamos diversi-

Tabela 2
Distribui¢do dos biotipos de S. agona
BIOTIPOS
ORIGEM la 1b outros Total
HUMANA Fezes 393 16 50 459
Sangue 14 0 05 19
Urina 08 0 01 09
SecregGes 08 0 0 08
Liquido cefalorraquidiano 13 0 03 16
Indeterminado 08 0 01 09
TOTAL PARCIAL 444 16 60 520
NAO Alimento 48 0 01 49
HUMANA Ragfo 30 0 03 33
Esgoto 13 0 01 14
Lodo 07 0 0 07
Fezes 06 0 0 06
Mosca 02 0 0 02
TOTAL PARCIAL 106 0 0s 111
TOTAL GERAL 550 (87,16%) 16(2,54%) 65 (10,30%) 631
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. Tabela 3
Resisténcia aos agentes antimicrobianos das cepas
de S. typhimuriume S. agona

S. typhimurium S. agona

N?de Origem Outras  Origem Outras
marcas humana  origens humana origens

N%% N%% N%% N%%
2 00,000 00,000 6(9,53) 9(15,52)
3 2(1,68) 1(3,71) 9(14,28) 20(3448)
4 3(252) 3(11L,11)  5(7,94) 16(27,59)
5 8(6,72) 3(11,11) 34,76) 7(12,07)
6 108,41) 3(11,11) 2(3.17) 2(3.45)
7 4(336) 2(741) 4(6,35) 0(0,00)
8 10841)  1(3,71)  4(6,35) 0(0,00)
9 119,24y 13, 71) 23,17 1(1,72)
10 8(6,72)  0(0,00) 15(23,81) 2(3.45)
11 6(5,04) 4(635)  4(6,35) 1(1,72)
12 21(17,65) 3(11,11)  6(9,53) 0(0,00)
13 9(7,56) 3(11,11) 23,17 (0,00)
14 . 5421 13,71 1(1,59) 0(0,00)
15 18(1512) 2(740)  0(0,00) 0(0,00)
16 4(336) 0(0,00)  0(0,00) ((0,00)
Total 119 27 63 58

dade bioquimica (65 biotipos) entre as cepas de S.
typhimurium com predominio de dois biotipos pri-
mdrios, 1 € 9, como também havia sido verificado
por DUGUID et alii®.

Segundo BARKER & OLD* esta grande varia-
¢do bioquimica existente neste sorotipo seria a re-
sultante de mutagdes cromossdmicas, aquisi¢cio ou
perda de bacteriéfagos, ou de plasmidios, de um
oiotipo ancestral, provavelmente biotipo la.

Clones pertencentes aos biotipos 1 € 9 estdo
amplamente disseminados no nosso meio. Estes
clones de S. typhimurium, dotados de caracteristi-
cas particulares de viruléncia, devem ter sido, des-
de a sua introdugdio, responsdveis pela maioria das
infec¢des que vem ocorrendo em nosso ambiente.

Em 1973, PESSOA™ identificou uma variante
de S. typhimurium fermentadora da lactose. Este
clone disseminou-se rapidamente, ¢ em Sio Paulo,
nos anos subseqiientes, foi predominante entre as
cepas isoladas de infecgbes humanas, tendo sido
relatado em 1978, por PESSOA et alii*>* sua es-
treita correlagio com os ambientes hospitalares.
Estas cepas, isoladas na década de 70, portadores
de plasmidio responsdvel pela fermentagio da

lactose, foram os agentes de graves epidemias e
representou na amostragem estudada 51,66% das
cepas. Nos nossos achados, foi possivel verificar
que entre as cepas, ndo provenientes de infecgdes
humanas, nenhuma adquiriu a capacidade de des-
dobrar a lactose, com ONPG negativo, caracteri-
zando assim a existéncia de um diferente biotipo
de S. typhimurium.

O clone FIRN (fimbria, inositol e ramnose ne-
gativos), segundo DUGUID et al.'¥ ¢ BARKER?,
mundialmente disseminado, ndo representou o tipo
freqiiente entre nds. Entretanto, o clone FIN
(fimbria ¢ inositol negativos), fermentador da
ramnose, foi de ocorréncia comum (16%) entre as
nossas cepas.

Considérando o aparecimento da S. agona
como um fato ainda recente e o seu comportamen-
to bioquimico uniforme, com o predominio de um
tinico clone pertencente ao biotipo 1a, devemos ad-
mitir que este sorotipo disseminado em todo o
mundo ainda nfo sofreu variagGes marcantes no
seu patrimOnio genético.

Comparando com a variag¢do bioquimica ocor-
rida entre as cepas de S. typhimurium, pode-se con-
siderar reduzido o nimero de biotipos encontrados
entre as cepas de 8. agona. Entretanto, no decorrer
de alguns anos apds a sua disseminacio, a S.
agona ji se diferenciou em 16 biotipos e o seu
grande potencial de diversificagdo sugere uma
constante vigilancia para surpreender o apareci-
mento de novos tipos.

Em cepas de S. typhimurium, provenientes de
um surto hospitalar'® ¢ incluidas neste estudo, veri-
ficamos pertencerem ao tipo colicinogénico Ia, re-
presentando um importante marcador na detecgiio
da fonte de contaminagio e disseminac¢io naquele
hospital,

Ainda, os resultados obtidos com a
colicinotipia sugerem que este método seja aplica-
do ao estudo de casos particulares, como epidemi-
as hospitalares com amostras homoggneas quanto a
origem, tempo ¢ local de isolamento.

Outro fato importante, relativo as infecgdes
por salmonelas, tem sido a multirresisténcia aos
agentes antimicrobianos, ocasionada pelo uso
indiscriminado dessas substincias na teraputica e
profilaxia humana e veterindria. Esta resisténcia
possivelmente tende a um crescimento ainda maior
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dada a pritica, atualmente muito comum, da adi-
¢do de antibidticos em ragGes para animais, como
promotores do crescimento®”’.

Estudos sobre a resisténcia aos agentes
antimicrobianos demonstram que a grande maioria
das cepas isoladas das infecgdes humanas sdo
multirresistentes, conseqiiente da pressdo seletiva e
continua na propagacio de cepas resistentes que
colonizam os ambientes hospitalares!®293338,

Nos iltimos anos a maijoria das infecgdes em
bergdrios e hospitais infantis de Sao Paulo tem sido
causada por cepas multirresistentes de §.
typhimurium's%3,

Neste estudo verificou-se que a aquisi¢cdo da
resisténcia aos agentes antibacterianos tem ocorri-
ao de forma progressiva no decorrer dos anos, con-
forme mostram os dados ndo publicados existentes
na segdo de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz.

Na Tabela 3, podemos verificar que 95,80%
das cepas de S. typhimurium isoladas de infecgoes
humanas foram resistentes para 5 até 16
antimicrobianos. Cepas de outras origens, 85,19%,
provenientes de ambiente hospitalar, também fo-
ram resistentes para 5 ou mais antimicrobianos.
Considerando que a maioria dessas amostras sio
de origem hospitalar, esses dados mostraram que
ambientes hospitalares representam fontes de ce-
pas epidémicas multirresistentes de .
typhimurium.

Com relagfio a S. agona, podemos constatar
que em cepas humanas de origem hospitalar houve
também um aumento da resisténcia, onde 77,59%
das amostras foram resistentes para 5 a 14
antimicrobianos. No entanto, em cepas de outras
origens, verificou-se que 93,10% das cepas foram
resistentes a apenas 2 a 4 antimicrobianos. Consi-
derando que S. agona teve seu relato em nosso
meio pela primeira vez em 1974%, esses resultados
reforcam mais uma vez a influéncia exercida pelo
uso de antibidticos na selegfio de salmonelas resis-
tentes, principalmente em ambientes hospitalares.

No Brasil, milhares de pessoas sdo atingidas
por infecgdes por salmonelas, sendo que os hospi-

tais representam os ambientes muito favordveis a

ocorréncia de graves infecgdes®,

Do que nos foi dado observar, o controle das
salmoneloses s6 serd possivel com a implantagio
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de sistemas de vigilancia com uma constante
monitorizagdo dos casos, na drea de higicne ali-
mentar, veterindria ¢ humana, através da completa
caracterizagdo dos clones pelos seus marcadores
epidemioldgicos.

SUMMARY

Epidemiological markers of Salmonella
typhimurium and Salmonella agona

Among S. typhimurium and S. agona strains
isolated during the period from 1971 to 1987, the
biotypes, colicine types and resistance patterns
were determined for 734 S. ryphimurium and 631
S. agona strains. Among 734 S. typhimurium
strains 65 biotypes were disclosed with prevalence
of biotypes la (28,34%), 1b (29,84%) and 9bi
(18,28). Conceming S. agona, the biotype la
represented by 87,16%, was the commonest clone
among our strains. Although colicine typing added
little information to characterize these serotypes, it
should be usefull when applied in epidemilogical
study of outbreaks. It was observed multiply
antimicrobial resistance mainly among human
strains, particularly from nosocomial origins.
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