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SOUZA, Roberta B. Perfil de Suscetibilidade Antimicrobiana e Avaliação 
Molecular da Resistência à Quinolonas de cepas de Salmonella Epidêmicas e 
de Origem Avícola isoladas entre 1999 e 2006 no Estado do Paraná, Brasil. 
2008. 85 f. Dissertação (Mestrado em Ciência de Alimentos) – Universidade 
Estadual de Londrina, Londrina, 2008. 
 
 

RESUMO  
 
 
Foram avaliadas 212 cepas epidêmicas de Salmonella spp. isoladas de pacientes e 
alimentos entre 1999 e 2006 no Estado do Paraná, além de 19 cepas de origem 
avícola. Dentre as cepas provenientes de surtos 16 diferentes sorovares foram 
identificados, sendo que Enteritidis foi o mais freqüentemente isolado, presente em 
174 amostras (82%), seguido por sete cepas de S. Infantis (3,3%), seis de S. 
Typhimurium (2,8%) e seis de S. Derby (2,8%). O perfil de suscetibilidade a aos 
antimicrobianos revelou que dentre as cepas epidêmicas, 95 (45%) apresentaram 
resistência ao ácido nalidíxico, uma (0,5%) à ampicilina e uma (0,5%) ao 
sulfametoxazol-trimetoprim. Todas as cepas foram suscetíveis à cefotaxima, 
cloranfenicol e ciprofloxacina. No período estudado, houve um aumento de 15% 
para 62,5% na resistência ao ácido nalidíxico e foi observada uma elevação no valor 
do MIC50 para ciprofloxacina nas cepas avaliadas. A concentração inibitória mínima 
de ciprofloxacina (CipMIC) foi maior para as cepas resistentes do que para as cepas 
sensíveis ao ácido nalidíxico. Adicionalmente, durante o período estudado, foi 
constatada uma tendência crescente no isolamento de cepas epidêmicas com 
suscetibilidade reduzida a ciprofloxacina (MIC> 0,125µg/mL). Na avaliação do perfil 
de resistência das cepas de origem avícola, 13 (68,4%) foram resistentes ao ácido 
nalidíxico. A ocorrência de mutações na Região Determinante de Resistência as 
Quinolonas (QRDR) do gene gyrA foi avaliada através da técnica de AS-PCR-RFLP 
nas 95 cepas de Salmonella spp. resistentes ao ácido nalidíxico envolvidas em 
surtos e 13 cepas de origem avícola. Os perfis de RFLP das cepas epidêmicas 
evidenciaram a presença de mutações nos códons Asp87 (63%) e Ser83 (37%). 
Dentre as cepas de origem avícola, 11 (84,6%) apresentaram mutações nos códons 
Asp87 (54,5%) ou Ser83 (45,5%) do gene gyrA. Em duas cepas avícolas de 
Salmonella fenotipicamente resistentes ao ácido nalidíxico e com suscetibilidade 
reduzida à ciprofloxacina, não foram identificadas quaisquer mutações no gene gyrA, 
sugerindo a ocorrência de outros mecanismos de resistência. Não foram 
identificadas duplas mutações no gene gyrA. A posição do ponto de mutação foi 
associada à variação dos níveis de resistência à ciprofloxacina. Cepas com mutação 
no códon 83 foram mais resistentes que aquelas com mutação no códon 87. Não foi 
observada mutação no códon Gly81 em nenhuma das cepas avaliadas. A elevada 
incidência de cepas de Salmonella resistentes ao ácido nalidíxico e com 
suscetibilidade reduzida à ciprofloxacina que apresentam mutações no gene gyrA 
observada no presente estudo alerta para o uso criterioso de fluoroquinolonas, 
evitando a emergência de cepas resistentes.   
 
 
Palavras-chave: Salmonella. Resistência antimicrobiana. Quinolonas. PCR-RFLP. 
Mutação.  



SOUZA, Roberta B. Antimicrobial susceptibility profile and Molecular 
Evaluationof the Quinolone Resistance in Salmonella strains from foodborne 
outbreak and poultry source isolated between 1999 – 2006 in Paraná State, 
Brazil. 2008. 85 f. Dissertation (Master’s Degree in Food Science) – Universidade 
Estadual de Londrina., Londrina, 2008. 
 
 

ABSTRACT 
 
 
The present study was carried out to evaluate the antimicrobial susceptibility of 19 
Salmonella strains from poultry and 212 Salmonella strains associated to foodborne 
outbreaks occurred in Parana State between 1999 and 2006.  A total of 16 different 
Salmonella serovars was identified among the epidemic isolates. Enteritidis was the 
most frequently serovar which was identified in 174 samples (82%) followed by S. 
Infantis (3,3%), S. Typhimurium (2,8%) and S. Derby (2,8%). Ninety five (45%) 
epidemic strains were nalidixic acid resistant, one (0,5%) was resistant to ampicillin 
and one (0,5%) to trimethoprim. All analyzed strains were susceptible to cefotaxim, 
chloramfenicol and ciprofloxacin. An increase in nalidixic acid resistance from 15.0% 
to 62.5% and in ciprofloxacin MIC50 values was observed during the period of study. 
The ciprofloxacin minimal inhibitory concentration (CipMIC) was higher for resistant 
nalidixic acid strains than for the susceptible ones. Also, an increase in isolation of 
epidemic Salmonella strains with reduced susceptibility (MIC> 0,125µg/mL) to 
ciprofloxacin was observed. Thirteen (68.4%) of the analyzed poultry strains were 
nalidixic acid resistant. Epidemic (n= 95) and poultry strains (n= 13) resistant to 
nalidixic acid were analyzed by AS-PCR-RFLP method in order to determine the 
presence of mutations in QRDR region of gyrA gene. RFLP patterns of epidemic 
strains showed mutations at codons Asp87 (63%) and Ser83 (37%). Among isolates 
of poultry, 11 (84.5%) showed mutations at codons Asp87 (54.5%) and Ser83 
(45.5%). Any mutations at the QRDR region of gyrA gene were detected in two 
strains resistant to nalidixic acid but other molecular resistance mechanisms could be 
involved. No double mutations were observed in the analyzed strains. The position 
point mutation was associated with different levels of ciprofloxacin resistance.  
Strains with Ser83 mutation showed higher resistance than strains with Asp87 
mutation. No mutations were observed in codon Gly81. The high prevalence of 
Salmonella strains resistant to nalidixic acid and mutation points in gene gyrA alerts 
for the rational use of fluoroquinolone in order to avoid emergence of resistance.  
 
 
Keywords: Salmonella. Antimicrobial resistance. Quinolone. PCR-RFLP. Mutation.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

As salmoneloses são reconhecidas como causa comum de doenças 

transmitidas por alimentos (DTA) (WHO, 2006). No Estado do Paraná, Brasil, entre 

1999 e 2006, 52 dos 399 municípios notificaram surtos de salmonelose e o sorovar 

Enteritidis foi responsável por 82% dos surtos. Gastroenterites causadas por 

Salmonella, geralmente, não requerem emprego de terapia antimicrobiana devido a 

sua natureza auto-limitante. Entretanto, em pacientes imunodeprimidos, idosos ou 

crianças, ou ainda em casos de salmoneloses graves ou sistêmicas, o uso de 

antimicrobianos é essencial (SAN MARTÍN et al., 2005, BUTAYE et al., 2006).   

Durante décadas, ampicilina, cloranfenicol e trimetoprim-

sulfametoxazol foram as drogas mais utilizadas para o tratamento de salmoneloses. 

Porém, a crescente resistência a estes agentes reduziram significativamente o uso 

na clínica médica e, consequentemente, as fluoroquinolonas (FQ) passaram a ser os 

principais antimicrobianos empregados (PIDDOCK, 1998; BUTAYE et al., 2006).  

A seleção de bactérias com resistência antimicrobiana intrínseca e 

ou com mecanismos adquiridos de resistência contribuem significativamente para o 

aumento de bactérias resistentes e, consequentemente, restringe as opções 

terapêuticas para o tratamento de infecções por Salmonella. Nesse contexto, o 

aumento na resistência ao ácido nalidíxico, uma quinolona de 1
a 

geração, representa 

um problema de saúde pública, considerando que pode estar relacionado à redução 

da suscetibilidade às fluoroquinolonas, como a ciprofloxacina (PIDDOCK, 2002, 

ESCRIBANO et al., 2004; SAN MARTÍN et al., 2005). A maior parte das infecções 

por Salmonella em humanos ocorre em decorrência da ingestão de alimentos de 

origem animal contaminados. Dessa forma, o emprego de agentes antimicrobianos 

em animais destinados à alimentação humana é, supostamente, a principal causa da 

emergência e distribuição de cepas de Salmonella resistentes (ÂNGULO et al., 1999; 

HOPKINS et al., 2005; GIRAUD et al., 2006).   

Os mecanismos de resistência às quinolonas frequentemente 

descritos são mutações nos genes que codificam enzimas, hiperexpressão das 

bombas de efluxo e alterações nas porinas da membrana externa (PIDDOCK et al., 

1998; HOOPER et al., 1999; SAN-MARTÍN et al., 2005). Recentemente, foi 

demonstrada a possibilidade de resistência a este antimicrobiano devido à aquisição 
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do gene qnr, via plasmídio, que codifica uma proteína que protege a DNA-girase da 

ação das quinolonas (GAY et al., 2006; TRAN; JACOBY, 2002).  

O conhecimento do perfil de suscetibilidade antimicrobiana e dos 

mecanismos envolvidos na resistência às fluroquinolonas em Salmonella spp. pode 

auxiliar na escolha do tratamento adequado, evitando a emergência de cepas 

resistentes, além de contribuir com estudos epidemiológicos. Pelo exposto, o 

objetivo do presente estudo foi avaliar o perfil de suscetibilidade antimicrobiana em 

cepas de Salmonella spp. epidêmicas e de origem avícola, isoladas entre 1999 e 

2006 no Estado Paraná. Adicionalmente, visou investigar a ocorrência de mutações 

na Região Determinante de Resistência às Quinolonas (QRDR), relacionadas à 

resistência às fluoroquinolonas.   
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2 OBJETIVOS  

 

 

 Avaliar o perfil de suscetibilidade antimicrobiana em cepas de 

Salmonella spp. epidêmicas e de origem avícola isoladas 

entre 1999 e 2006 no Estado do Paraná;  

 Avaliar a ocorrência de mutações na Região Determinante de 

Resistência às Quinolonas (QRDR) do gene gyrA 

relacionadas a resistência a estes antimicrobianos, 

empregando a técnica de AS-PCR-RFLP.  
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3 REVISÃO DE LITERATURA 
 

 

A Revisão de literatura será apresentada na forma de duas revisões 

que serão submetidas à publicação em revistas científicas: 

 

Parte I - Epidemiologia, Incidência e Distribuição de Salmonella spp. 

Periódico: Revista Biosaúde, Centro de Ciências Biológicas, Departamento de 

Ciências Patológicas 

 

Parte II - Mecanismos de Resistência à Fluoroquinolonas em Salmonella spp. 

Periódico: SEMINA - Ciências Agrárias 
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3.1 Epidemiologia, Incidência e Distribuição de Salmonella spp. 
 
 

Roberta Barreiros de Souza1 
Marciane Magnani1 

Tereza Cristina R. M. de Oliveira1 

 

Resumo 
 
Nos últimos anos, dados epidemiológicos vêm demonstrando considerável aumento 
na freqüência de cepas de Salmonella spp. envolvidas em surtos de toxinfecções 
alimentares. Atualmente, Salmonella é o principal agente etiológico de doenças 
veiculadas por alimentos (DTA). Os alimentos frequentemente envolvidos em surtos 
de salmonelose são produtos de origem avícola. Segundo dados recentes da União 
Brasileira de Avicultura, o Estado do Paraná é  
o maior produtor nacional de carne de frango. Entre 1999 e 2006, 55 dos 399 
municípios paranaenses notificaram surtos de salmonelose e o sorovar Enteritidis foi 
responsável por 82% dos surtos. Considerando a produção de carne de frango e 
derivados no Paraná e sua contribuição no mercado brasileiro esta revisão teve 
como objetivo apresentar dados relativos à epidemiologia, incidência e distribuição 
de Salmonella spp.  

 
Palavras-chave: Salmonella. Salmonelose. Doenças transmitidas por alimentos 
(DTA). Epidemiologia. 
 
 
INTRODUÇÃO  

 

As salmoneloses são reconhecidas como causa comum de doenças 

transmitidas por alimentos (DTA) e representam um grave problema de saúde 

pública (WHO, 2006). Salmonella spp. é amplamente distribuída na natureza e 

coloniza uma variedade de animais, como mamíferos, anfíbios, répteis, aves e 

insetos. S. Typhi e S. Paratyphi são patógenos especificamente humanos, não 

possuem reservatório animal e podem causar infecções sistêmicas graves. Os 

demais sorovares causam as chamadas salmoneloses não-tifóides que podem 

atingir humanos e animais (BUTAYE et al., 2006; FORSHELL; WIERUP, 2006). 

Geralmente, as infecções devido a Salmonella spp. resultam em gastroenterites 

auto-limitadas que incluem sintomas como dores abdominais, náuseas, vômito, 

diarréia, febre moderada e dores de cabeça, tratadas apenas nos casos de  

__________________ 
1 Universidade Estadual de Londrina, Centro de Ciências Agrárias, Departamento de Ciência e 
Tecnologia de Alimentos.  
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pacientes imunodeprimidos, neonatais e idosos, ou pacientes com febre entérica  e 

bacteremia (SALYERS; WHITT, 1994; GALES et al., 2002; HOPKINS et al., 2005).  

Embora as salmoneloses ocorram frequentemente em humanos, a 

transmissão direta de pessoa a pessoa não é comum, sendo a maior parte das 

infecções associadas ao consumo de alimentos contaminados (SALYERS; WHITT, 

1994; GALES et al., 2002; TÉO; OLIVEIRA, 2005).  

Alimentos de origem animal são os veículos mais freqüentes de 

transmissão de Salmonella spp., especialmente os produtos avícolas (RIBEIRO et 

al., 2007). O primeiro caso de salmonelose em humanos foi relatado em 1880 e 

predominavam os casos de infecções por S. Typhi. As medidas de prevenção e 

controle para este patógeno alteraram esse quadro e, desde 1940 tem-se registrado 

um aumento progressivo no isolamento de Salmonella não-específica em humanos e 

animais, particularmente S. Typhimurium e mais recentemente, S. Enteritidis 

(FORSHELL; WIERUP, 2006).  

Em 1993, no Brasil, Salmonella Enteritidis emergiu como um grande 

problema avícola e de saúde pública. Estudos epidemiológicos sugerem a entrada 

deste sorovar no país provavelmente no final da década de 80, via importação de 

material genético avícola contaminado (SILVA; DUARTE, 2002).  

No Paraná, dados da Secretaria da Saúde do Estado (2007) 

relativos à ocorrência de DTAs no período de 1978 a 2000 apontam Salmonella spp. 

como o segundo agente etiológico de maior prevalência, superada apenas por 

intoxicação estafilocócica (AMSON et. al, 2006, Secretaria do Estado do Paraná, 

2007). O número de casos de salmonelose no Estado aumentou significativamente 

nos últimos anos. Em 1993, 7,1% dos surtos de toxinfecção alimentar foram 

causados por Salmonella spp. e 34% por Staphylococcus aureus. Já em 1995, a 

salmonelose foi a principal DTA notificada no Paraná e, em 1998, 57,1% dos surtos 

confirmados laboratorialmente foram causados por Salmonella spp. e 31,2% por 

cepas enterotoxigênicas de S. aureus (NEGRETE, 2004). Nos surtos ocorridos entre 

1999 e 2006, o sorovar Enteritidis foi o predominante, tanto nas amostras de 

pacientes (74,8%) quanto nos alimentos envolvidos em surtos (80%) (informações 

pessoais de Luciana Kottwitz).  

Considerando a importância de Salmonella spp. como principal 

agente etiológico de DTA no Estado do Paraná desde a década de 90, o objetivo 
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desta revisão foi apresentar dados epidemiológicos de casos e surtos de 

salmonelose ocorridos em diversos países.   

 

 

EPIDEMIOLOGIA DA SALMONELOSE E O GÊNERO Salmonella  

 

O gênero Salmonella pertence à Família Enterobacteriaceae e 

compreende bacilos Gram-negativos, não produtores de esporos, anaeróbios 

facultativos, produtores de gás a partir da glicose, exceto S. Typhi, e capazes de 

utilizar o citrato como única fonte de carbono. A maioria dos sorovares é móvel, com 

exceção de Salmonella Pullorum e Gallinarum, devido à presença de flagelos 

peritriquiais (CORTEZ et al., 2006).   

A denominação do gênero Salmonella sofreu algumas modificações 

e a nomenclatura mais aceita atualmente divide o gênero em duas espécies, S. 

enterica e S. bongori, com mais de 2500 sorovares (Tabela 1) (POPOFF; LE 

MINOR, 2001).  

 

 

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

 
Fonte: Popoff (2001). 

 

 

Os sorovares são bioquimicamente relacionados, diferenciando-se 

as subespécies entre si pela combinação de seus antígenos somáticos ( O ) e 
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flagelar ( H ). A classificação em espécies e subespécies reflete a atual relação 

filogenética entre os sorovares de Salmonella, com a análise da evolução do gênero 

revelando uma origem monofilética, na qual esta bactéria teria um ancestral comum, 

relativamente próximo a outras enterobactérias, como Escherichia coli. Assim, S. 

enterica e E. coli teriam divergido de um mesmo ancestral há 140 milhões de anos, 

por volta do período da origem dos mamíferos. A E. coli teria evoluído como um 

organismo comensal de aves e mamíferos, enquanto S. enterica como um patógeno 

intracelular facultativo, colonizando aves, répteis e mamíferos, com alguns sorovares 

apresentando acentuada especificidade com determinados hospedeiros, como por 

exemplo, S. Typhi e S. Gallinarum (NASCIMENTO; SANTOS, 2002).  

Salmonella spp. é amplamente distribuída na natureza e coloniza 

uma variedade de animais, como mamíferos, anfíbios, répteis, aves e insetos. S. 

Typhi e S. Paratyphi são patógenos especificamente humanos, não possuem 

reservatório animal e podem causar infecções sistêmicas graves. Os demais 

sorovares causam as chamadas salmoneloses não-tifóides que podem atingir 

humanos e animais (BUTAYE et al., 2006; FORSHELL; WIERUP, 2006).  

Alimentos de origem animal são elementos importantes na cadeia 

alimentar humana, entretanto, podem representar fonte de patógenos causadores de 

toxinfecções alimentares, como Salmonella, especialmente os produtos avícolas, 

reconhecidos como veículos freqüentes de transmissão desse microrganismo 

(RIBEIRO et al., 2007).   

As infecções por Salmonella são responsáveis por uma variedade de 

doenças agudas e crônicas em plantéis avícolas, sendo clinicamente classificadas 

em três enfermidades: pulorose, causada por S. Pullorum, tifo aviário, causada por S. 

Gallinarum e infecções paratíficas, reconhecidas por sua capacidade de produzir 

casos de toxinfecções em humanos e sem preferência por um hospedeiro em 

especial (NASCIMENTO; SANTOS, 2002).  

As salmoneloses aviárias causadas por S. Enteritidis estão incluídas 

no grupo chamado, em patologia aviária, de salmonelose paratífica. Acomete 

principalmente aves jovens, até 2 semanas de idade, enquanto as mais velhas 

tornam-se, em geral, portadoras intestinais assintomáticas por longos períodos 

(NASCIMENTO; SANTOS, 2002). S. Enteritidis, S. Typhimurium e S. Heidelberg 

podem ocasionalmente infectar os ovários, oviduto e conteúdo dos ovos e, 

consequentemente, serem transmitidas verticalmente à progênie (HUMPHREY, 
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1994; DESMIDT et al., 1997; POPPE, 1999). Segundo Berchieri et al. (1987), S. 

Enteritidis não persiste por muitas semanas no organismo das aves, sugerindo que a 

transmissão vertical ocorre quando as aves em postura têm infecção recente. Há 

também a possibilidade de os ovos se tornarem contaminados após a formação da 

casca pelo contato com fezes contaminadas na cloaca ou no ambiente, em ninhos, 

galpões de matrizes, caminhões ou no incubatório, caracterizando a transmissão 

horizontal do microrganismo entre as aves (MCILROY et al., 1989).   

O primeiro caso de salmonelose em humanos foi relatado em 1880 e 

predominavam os casos de infecções por S. Typhi. As medidas de prevenção e 

controle para este patógeno alteraram esse quadro e, desde 1940 tem-se registrado 

um aumento progressivo no isolamento de Salmonella não-específica em humanos e 

animais, particularmente S. Typhimurium e mais recentemente, S. Enteritidis, 

atualmente o sorovar mais isolado em toxinfecções alimentares (FORSHELL; 

WIERUP, 2006).  

Em 1993, no Brasil, Salmonella Enteritidis emergiu como um grande 

problema avícola e de saúde pública. Estudos epidemiológicos sugerem a entrada 

deste sorovar no país via importação de material genético avícola contaminado, 

provavelmente no final da década de 80 (SILVA; DUARTE, 2002).  

Embora as salmoneloses ocorram frequentemente em humanos, a 

transmissão direta de pessoa a pessoa não é comum, sendo a maior parte das 

infecções associadas ao consumo de alimentos contaminados (SALYERS; WHITT, 

1994; GALES et al., 2002; TÉO; OLIVEIRA, 2005). A incidência de salmonelose 

causada pelo sorovar Enteritidis vem aumentando progressivamente, sendo os ovos 

crus ou mal cozidos, e produtos com este ingrediente os principais alimentos 

envolvidos em surtos (NUNES et al., 2003; NYGARD et al., 2004; ADESIYUN et al., 

2006; SURESH et al., 2006). Patrick et al. (2004) alertaram para a importância da 

casca do ovo como um fator de risco para contaminação de alimentos por 

Salmonella, destacando a relevância da manipulação inadequada como possível 

fator de contaminação cruzada.  

Procedimentos inadequados de manipulação contribuem para a 

disseminação de Salmonella no ambiente de preparo de alimentos, devido sua 

capacidade de aderir a superfícies, como teflon, aço inoxidável e vidro, pela 

formação de biofilmes em resposta a estresse de disponibilidade de nutrientes e 

água (AUSTIN et al., 1998; MATTICK et al., 2000). S. Enteritidis exibe resistência 
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térmica aumentada, dificultando sua remoção difícil quando aderida a estes 

materiais (DOYLE; MAZZOTTA, 2000).   

 

 

INCIDÊNCIA E DISTRIBUIÇÃO DA SALMONELOSE  

 

Nos Estados Unidos, tal como em diversos outros países, a febre 

tifóide que foi extremamente comum no início do século 20, praticamente 

desapareceu. Entretanto, novos patógenos veiculados por alimentos têm emergido, 

entre os quais Salmonella não-tifóide que aumentou expressivamente após a II 

Guerra Mundial (TAUXE, 1997).  

O relatório da Organização Mundial da Saúde (WHO, 2006) revelou 

que, em diversos países, os sorovares de Salmonella mais encontrados em fontes 

humanas são Enteritidis, Typhimurium, Newport, Heigelberg e Virchow (SCHLUNDT, 

2002; WHO, 2006). A distribuição entre anos de 2000 e 2004 do Banco de Dados do 

WHO Global Salm-Surv, que reúne as informações de mais de 200 países dos cinco 

continentes é a seguinte: 61% Enteritidis, 18% Typhimurium, 2% Newport, 2% 

Heigelberg e 2% Virchow e 15% outros sorovares (WHO, 2006).  

No início dos anos 90, S. Typhimurium espalhou-se rapidamente em 

muitos países Europeus e América do Norte. O aumento da incidência deste sorovar 

em humanos se deve, sobretudo, aos sistemas de produção de gado, e mais 

tardiamente, a suinocultura (CDC, 1997). Em meados dos anos 90, S. Typhimurium 

tornou-se o principal causador de infecções humanas e ganhou importância devido 

ao surgimento de cepas multi-resistentes a agentes antimicrobianos (HELMS et al., 

2005). Atualmente, S. Enteritidis é um dos sorovares de maior prevalência entre os 

casos humanos de salmoneloses não-tifoide relatados em todo o mundo, 

principalmente em países desenvolvidos (RABSCH et al., 2001; PATRICK et al., 

2004; WHO, 2006).  

S. Enteritidis surgiu nos EUA no final da década de 80, como 

importante causa de infecções humanas e o número de surtos relativos a este 

sorovar tem aumentado progressivamente (PATRICK et al., 2004; BUTAYE et al., 

2006; CDC, 2006). Em 1976, a incidência de S. Enteritidis representava apenas 5% 

do total de isolados, aumentando para 10% em 1985 com taxa de 2,4/ 100.000 

habitantes e chegando a 36% em 1996 (PATRICK et al., 2004; CDC, 2000).  



22 
 

Galanis et al. (2006) descreveram a distribuição global de sorovares 

de Salmonella isolados de fontes humanas e não-humanas no período de 2000 a 

2002, e relataram S enterica sorovar Enteritidis como o mais comum entre isolados 

humanos (65%), seguido por S. Typhimurium (12%) e S. Newport (4%). Entre os 

isolados de fontes não-humanas no ano de 2002, S. Typhimurium foi o mais 

comumente reportado (17%), seguido por S. Heidelberg (11%) e S. Enteritidis (9%). 

Durante este período, a distribuição dos sorovares não-humanos foi mais 

homogênea do que a dos humanos.  

Aproximadamente 40.000 a 50.000 casos de salmoneloses não-

tifoidal são reportados a cada ano ao Centro de Controle e Prevenção de Doenças 

(CDC) nos Estados Unidos (EUA). Estes números refletem uma subestimativa da 

magnitude do problema, por que muitos pacientes não procuram o hospital devido à 

natureza auto-limitante da doença (RABSCH et al. 2001). Apenas nos EUA, estima-

se que ocorram cerca de 1,4 milhões de novos casos por ano devido a infecções por 

Salmonella não-tifoide, resultando em 15.000 hospitalizações e 400 mortes (YAN et 

al., 2003; GALANIS et al., 2006; FORSHELL; WIERUP, 2006; SURESH et al., 2006; 

WHO, 2006).  

Segundo o Relatório Anual do Sistema Nacional de Vigilância de 

Salmonella (CDC, 2006), os sorovares mais isolados nos EUA no ano de 2005 

foram, respectivamente, Typhimurium, Enteritidis, Newport e Heidelberg, sendo que 

Salmonella Typhimurium vem apresentando maior prevalência desde 1970 entre 

isolados humanos. No entanto, dados do Programa de Infecções Emergentes que 

coleta informações em dez Estados americanos revela que dos 5.957 casos 

sorotipados de infecções por Salmonella no ano de 2006, o sorovar Typhimurium foi 

responsável por 1.157 casos (19%) e Enteritidis por 1.109 (19%). Embora a 

incidência global de Salmonella não tenha reduzido significativamente, a 

comparação com a base de dados dos anos de 1996 a 1998 demonstra redução na 

incidência de S. Typhimurium e aumento de S. Enteritidis, evidenciando uma possível 

alteração no perfil epidemiológico das salmoneloses nos EUA (CDC, 2007).  

Na Europa, os dados do WHO Surveillance Programme for Control 

of Disease in Europe, que inclui 50 países, revelaram que desde 1985 vem sendo 

observado um aumento geral na incidência de salmoneloses, alcançando o máximo 

entre os anos de 1990 e 1992 (SCHLUNDT, 2004).  
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De acordo com Galanis et al. (2006), S. Enteritidis correspodeu a 

79% das cepas isoladas em países europeus no ano de 2002, seguido por S. 

Typhimurium, com S. Hadar, S. Virchow e S. Infantis se alternando na terceira 

posição. Esta tendência se manteve nos anos seguintes, onde o sorovar Enteritidis 

foi o sorovar mais frequentemente isolado na Europa entre os anos de 2000 e 2004 

(WHO, 2006).  

Na Alemanha, S. Enteritidis tornou-se o sorovar mais isolado no ano 

de 1986 e a maior incidência de infecções humanas foi reportada em 1992, com 

74% de prevalência entre as cepas de Salmonella isoladas pelo Instituto Robert 

Koch. Em 1993, a determinação para refrigeração dos ovos com mais de 18 dias de 

prateleira resultou em uma redução na incidência de infecções por S. Enteritidis, 

porém, o sorovar continua sendo o mais frequentemente isolado no país (RABSCH 

et al., 2001).  

Na Itália, o isolamento de S. Enteriditis começou a aumentar 

gradualmente a partir da década de 90, em paralelo com o avanço em toda a Europa 

(NASTASI et. al, 2000). Durante o período de 1982 a 1992, o isolamento de S. 

Enteritidis aumentou de 2,4 para 57,1% em humanos e de 0,5 para 22,8% em 

alimentos (FANTASIA; FILETICI, 1994).  

Similarmente, o número de infecções humanas causadas por S. 

Enteritidis na Inglaterra e País de Gales aumentou expressivamente entre os anos 

de 1.983 a 1988, o que foi considerado por alguns pesquisadores como o início da 

pandemia deste sorovar (RABSCH et al., 2001). A partir do ano de 1997 foi constada 

uma redução gradual nos casos de salmonelose reportados ao Laboratório de 

Saúde Pública Inglês, entretanto, o número de isolamentos de S. Enteritidis continua 

alto. Em 2002, aproximadamente 65% do total de casos notificados corresponderam 

a este sorovar (PHLS, 2004).  

No continente Asiático, de 2000 a 2002, Japão, Coréia e Tailândia 

reportaram S. Enteritidis como sendo o sorovar mais comumente diagnosticado em 

humanos. Em 2002, representou 38% dos isolados em humanos, mas apenas 7% 

em fontes não-humanas, sendo S. Anatum o sorovar mais frequente nestas fontes 

(GALANIS et al., 2006).  

Na África em 2002, S. Enteritidis e S. Typhimurium foram 

responsáveis por aproximadamente 25% dos isolados humanos cada sorovar. Entre 
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as fontes não humanas, S. Anatum e S. Enterititdis apresentaram as maiores 

proporções (GALANIS et al., 2006).  

Neste contexto, na América Latina e no Caribe entre o ano 2000 e 

2002, S. Enteritidis foi o sorovar de maior incidência entre isolados de fonte humana 

e não humana. Outros sorovares, como Typhi, Typhimurium, Montevideo e Paratyphi 

B também foram observados entre isolados humanos e Typhimurium, Senftenberg, 

Mbandaka e Agona, entre não humanos (GALANIS et al., 2006).  

Na Colômbia, entre 1997 e 2004, o sistema de vigilância 

epidemiológica isolou 60 sorovares de Salmonella spp. Dentre os 1.531 isolados, 

32% foram Typhimurium, 30% Enteritidis, 6% Typhi e 32% estavam distribuídos em 

outros sorovares (CDC, 2006).  

No Uruguai vem sendo observado um aumento na incidência das 

DTA desde 1993, principalmente devido ao número crescente de casos de 

salmonelose.  Entre 1995 e 2001 foram registrados 124 surtos de origem bacteriana, 

sendo Salmonella spp. responsável por 57% dos casos e o sorovar Enteritidis o de 

maior prevalência (89,4%), seguido por Typhimurium (4,3%) (PAHO, 2001).  

No Brasil, o perfil epidemiológico das doenças transmitidas por 

alimentos é pouco conhecido, por que apenas alguns Estados dispõem de 

Programas de Vigilância, estatísticas e levantamento de dados sobre os surtos 

(AMSON et al., 2006).  

No Estado de São Paulo, surtos de DTA causados por S. Enteritidis 

sofreram crescente aumento a partir de 1993 e, em 1995, este sorovar passou a ser 

o de maior prevalência, com 64,9% dos isolamentos de material biológico de origem 

humana e 40,6% de outras origens (PERESI et al., 1998). No período de 1996 e 

2003, S. Enteritidis foi identificada em 67,4% dos isolados de fonte humana, seguido 

por S. Typhimurium (5,2%) (FERNANDES et. al, 2006).   

Sob o mesmo aspecto, Nadvorny et. al (2004) relataram que desde 

1993 o índice de notificação de salmonelose vem aumentando entre os surtos de 

DTA no Rio Grande do Sul, sendo Salmonella spp. o agente prevalente no ano de 

2000. Os alimentos envolvidos nestes surtos tiveram origem na cadeia avícola, 

sendo principalmente a manipulação inadequada e o uso de matéria-prima sem 

inspeção os fatores determinantes predominantes.  

No Paraná, dados da Secretaria da Saúde do Estado (2007) 

relativos à ocorrência de DTAs no período de 1978 a 2000 apontam Salmonella spp. 
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como o segundo agente etiológico de maior prevalência, superada apenas por 

intoxicação estafolocócica (AMSON et. al, 2006, Secretaria do Estado do Paraná, 

2007). O número de casos de salmonelose no Estado aumentou significativamente 

nos últimos anos. Em 1993, 7,1% dos surtos de toxinfecção alimentar foram 

causados por Salmonella spp. e 34% por Staphylococcus aureus. Já em 1995, a 

salmonelose foi a principal DTA notificada no Paraná e, em 1998, 57,1% dos surtos 

confirmados laboratorialmente foram causados pelo agente, contra 31,2% por cepas 

enterotoxigênicas de S. aureus (NEGRETE, 2004). Nos surtos ocorridos entre 1999 

e 2006, o sorovar Enteritidis foi o predominante, tanto nas amostras de pacientes 

(74,8%) quanto nos alimentos envolvidos em surtos (80%) (informações pessoais de 

Luciana Kottwitz).  
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3.2 MUTAÇÕES NO GENE GYRA COMO MECANISMO DE RESISTÊNCIA DE Salmonella spp. 

ÀS FLUOROQUINOLONAS 

 

Roberta Barreiros de Souza1 
Marciane Magnani1 

Tereza Cristina R. M. de Oliveira1 

 

Resumo 

 

Nos últimos anos, dados epidemiológicos vêm demonstrando considerável aumento 
na freqüência de Salmonella spp. envolvida em surtos de toxinfecções alimentares, 
sendo atualmente considerado o principal agente etiológico em doenças veiculadas 
por alimentos. Adicionalmente, a emergência de cepas de Salmonella spp 
resistentes às fluoroquinolonas representa um problema de saúde publica, pois se 
trata do tratamento de escolha em salmoneloses graves ou sistêmicas. Diversos 
mecanismos podem estar envolvidos na resistência estes antimicrobianos em 
Salmonella spp., porém, o principal é ocorrência de mutações na Região 
Determinante de Resistência as Quinolonas (QRDR) do gene gyrA. Esta revisão de 
literatura teve como objetivo apresentar os principais mecanismos envolvidos na 
resistência a quinolonas.  
 
Palavras chave: Salmonella spp. Epidemiologia. Antimicrobianos. Resistência as 
quinolonas. Mutações. 
 
 
INTRODUÇÃO 

 

As salmoneloses são reconhecidas como causa comum de doenças 

transmitidas por alimentos (DTA) e representam um grave problema de saúde 

pública (WHO, 2006). Geralmente, as infecções devido a Salmonella spp. resultam 

em gastroenterites auto-limitadas que incluem sintomas como dores abdominais, 

náuseas, vômito, diarréia, febre moderada e dores de cabeça. O tratamento é 

necessário apenas nos casos de pacientes imunodeprimidos, neonatais e idosos, ou 

nos pacientes com febre entérica e bacteremia (SALYERS; WHITT, 1994; GALES et 

al., 2002; HOPKINS et al., 2005).  

Durante décadas, ampicilina, cloranfenicol e trimetoprim-

sulfametoxazol foram as drogas mais utilizadas para o tratamento de salmoneloses 

graves. Porém, conforme dados da literatura, o aumento na resistência a estes  

__________________ 
1 Universidade Estadual de Londrina, Centro de Ciências Agrárias, Departamento de Ciência e 
Tecnologia de Alimentos.  
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agentes reduziram significativamente seu uso na clínica médica. 

Consequentemente, as fluoroquinolonas (FQ) passaram a ser os principais 

antimicrobianos empregados para o tratamento de infecções humanas e na 

produção animal para o tratamento e prevenção de doenças e como promotores de 

crescimento (BUTAYE et al., 2006; PIDDOCK, 1998). O aumento da resistência a 

quinolonas de 1a geração, como o ácido nalidíxico, é preocupante, considerando 

que este fato pode estar relacionado à redução da suscetibilidade às 

fluoroquinolonas, como a ciprofloxacina, e ao possível surgimento de resistência a 

estes antimicrobianos (HOOPER, 2001).   

A atividade antimicrobiana das FQ baseia-se na inibição da atividade 

de enzimas essenciais à replicação e transcrição do DNA bacteriano e os 

mecanismos de resistência bacteriana a esta classe de antimicrobianos geralmente 

envolvem mutações nos genes que codificam a enzima DNA-girase, alvo primário da 

ação destes antimicrobianos em Salmonella. Outros mecanismos envolvidos na 

resistência às fluoroquinolonas incluem hiperexpressão das bombas de efluxo e ou 

alteração nas porinas da membrana externa (PIDDOCK, 1998; SOTO et al., 2003; 

SAN-MARTÍN et al., 2005). Recentemente, foi demonstrada também a possibilidade 

de resistência devido à aquisição do gene qnr, via plasmídio, que codifica uma 

proteína denominada Qnr que confere proteção à ação das fluoroquinolonas (GAY et 

al., 2006; TRAN; JACOBY, 2002).  

O uso contínuo de fluoroquinolonas na medicina humana e 

veterinária pode contribuir para o aumento da prevalência de microrganismos 

resistentes e representa um grave problema de saúde pública, devido a seleção de 

bactérias com resistência antimicrobiana intrínseca e a posterior aquisição de 

mecanismos adicionais de resistência (GALES et al., 2002; PIDDOCK, 2002, ESAKI 

et al., 2004; ESCRIBANO et al., 2004; SAN MARTÍN et al., 2005).   

Em geral, as infecções por Salmonella resistentes a antimicrobianos 

são adquiridas através da ingestão de alimentos contaminados de origem animal 

(ÂNGULO et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2005). Assim, a seleção de isolados 

resistentes devido ao uso não terapêutico de antimicrobianos na medicina 

veterinária tem conseqüências para a saúde publica, com implicações no tratamento 

e na prevenção de doenças infecciosas em humanos e animais (SMITH et al., 2002; 

CARRAMINÃNA et al., 2004; BUTAYE et al., 2006).   
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Considerando a importância da emergência de cepas com 

suscetibilidade reduzida à ciprofloxacina, principalmente devido à interferência na 

resposta ao tratamento clínico, foi realizada uma revisão sobre a resistência as 

fluoroquinolonas no gênero Salmonella spp. com ênfase nas mutações no gene 

gyrA.  

 

 

RESISTÊNCIA A ANTIMICROBIANOS  

 

Devido à natureza auto-limitante da salmonelose, geralmente, o 

emprego de terapia antimicrobiana não é requerida nos casos de diarréias agudas. 

Entretanto, o uso de antimicrobianos é essencial em paciente imunodeprimidos, 

idosos ou crianças, ou ainda em casos de bacteremia, meningite ou outras infecções 

extra-intestinais por Salmonella (SAN MARTÍN et al., 2005; BUTAYE et al., 2006).  

Estudos conduzidos pelo Center of Disease Control (CDC), em 1995, 

constataram que cerca de 40% dos pacientes com infecção por Salmonella que 

procuram os hospitais são tratados com agentes antimicrobianos. Durante anos, 

ampicilina, sulfametoxazol-trimetoprim e cloranfenicol foram drogas de escolha no 

tratamento de infecções graves por Salmonella. No entanto, taxas crescentes de 

resistência a estes agentes reduziram significativamente o uso na clínica médica e, 

consequentemente, fluoroquinolonas e cefalosporinas de amplo espectro passaram 

a ser administradas nestes casos. Porém, a seleção gradativa de isolados de 

Salmonella resistentes a essas duas classes de antimicrobianos consiste em um 

importante problema de saúde pública, com implicações no tratamento e prevenção 

de doenças infecciosas em humanos e animais (CARRAMINÃNA et al., 2004; 

BUTAYE et al., 2006).   

Agentes antimicrobianos têm sido empregados na medicina 

veterinária para o tratamento e profilaxia de doenças, bem como na produção 

animal, como promotores de crescimento (OLIVEIRA et al., 2005). Entretanto, a 

utilização não-terapêutica de antimicrobianos em animais de produção pode 

favorecer a seleção de cepas resistentes que serão trasmitidas via cadeia alimentar 

(THRELFALL et al., 2000). Devido ao fato dos alimentos de origem animal 

contaminados representar a principal fonte de transmissão de Salmonella, o 

emprego de agentes antimicrobianos em animais destinados à alimentação humana 



35 
 

é, supostamente, a principal causa da emergência e distribuição de cepas de 

Salmonella resistentes (ÂNGULO et al., 1999; SILVA; DUARTE, 2002).  

A ocorrência de cepas resistentes pode causar falência no 

tratamento clínico, limitando as opções terapêuticas tanto na medicina veterinária 

como humana, quando há necessidade de tratamento (WITTE, 1998; ANGULO et 

al., 2000). Adicionalmente, a ocorrência de coinfecção com HIV pode resultar em 

rápida progressão da doença e causar efeito multiplicador na disseminação do 

patógeno resistente ao restante da população (WHO, 2007).  

A administração desnecessária de antimicrobianos em casos de 

gastroenterites humanas auto-limitantes tem sido considerado um fator também que 

contribue para a disseminação de resistência (SMITH et al., 2002).   

A utilização de antimicrobianos nas rações com o intuito de prevenir 

doenças e aumentar o ganho de peso tornou-se uma prática comum na avicultura e 

contribuiu para o agravamento do problema (TESSI et al., 1997). Aves poedeiras e 

de corte representam a principal fonte de Salmonella resistentes a agentes 

antimicrobianos. Embora o Brasil seja o segundo produtor mundial e o maior 

exportador de carne de frango, existem poucos estudos a respeito da resistência 

antimicrobiana de isolados de Salmonella no país (UNIÃO BRASILEIRA DE 

AVICULTURA, 2006).   

A vigilância da resistência antimicrobiana é essencial para 

disponibilizar informações sobre sua magnitude e tendências, e para monitorar o 

efeito das intervenções, pois a prevalência de resistência pode variar nas diferentes 

regiões ou épocas (WHO, 2001).   

No Brasil, Fernandes et al. (2003) avaliaram o perfil de 

suscetibilidade de cepas de S. Enteritidis enviadas ao Laboratório Central de Saúde 

Pública, Laboratório de Patologia Animal e Laboratório de Microbiologia de 

Alimentos da Universidade de São Paulo, durante 1975 e 1995, e relataram que 

67,7% das cepas foram susceptíveis a ceftazidina, cefoperazone e ciprofloxacina e, 

mais de 90% à ampicilina, cloranfenicol, cefalotina, gentamicina, ácido nalidíxico e 

trimetoprim-sulfametoxazol.  

Outro estudo brasileiro, realizado em 2000, com 1005 amostras de S. 

Enteritidis enviadas à Fundação Instituto Oswaldo Cruz (Fiocruz), Estado do Rio de 

Janeiro, mostrou que 63,9% das cepas eram suscetíveis à ampicilina, cefalotina, 

ciprofloxacina, ceftriaxona, gentamicina, ácido nalidíxico, notrofurantoína e 
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trimetoprim-sulfametoxazol. A resistência ao ácido nalidíxico foi constatada em 

13,2% e à nitrofurantina em 10,5% das cepas (RODRIGUES, 2001).  

Em recente pesquisa, 22 cepas de S. Hadar isoladas de carcaças de 

frango no Rio Grande do Sul apresentaram 100% de resistência à estreptomicina, 

tetraciclina e sulfametoxazil-trimetoprim. Além disso, 86,36% apresentaram 

resistência ao ácido nalidíxico e 4,54% ao cloranfenicol. Em contrapartida, todas as 

cepas testadas foram sensíveis a ciprofloxacina, norfloxacina, gentamicina, 

polimixina B, ampicilina, canamicina, enrofloxacina (RIBEIRO et al., 2006).  

No Estado do Paraná, Delicato et al. (2004) estudaram 14 cepas de 

S. Enteritidis e verificaram que 50% foram sensíveis a todos os antimicrobianos 

testados e a 50% foram resistentes a um ou mais antimicrobianos testados. O maior 

percentual de resistência foi observado para ampicilina (85,7%). Os sorovares 

Newport, Infantis, Javiana e Brandenburg foram sensíveis a todos antimicrobianos 

testados. S. Glostrup foi resistente somente a gentamicina, entretanto, duas cepas 

do sorovar Typhimurium foram resistentes a 11 antimicrobianos. Todas as cepas 

testadas foram sensíveis a amicacina, pefloxacina, imipenen e ciprofloxacina.  

De acordo com Hooper (2001), as fluoroquinolonas (FQ), como 

ciprofloxacina, têm sido as drogas de escolha para o tratamento de infecções por 

Salmonella spp., porém, o aumento da resistência ao ácido nalidíxico, uma 

quinolona de primeira geração, é uma preocupação de saúde pública por estar 

relacionada com a redução na suscetibilidade a outros antimicrobianos desta classe, 

e a possibilidade de emergência de cepas resistentes.  

 
 

AS QUINOLONAS E SEU MECANISMO DE AÇÃO  

 

As quinolonas e fluoroquinolonas (FQ) representam uma classe de 

antimicrobianos sintéticos composta por drogas quimicamente semelhantes e 

altamente eficazes no tratamento de uma série de infecções, sobretudo de origem 

bacteriana (SADER, 1999; HOPKINS et al., 2005).  

O desenvolvimento das quinolonas teve início com a identificação do 

ácido nalidíxico por Lesher et al., em 1962, à partir de um subproduto da síntese da 

cloroquina, o 6-cloro-1-H-etil-4-oxoquinolona-3-ácido carboxílico. Devido sua 

atividade contra bactérias Gram-negativas aeróbias, o ácido nalidíxico foi uma boa 
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opção terapêutica para o tratamento de infecções urinárias nos anos 60. Entretanto, 

sua considerável ligação protéica e as modestas concentrações séricas e teciduais, 

somadas ao surgimento de resistência, restringiram sua indicação ao tratamento de 

infecções sistêmicas (BARLOW, 1963; SADER, 1999).   

Nos anos 70, outras quinolonas foram sintetizadas, como o ácido 

oxolínico e a cinoxacina. No entanto, apesar da atividade antimicrobiana 

discretamente superior à do ácido nalidíxico, tais compostos não tiveram grande 

significância. Em estudos realizados na mesma época no Japão, foi desenvolvido o 

ácido pipemídico, cujas modificações realizadas na estrutura molecular levaram à 

síntese, nos anos 80, de compostos do grupo das fluoroquinolonas ou quinolonas de 

2ª geração.  

A estrutura química geral das quinolonas (Figura 1) contém dois 

anéis quinolônicos, com um átomo de nitrogênio na posição1, um grupo carbonila na 

posição 4 e um grupo carboxila na posição 3. De acordo com a composição química 

desses anéis, as quinolonas se classificam em diferentes grupos.  

 

 

 
Figura 1 – Fórmula Estrutural das Quinolonas 
Fonte: SADER, 1999. 

 

 

A incorporação da molécula de flúor na posição 6 do anel 

quinolônico aumentou a afinidade de ligação específica e facilitou a penetração 

desses agentes na célula bacteriana, proporcionado um importante aumento na 

potência destes fármacos contra bactérias Gram-negativas, e ampliando o espectro 

de ação para as Gram-positivas. A primeira quinolona do grupo de fluoroquinolonas 

foi a norfloxacina, disponibilizada em 1986 (DOMAGALA et al., 1986; SADER, 1999).  
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Logo após a introdução da norfloxacina no mercado, surgiram outras 

fluoroquinolonas que, além serem potencialmente ativas e apresentarem amplo 

espectro de ação contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, mostraram alta 

absorção intestinal e excelente penetração na maioria dos órgãos e tecidos. Devido 

à diversidade de indicações clínicas, ciprofloxacina e ofloxacina têm sido os 

antimicrobianos mais amplamente utilizados nas últimas décadas (SADER, 1999; 

HOPKINS et al., 2005).   

As quinolonas comercialmente disponíveis no Brasil, possuem um 

átomo de flúor na posição 6 do duplo anel (fluoroquinolonas). Moxifloxacino e 

gatifloxacina incorporam ainda um radical metóxi na posição 8 e, por isso, tem sido 

denominadas C8-metóxi-quinolonas. Sua diferença está relacionada a ligação 

específica dentro da célula bacteriana (SADER, 1999).   

A Tabela 1 apresenta a classificação das quinolonas segundo 

Walker (1999).  

 

Tabela 1 –  Classificação das quinolonas de acordo com o 
espectro de ação, segundo Walker (1999). 

 
Fonte: Walker, 1999.  
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As fluoroquinolonas de segunda geração, como ciprofloxacina e 

ofloxacina, apresentam atividade contra a enzima DNA-girase de bactérias Gram-

negativas, no entanto, sua atividade sobre as enzimas topoisomerase IV é 

relativamente fraca. Dessa maneira, bactérias Gram-negativas, como Salmonella, 

podem tornar-se resistentes à ciprofloxacina devido a mutações nos genes que 

codificam a enzima para qual ela apresenta maior atividade, já que a ação 

antimicrobiana desta droga sobre o alvo secundário não é suficiente para inibir 

adequadamente a bactéria (DRLICA; ZHAO, 1997).  

Por outro lado, as fluoroquinolonas de quarta geração apresentam 

excelente atividade contra ambas enzimas, DNA-girase e topoisomerase IV, tanto 

em bactérias Gram-negativas quanto em Gram-positivas. Essa característica 

proporciona maior potência, além de dificultar a emergência de resistência ao 

antimicrobiano, uma vez que a atuação do antimicrobiano em qualquer uma das 

enzimas será suficiente para inibir o desenvolvimento bacteriano (HOOPER, 1998).  

As características peculiares apresentadas pelas fluoroquinolonas, 

associadas à relativa facilidade de incorporação de novos radicais ao anel 

quinolônico básico indicam a possibilidade do surgimento de muitos outros 

compostos dessa classe no futuro. No entanto, a manutenção do espectro de ação e 

da eficácia clínica das quinolonas e FQ, depende essencialmente do uso criterioso 

dos antimicrobianos dessa classe terapêutica (SADER, 1999).  

A ação antimicrobiana das fluoroquinolonas consiste 

fundamentalmente na inibição da replicação do DNA bacteriano. Esse processo tem 

início em uma seqüência específica do cromossomo, e prossegue em sentido 

bidirecional até que as fitas se encontrem no lado oposto da molécula ou se 

deparem com seqüências terminadoras. Diversas enzimas estão envolvidas na 

replicação do DNA bacteriano, entre elas a DNA-helicase que desenrola a dupla fita 

de DNA antes da atuação da DNA-polimerase, facilitando assim a progressão da 

replicação. No entanto, a ação combinada dessas enzimas resulta na formação de 

superespirais positivas no DNA em frente ao braço de replicação. Se esta 

superespiralização não for corrigida, pode impossibilitar a replicação (PIDOCCK, 

2002). Para solucionar os problemas topológicos do DNA, como a separação das 

fitas e a remoção da superespiralização positiva do DNA, enzimas chamadas 

topoisomerases agem tornando a replicação mais eficiente. (DRLICA; ZHAO, 1997; 

HOPKINS et al., 2005).  
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Em Salmonella spp., são encontradas quatro topoisomerases, 

classificadas em dois grupos de acordo com seu mecanismo de ação. As do Tipo I, 

representadas pelas topoisomerases I e III, e as do Tipo II, representada pela 

topoisomerases II, também denominada DNA-girase, e IV. A DNA-girase é composta 

por duas subunidades A (GyrA) e duas B (GyrB), codificadas pelos genes gyrA e 

gyrB, respectivamente. A topoisomerase IV, consiste em duas subunidades C (ParC) 

e duas E (ParE), codificadas pelos genes parC e parE, respectivamente. O alvo 

primário da ação de quinolonas em Gram-negativos é a DNA-girase, enquanto a 

topoisomerase IV é o alvo secundário (PIDDOCK, 1998; HOOPER, 1999; HOOPER, 

2001; PIDDOCK, 2002).  

A DNA-girase catalisa a introdução de giros super-helicoidais 

negativos no DNA circular covalentemente fechado dos cromossomos e dos 

plasmídios, no interior da célula bacteriana, auxiliando no processo de compactação 

do material genético bacteriano. Além disso, esta enzima também é responsável 

pela remoção de giros super-helicoidais positivos que se acumulam a frente da 

forquilha de replicação do DNA e interrompem o fluxo desse processo. Em relação à 

topoisomerase IV, sua principal função consiste na separação das moléculas-filhas 

de DNA interligadas (em cadeia) que são produtos da finalização de uma etapa do 

processo de replicação do DNA, a fim de permitir sua segregação em células-filhas 

(HOOPER, 2001). Desse modo, a DNA-girase e a topoisomerase IV desempenham 

funções distintas e essenciais na replicação bacteriana.  

O mecanismo de ação das quinolonas consiste na ligação específica 

do agente antimicrobiano ao complexo DNA-enzima, bloqueando sua atividade após 

a clivagem dos filamentos e antes do resselamento do DNA. Consequentemente 

forma-se uma barreira física que impedirá a progressão da forquilha de replicação 

(HOOPER, 1999; HOOPER, 2001). Pelo exposto, resume-se que a habilidade de 

penetração na bactéria, bem como de ligação à DNA girase, são processos 

determinantes no espectro de atividade das quinolonas.  
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MECANISMOS DE RESISTÊNCIA ÀS QUINOLONAS EM Salmonella: ENFÂSE EM MUTAÇÕES  

 

O uso difundido de quinolonas, desde sua descoberta, contribuiu 

para o crescente aumento da incidência de cepas resistentes e pode colocar em 

risco a utilização clínica destes antimicrobianos (TRAN; JACOBY, 2002).  

A resistência a fluoroquinolonas (FQ) ainda é relativamente incomum 

em Salmonella se comparada à freqüência em outros gêneros da família 

Enterobacteriaceae. Alguns pesquisadores sugerem esta situação como 

conseqüência de algum mecanismo de resistência a FQ diferenciado em 

Salmonellae que limita a emergência de cepas resistentes.  

Diversos estudos demonstraram que a resistência às quinolonas 

surgiu devido a mutações cromossômicas nos genes que codificam as enzimas 

DNA-girase e topoisomerase IV, que são os alvos da ação destes antimicrobianos 

(PIDDOCK, 1998; HAKANEN et al., 2005; HOPKINS et al., 2005; GIRAUD, et al., 

2006). Em Salmonella spp., tais mutações ocorrem em uma região específica do 

gene gyrA, entre os aminoácidos 67 e 106, denominada Região Determinante de 

Resistência à Quinolona (QRDR) (SOTO et al., 2003; SAN-MARTÍN et al., 2005; 

GIRAUD et al., 2006).  

Uma única mutação de ponto na região QRDR do gene gyrA podem 

ser suficientes para gerar altos níveis de resistência a quinolonas não-fluoradas, 

além de reduzir a suscetibilidade a fluoroquinolonas (Cip MIC> 0,125 µg/mL). No 

entanto, são necessárias mutações adicionais para que ocorra resistência a 

fluoroquinolonas, como ciprofloxacina, embora cepas com suscetibilidade reduzida 

possam levar à falência no tratamento clínico com estes antimicrobianos. Mutações 

no gene parC das topoisomerases IV ocorrem menos frequentemente e as mutações 

nos genes gyrB e parE tem sido consideradas raras em Salmonellae (GIRAUD et al., 

2006; HOPKINS et al., 2005; EAVES et al., 2004).   

Conforme literatura, em Salmonella enterica resistentes ao ácido 

nalidíxico a maior freqüência de alteração na QRDR ocorre nos códons 

correspondentes a Serina-83 (Ser83) e Aspartato-87 (Asp87). Em adição, sabe-se 

que alterações destes dois resíduos são freqüentemente relatadas como 

combinadas em cepas fluoroquinolona-resistentes (SAN-MARTÍN et al., 2005; 

GIRAUD et al., 2006). As mutações no aminoácido Ser83 podem resultar em trocas 

por tirosina (Tyr), fenilalanina (Phe) ou alanina (Ala), enquanto que as mutações no 
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aminoácido Asp87 podem implicar em substituições por asparagina (Asn), glicina 

(Gly), tirosina (Tyr) ou lisina (Lys). Cepas que carregam estas diferentes 

substituições nos códons 83 e ou 87 apresentam diferentes níveis de suscetibilidade 

reduzida a fluoroquinolonas (HOPKINS et al., 2005; GIRAUD, et al., 2006).  

Giraud et al. (1999) estudaram duas linhagens de S. Typhimurium 

altamente resistentes a fluoroquinolonas selecionadas in vitro e verificaram 

alterações apenas no gene gyrA. Eaves et al. (2004) analisaram a prevalência de 

mutações na região QRDR dos genes gyrA, gyrB, parC e parE associadas a 

resistência à quinolonas em Salmonella enterica. Esses autores verificaram que do 

total de 182 cepas, 139 (76,4%) foram resistentes ao ácido nalidíxico e 

apresentavam mutações no gene gyrA. Dentre estas, 69 cepas (49,6%) continham 

mutações apenas no gene gyrA e as restantes (55,4%) apresentavam uma ou mais 

mutações adicionais no gene gyrB (n=2), parC (n=65) e/ou parE (n=10), apresentado 

diferentes graus de suscetibilidade à ciprofloxacina. No mesmo trabalho, os 

sorovares Enteritidis e Typhimurim não apresentaram mutações no gene parC.  

Pesquisas de Eaves et al. (2004) demonstraram que substituições 

Thr57(Ser) do gene parC tornaram cepas de Salmonella Typhimurium mais 

suscetíveis a ciprofloxacina, mas não ao ácido nalidíxico. Assim, cepas com 

mutações apenas no gyrA podem apresentar maior resistência à ciprofloxacina do 

que cepas com alterações concomitantes no gyrA e parC.  

A freqüência e posição de mutações no gene gyrA variam conforme 

o sorovar. Estudos de Giraud et al. (1999) revelaram que mutações nos códons 

Ser83 e Asp87 não podem ser distribuídas igualmente, já que nos sorovares 

Newport, Virchow e Typhimurium as mutações em Ser83 foram mais prevalentes, 

enquanto nos sorovares Hadar e Kottbus prevaleceram alterações em Asp87. Sob 

este mesmo ponto de vista, Allen e Poppe (2002), encontraram substituição de 

Ser83(Tyr) em todas as cepas de S. Bredeney e mutação de Asp87(Gly) em todas as 

cepas de S. Senftenberg testadas.  

No que se refere ao sorovar Enteritidis, Eaves et al. (2004) 

verificaram que as alterações mais freqüentes foram observadas em Ser83(Phe) e 

Asp87(Tyr), além de Ser83(Tyr) e Asp87(Gly). Já em S. Typhimurium, a maioria das 

substituições foi representada por Ser83(Phe).  

Aparentemente, mutações nas topoisomerase IV não conferem 

resistência por si só, mas aumentam a resistência atribuída a subunidade GyrA 
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(TRAN; JACOB, 2002). Desta forma, supõe-se que alterações na resposta ao 

tratamento clínico com estes antimicrobianos devido a mutações nestas enzimas só 

são esperadas em cepas que já possuam a DNA-girase alterada. Mutações no gene 

parC que resultam em resistência a quinolonas em Salmonella, geralmente 

acontecem no códon Ser80 ou, menos freqüentemente,  no códon Glu84, 

homólogos aos códons Ser83 e Asp87 da DNA-girase (HOPKINS et al., 2005; 

GIRAUD, et al., 2006).  

Além das mutações nos genes que codificam a enzima DNA-girase, 

a resistência às quinolonas pode ser devido a redução do acúmulo do 

antimicrobiano no interior da célula bacteriana devido à hiperexpressão das bombas 

de efluxo e ou alterações nas porinas presentes na membrana externa, que reduzem 

a permeabilidade ao agente antimicrobiano (PIDDOCK, 1998; SOTO et al., 2003; 

SAN-MARTÍN et al., 2005).   

Devido ao fato de algumas cepas de Salmonella spp. com mutações 

identificadas nos genes que codificam as topoisomerases tipo II demonstrarem 

diferentes graus de resistência às quinolonas, o sistema de efluxo ativo tem sido 

reconhecido como um outro importante mecanismo envolvido na resistência a estes 

antimicrobianos (GIRAUD et al., 2006). Bombas de efluxo são proteínas de 

transporte envolvidas na expulsão de substratos tóxicos de dentro das células para o 

ambiente externo (WEBBER, 2003). Em bactérias Gram-Negativas, estes sistemas 

possuem tipicamente três componentes: uma bomba de efluxo localizada na 

membrana citoplasmática, uma proteína de membrana externa e uma proteína de 

fusão de membrana, que liga a bomba de efluxo à proteína de membrana externa.   

O principal sistema de efluxo ativo em Salmonella spp. é 

denominado AcrAB, e utiliza a proteína TolC da membrana externa como canal de 

expulsão. Aparentemente a hiperexpressão desse sistema leva a uma redução na 

suscetibilidade de S. Typhimurium ao ácido de fusídico, cloranfenicol, tetraciclina, 

norfloxacina e penicilina-G (ESCRIBANO et al., 2004). Estudos recentes mostraram 

que um outro sistema de efluxo chamado AcrEF, que pode ser requerido para o 

efluxo de fluoroquinolonas em mutantes em que o sistema AcrAB não estiver 

funcional (OLLIVER, 2005).  

Giraud et al. (2006) desenvolveram um modelo experimental que 

demonstrou a importância deste mecanismo de resistência em mutantes obtidos 
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após exposição à fluoroquinolonas, e sugeriu que o mesmo pode ocorrer antes do 

aparecimento de mutações no gene gyrA.  

Inicialmente, acreditava-se que a resistência às quinolonas era 

mediada apenas por genes cromossomais. No entanto, uma amostra de Klebsiella 

pneumoniae descrita nos Estados Unidos, em 1998, comprovou a possibilidade de 

transmissão horizontal de resistência às quinolonas, via plasmídio pMG252. 

Atualmente, sabe-se que o gene qnr, responsável por este mecanismo de 

resistência, codifica uma proteína denominada Qnr que protege a DNA-girase da 

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

 

 

REDUÇÃO NA SUSCETIBILIDADE ÀS FLUOROQUINOLONAS  

 

O primeiro relato de falência no tratamento clínico devido a infecções 

por Salmonella na Europa ocorreu em 1990 por cepas do sorovar Typhimurium (DT 

204) e, desde então, a incidência de cepas de diferentes sorovares resistentes a 

este antimicrobiano tem sido relatada em diversos países (PIDDOCK, 2002; 

GIRAUD et al., 2006).  

Nas últimas décadas, o número de isolados de Salmonella com 

suscetibilidade reduzida à ciprofloxacina e outras fluoroquinolonas vem aumentando 

significativamente, o que interfere diretamente na resposta ao tratamento clínico. A 

maior parte das cepas com esta característica surgiu inicialmente em animais 

expostos a fluoroquinolonas e foram, posteriormente, transmitidas a humanos via 

cadeia alimentar (EAVES et al., 2004; ESCRIBANO, et al., 2004).   

De acordo com a Norma M100-S16 (vol.26, nº3) do Clinical 

Laboratory Standards Institute (CLSI, 2006) são consideradas resistentes à 

ciprofloxacina apenas as cepas que apresentam MIC > 4µg/mL. Cientificamente, são 

consideradas cepas com suscetibilidade reduzida aquelas que apresentam MIC > 

0,125 µg/mL e que, em conseqüência, podem acarretar falência no tratamento 

clínico com o antimicrobiano (PIDDOCK, 2002; RELLER et al., 2002).  

Em 2000, os resultados de testes de sensibilidade a antimicrobianos 

em cepas isoladas de pacientes com salmonelose de 10 países da Europa 

revelaram baixa resistência clínica a ciprofloxacina, sendo que apenas 0,5% dos 

isolados apresentaram CipMIC> 1 µg/ mL. No estudo, a resistência clínica foi mais 
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comum em S. Hadar e também observada em Enteritidis, Typhimurium, Virchow e 

Agona. Entretanto, a resistência ao ácido nalidíxico associada à redução na 

suscetibilidade foi constatada em diferentes freqüências em isolados dos sorovares 

Hadar, Virchow, Blockley e Enteritidis, possivelmente devido ao fato de alguns 

sorovares adquirirem resistência à fluoroquinolonas mais facilmente que outros 

(THRELFALL et al., 2003).   

Estudos realizados por Cebrian et al. (2003) na Espanha utilizando 

isolados de Salmonella provenientes de fonte humana mostraram que sorovares 

Hadar e Typhimurium apresentaram maior redução de suscetibilidade a 

fluoroquinolonas, após exposição a concentrações sub-inibitórias desses 

antimicrobianos, do que cepas de S. Enteritidis.  

Threlfall (2002) sugeriram que o aumento da incidência de 

suscetibilidade reduzida à ciprofloxacina em cepas de Salmonella zoonóticas, como 

Enteritidis, Virchow e Hadar, na Inglaterra e País de Gales pode ter ocorrido em 

conseqüência do uso de antimicrobianos na indústria avícola. Entretanto, ao que 

parece, o fato envolve maior complexidade e pode estar relacionados a outros 

fatores como o fagotipo. Atualmente, o sorovar Enteritidis é subdividido em mais de 

60 fagotipos e, segundo esse autor, cepas do fagotipo 1 (PT1), fortemente 

relacionadas com viagens a países estrangeiros, parecem exibir maior redução na 

suscetibilidade à ciprofloxacina em relação a outros fagotipos de S. Enteritidis não 

associados com viagens ao exterior, como fagotipo 4 (PT 4).  

Outro aspecto importante em relação à resistência ao ácido 

nalidíxico refere-se ao fato de que cepas previamente resistentes requerem menor 

exposição à fluoroquinolonas para que sua suscetibilidade seja alterada em 

comparação à cepas suscetíveis ao ácido nalidíxico (HOPKINS et al. 2005). Dessa 

forma, alguns animais podem constituir um reservatório onde cepas resistentes ao 

ácido nalidíxico com mutações iniciais no gene gyrA persistem e, após exposição 

continuada à fluoroquinolonas, tornam-se resistentes (GIRAUD et al., 1999).  

Assim sendo, a utilização indiscriminada não-terapêutica de agentes 

antimicrobianos em animais destinados à alimentação humana é, supostamente, a 

principal causa da emergência e distribuição de cepas de Salmonella resistentes 

(SMITH et al., 2002, HOPKINS et al., 2005; GIRAUD et al., 2006). O aumento na 

incidência de cepas resistentes ao ácido nalidíxico representa um problema de 

saúde publica por estar relacionado à redução na suscetibilidade as 
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fluoroquinolonas, podendo levar à falência no tratamento clínico e, 

consequentemente, restringe as opções para o tratamento de doenças infecciosas.  

 

 

DETECÇÃO DE MUTAÇÕES ASSOCIADAS A RESISTÊNCIA ÀS FLUOROQUINOLONAS ATRAVÉS 

DE PCR – RFLP  

 

As alterações no gene gyrA que codifica a enzima DNA-girase têm 

sido apontadas como a principal causa da emergência de cepas de Salmonella spp. 

com altos níveis de resistência clínica às fluoroquinolonas (GIRAUD et al., 2006).  

Inúmeros métodos têm sido utilizados para identificar alterações nos 

genes gyrA, gyrB e parC e associá-las com resistência a quinolonas. Tais métodos 

incluem a clonagem dos genes de cepas resistentes e identificação das alterações 

nas seqüências nucleotídicas, além da purificação das proteínas GyrA e GyrB 

(OUABDESSELAM et al., 1995). Embora o sequenciamento direto seja uma técnica 

mais apurada para a detecção de mutações em nucleotídeos, os protocolos 

utilizados têm alto custo e demandam muito tempo. Assim, protocolos alternativos 

para a detecção de mutações, mais rápidos e com menor custo, têm sido 

desenvolvidos a fim de possibilitar a utilização dos mesmos em diagnósticos 

laboratoriais de rotina ou estudos epidemiológicos (ALONSO et al., 2004).  

A técnica de PCR-RFLP envolve a amplificação de um gene ou 

segmento do gene através de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) e posterior 

clivagem do produto amplificado utilizando endonucleases com sítios de restrição 

específicos, chamadas enzimas de restrição. Alonso et al. (2004a) desenvolveram o 

método de PCR-RFLP para a detecção de mutações pontuais nos genes parC, 

códons Ser79 e Asp83; parE, códon Asp435, e gyrA, códons Ser81 e Glu85, de 

Streptococcus pneumoniae, utilizando as enzimas de restrição HinfI, LweI e MbolI.  

PCR-RFLP também foi utilizada por Alonso et al. (2004b) para 

desenvolver um protocolo alternativo mais rápido e reprodutível para a identificação 

de mutações relacionadas à resistência a fluoroquinolonas em Campylobacter coli. O 

processo envolve a introdução de um sítio de clivagem artificial para a enzima RsaI 

no produto de PCR utilizando um primer específico que insere uma base adjacente à 

seqüência de DNA do gene a ser amplificado.  



47 
 

Giraud et al. (2004) investigaram a resistência à quinolonas e a 

relação epidemiológica em cepas de Aeromonas salmonicida isoladas de peixes 

marinhos. Os autores utilizaram o método de PCR-RFLP desenvolvido por Haliassos 

et al. (1989) para verificar a ocorrência de mutações no códon 87. A técnica 

empregou dois primers alelo-específicos para a amplificação de fragmentos com 158 

pb que, em seguida, foram digeridos com a enzima Hpy 1881, formando produtos 

com 122 e 32 pb na presença de mutação no referido códon.  

Wydmuch et al. (2005) estudaram mutações no gene gyrA 

responsáveis por resistência a ciprofloxacina, de amostras clínicas de Pseudomonas 

aeruginosa, isoladas em hospitais na Polônia em 2003 e empregaram a PCR-RFLP 

desenvolvida por Takenouchi et al. (1999). O protocolo utiliza a enzima de restrição 

Cfr 42 que possui sítio de restrição entre os nucleotídeos 512 e 517 em cepas sem 

mutação e ausência do mesmo em cepas mutantes.  

Giraud et al. (1999) desenvolveram uma técnica denominada AS-

PCR-RFLP para detectar as mutações mais freqüentes no gene gyrA relacionadas a 

resistência à quinolonas em Salmonella spp. A detecção envolve a amplificação da 

QRDR do gene gyrA utilizando-se um par de primers que insere um sítio artificial de 

clivagem para a enzima HinfI no produto amplificado, além de um primer alelo-

específico. As diferentes mutações exibem perfil de bandas característico após a 

digestão com a HinfI, que apresenta seqüências de reconhecimento ambíguas 

contendo 5pb iniciadas em GA e terminadas em TC. Essa metodologia foi adotada 

por San Martín et al. (2006) para análise da ocorrência de mutações em cepas de 

Salmonella spp. isoladas de plantéis avícolas no Chile.  

O emprego de técnicas de biologia molecular, como PCR-RFLP, 

para a detecção de mutações pode contribuir significativamente no conhecimento do 

perfil de suscetibilidade de cepas epidêmicas por demandar menor tempo e custo 

em relação aos protocolos tradicionais.   

No Estado do Paraná os dados epidemiológicos indicam que a 

freqüência de Salmonella spp isolada em surtos de toxinfecções alimentares 

aumentou de 7,1%, em 1993, para 57,1% em 1998, sendo atualmente considerado o 

principal agente etiológico envolvido em doenças veiculadas por alimentos 

(PARANÁ, 2007). Diante desta situação, os dados apresentados nesta revisão 

alertam para o uso criterioso de antimicrobianos, tanto na clínica veterinária, visando 

a manutenção do espectro de ação e eficácia clínica das fluoroquinolonas, tendo em 
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vista a importância desta classe terapêutica nos casos de infecções por Salmonella 

spp.  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

 

Os resultados e discussões estão apresentados nos artigos I e II que 

serão submetidos à publicação em revistas científicas:  

 

 

Artigo I – Redução na Suscetibilidade à Ciprofloxacina em cepas de Salmonella 

isoladas de surtos ocorridos no Paraná, Brasil, entre 1999 e 2006. Periódico: a ser 

submetido ao periódico Brazilian Journal of Microbiology  

 

Artigo II – Nota de Publicação - Detecção de mutações na Região Determinante de 

Resistência à Quinolonas (QRDR) em cepas de Salmonella spp. epidêmicas e de 

origem avícola isoladas no Estado do Paraná, Brasil. Periódico: a ser submetido ao 

periódico International Journal of Antimicrobial Agents  



56 
 

4.1 REDUÇÃO NA SUSCETIBILIDADE À CIPROFLOXACINA EM CEPAS DE Salmonella ISOLADAS 

DE SURTOS OCORRIDOS NO PARANÁ, BRASIL, ENTRE 1999 E 2006. 

 

 

Roberta Barreiros de Souza1, Marciane Magnani1, Rafaela Gomes Ferrari1, Maria 

Cristina Bronharo Tognim2, Iliana del Rocio Alcocer Negrete3, Luciana Bill Mikito 

Kottwitz1, Tereza Cristina R. M. de Oliveira1 

 

Resumo 

 

Foram avaliadas 212 cepas de Salmonella spp., distribuídas em 16 sorovares, 
isoladas de pacientes e alimentos envolvidos em surtos no Estado do Paraná, Brasil, 
entre 1999 e 2006. O sorovar Enteritidis foi o mais freqüente, sendo identificado em 
174 das amostras, seguido por sete cepas de S. Infantis, seis de S. Typhimurium e 
seis de S. Derby. O perfil de suscetibilidade a aos antimicrobianos revelou que do 
total de 212 cepas analisadas, 45% apresentaram resistência ao ácido nalidíxico, 
0,5% à ampicilina e 0,5% ao sulfametoxazol-trimetoprim. Todas as cepas Salmonella 
foram suscetíveis à cefotaxima, cloranfenicol e ciprofloxacina. No período estudado, 
houve um aumento de 15% para 62,5% na resistência ao ácido nalidíxico e foi 
observado uma elevação no valor do MIC50 para ciprofloxacina nas cepas 
avaliadas. A concentração inibitória mínima de ciprofloxacina (CipMIC) para as 
cepas resistentes ao ácido nalidíxico foi superior àquela necessária para as cepas 
sensíveis ao antimicrobiano. Adicionalmente, durante o período estudado, foi 
constatada uma tendência crescente no isolamento de cepas com suscetibilidade 
reduzida a ciprofloxacina (MIC> 0,125µg/mL). Os resultados apresentados no 
presente estudo alertam para o uso criterioso de antimicrobianos, na clínica 
veterinária e humana, para a manutenção do espectro de ação e eficácia clínica.  
 
Palavras-chave: Salmonella. Concentração Inibitória Mínima (MIC). Quinolonas. 
Fluoroquinolonas.  
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As salmoneloses são reconhecidas como causa comum de doenças 

transmitidas por alimentos (DTA) (WHO, 2006). No Estado do Paraná, Brasil, entre 

1999 e 2006, 55 dos 399 municípios notificaram surtos de salmonelose e o sorovar 

Enteritidis foi responsável por 82% dos surtos. Gastroenterites causadas por 

Salmonella, geralmente, não requerem emprego de terapia antimicrobiana devido a 

sua natureza auto-limitante. Entretanto, em pacientes imunodeprimidos, idosos ou 

crianças, ou ainda em casos de salmoneloses graves ou sistêmicas, o uso de 

antimicrobianos é essencial (SAN MARTÍN et al., 2005, BUTAYE et al., 2006).   

Durante décadas, ampicilina, cloranfenicol e trimetoprim-

sulfametoxazol foram as drogas mais utilizadas para o tratamento de salmoneloses. 

Porém, a crescente resistência a estes agentes reduziram significativamente o uso 

na clínica médica e, consequentemente, as fluoroquinolonas (FQ) passaram a ser os 

principais antimicrobianos empregados (PIDDOCK, 1998; BUTAYE et al., 2006).  

A utilização não teraupêutica de fluoroquinolonas na medicina 

veterinária, para a profilaxia de doenças infecciosas ou como promotores de 

crescimento, pode favorecer a seleção de bactérias resistentes ou com 

suscetibilidade reduzida a estes antimicrobianos. Devido ao fato de que a maior 

parte das infecções por Salmonella em humanos ocorre em decorrência da ingestão 

de alimentos de origem animal contaminados, o emprego de agentes 

antimicrobianos em animais destinados à alimentação humana é, supostamente, a 

principal causa da emergência e distribuição de cepas de Salmonella resistentes 

(ÂNGULO et al., 1999; HOPKINS et al., 2005; GIRAUD et al., 2006). Nesse contexto, 

o aumento na incidência de cepas resistentes ao ácido nalidíxico, uma quinolona de 

1a geração, representa um problema de saúde pública já que a maioria destas 

cepas apresenta redução da suscetibilidade às fluoroquinolonas e podem levar a 

falência no tratamento clínico (PIDDOCK, 2002, ESCRIBANO et al., 2004; SAN 

MARTÍN et al., 2005). Os mecanismos de resistência às quinolonas frequentemente 

descritos são mutações nos genes que codificam enzimas, hiperexpressão das 

bombas de efluxo e ou alterações nas porinas da membrana externa, além da 

possibilidade de aquisição via plasmidial de gene que confere resistência (SAN-

MARTÍN et al., 2005; GAY et al., 2006).   

Pelo exposto, o objetivo do presente estudo foi avaliar o perfil de 

suscetibilidade antimicrobiana em cepas de Salmonella spp., isoladas de pacientes e 
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alimentos envolvidos em surtos de salmonelose no Paraná, de 1999 a 2006, a fim de 

alertar para o uso criterioso de antimicrobianos, em especial das fluoroquinolonas, 

na clínica médica e veterinária evitando a emergência de resistência neste Estado.  

 
 
MATERIAL E MÉTODOS  

 

MATERIAL BIOLÓGICO  

 

Foram avaliadas 212 cepas epidêmicas de Salmonella spp. isoladas 

de pacientes ou alimentos envolvidos em surtos no Estado do Paraná (PR) ocorridos 

entre 1999 e 2006, cuja distribuição no período estudado está apresentada na 

Tabela 1. Todas as amostras bacterianas foram fornecidas pelo Laboratório Central 

do Estado do Paraná (LACEN – Curitiba/ PR), em caldo infusão cérebro coração 

(BHI) com 15% de glicerol, mantidas a temperatura de -15
o
C.  

A sorotipagem de Salmonella spp. e a fagotipagem do sorovar 

Enteritidis foram realizados no Laboratório de Enterobactérias, Departamento de 

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

 
 
Tabela 1 –  Distribuição das 212 cepas de Salmonella isoladas de pacientes ou 

alimentos envolvidos em surtos ocorridos no Estado do Paraná entre 
1999 e 2006. 

 
 

 

 

 

 

AVALIAÇÃO DE SUSCETIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS  
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A suscetibilidade aos antimicrobianos foi avaliada através da técnica 

de disco-difusão, seguindo a metodologia de Kirby-Bauer (Bauer et al., 1966) 

conforme recomendações do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 

2006). Foram testados os agentes antimicrobianos (OXOID
®
): ampicilina (10µg), 

cefotaxima (30µg), cloranfenicol (30µg), sulfametoxazol-trimetopim (25µg), ácido 

nalidíxico (30µg) e ciprofloxacina (5µg). Uma suspensão bacteriana foi semeada na 

superfície do ágar Müller-Hinton (DIFCO
®
), incubada a 37oC por 18h. Os diâmetros 

dos halos de inibição foram medidos, em mm, com auxílio de paquímetro para a 

classificação de acordo com as categorias interpretativas descritas pelo Clinical and 

Laboratory Standards Institute (CLSI, 2006). Posteriormente, foi realizada a 

determinação da concentração inibitória mínima (MIC) para ciprofloxacina através do 

método de microdiluição, utilizando caldo Müller-Hinton (DIFCO
®
).  

As concentrações de ciprofloxacina avaliadas, entre 0,0005 e 1,0 

µg/mL, foram definidas com base nos limites de sensibilidade (breakpoints) desta 

droga para a classificação de Enterobacteriaceae na categoria Sensível (MIC< 1,0 

µg/mL) conforme o CLSI (2006).   

 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

Do total de 212 cepas de Salmonella estudadas, 16 diferentes 

sorovares foram identificados. O sorovar Enteritidis foi o mais freqüente, somando 

174 amostras (82%), seguido por sete cepas de S. Infantis (3,3%), seis de S. 

Typhimurium (2,9%) e seis de S. Derby (2,9%). Os outros sorovares isolados em 

menor proporção foram: Anatum, Newport, London, Johannesburg, Pomona, 

Mbandaka, Oranienburg, Agona, Saintpaul, Heidelberg, O9:12 e Albany.  

A elevada incidência de S. Enteritidis em toxinfecções alimentares 

constatada neste trabalho foi relatada anteriormente, e parece ser uma tendência 

mundial nos últimos anos (RIBEIRO et al., 2007; FERNANDES et al., 2006; WHO, 

2006; RODRIGUEZ-AVIAL et al., 2005). De acordo com o banco de dados do 

Programa Global de Vigilância à Salmonella da Organização Mundial da Saúde 

(WHO), que reúne informações dos cinco continentes, os sorovares mais 

frequentemente isolados em fontes humanas entre os anos de 2000 e 2004 foram 



60 
 

Enteritidis, Typhimurium, Newport, Heidelberg e Virchow, respectivamente (WHO, 

2006).   

No Brasil, Peresi et al. (1998) observaram um aumento na incidência 

do sorovar Enteritidis relacionado a surtos de DTA no Estado de São Paulo a partir 

do início da década de 90, sendo o mais isolado em 1995, presente em 64,9% do 

material de origem humana analisado. Quanto à freqüência dos sorovares de 

Salmonella isolados de fontes humanas entre 1996 e 2003 em São Paulo, Fernandes 

et al. (2006) constataram distribuição semelhante àquela apresentada no presente 

trabalho, sendo que o sorovar Enteritidis foi identificado em 67,4% dos casos e 

Typhimurium em 5,2%.  

A análise do perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos revelou 

que todas as cepas Salmonella testadas foram suscetíveis à cefotaxima, 

cloranfenicol e ciprofloxacina. Resultado semelhante foi observado em estudos 

anteriores (RIBEIRO et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2005), assim como a ausência de 

resistência múltipla. Os resultados revelaram 95 cepas (45%) das 212 cepas 

analisadas foram resistentes ao ácido nalidíxico, uma (0,5%) à ampicilina (0,5%) e 

uma ao sulfametoxazol-trimetoprim (0,5%). No período de 1999 a 2006, foi 

observado um aumento de 15% para 62,5% na resistência ao ácido nalidíxico 

(Figura 1). 

 

 

Figura 1 – Perfil de suscetibilidade ao ácido nalidíxico (NAL) das 
cepas envolvidas em surtos de salmonelose ocorridos 
no Paraná entre 1999 e 2006. 

Dentre os surtos de salmonelose relatados ao LACEN durante o 

período estudado, a região metropolitana apresentou o maior índice de notificação 
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do Estado, destacando-se a capital Curitiba. Observou-se que a tendência de 

aumento no isolamento de cepas resistentes ao ácido nalidíxico no período 

estudado sofreu uma variação em 2003. Este fato pode ser justificado pela redução 

na notificação de surtos na região metropolitana nesse ano, que diminuiu de 39% 

para 22% do total de surtos notificados no Estado. As regiões Oeste e Sudoeste 

também contribuíram significativamente com a notificação, representando 17% e 

13% dos casos, respectivamente.  

O baixo índice de resistência observado para ampicilina pode estar 

relacionado à redução significativa do emprego deste antimicrobiano no tratamento 

da salmonelose nas últimas décadas (ROTIMI et al., 2007). Segundo Paz et al. 

(2000) o índice de resistência de Salmonella spp. à ampicilina no Brasil (7%) é 

significativamente menor do que aquele encontrado em outros países da América do 

Sul, como Argentina (60,3%) e Colômbia (20%). Estudos de Oliveira et al. (2005) na 

região Sul do Brasil, envolvendo cepas de Salmonella isoladas de fontes humanas e 

não-humanas também revelaram baixo índice de resistência, observada somente em 

1,1% das amostras.  

Dentre as 174 cepas de S. Enteritidis analisadas no presente estudo, 

84 (48,3%) foram resistentes ao ácido nalidíxico. Este resultado foi muito superior ao 

obtido por Fernandes et al. (2003), que encontraram 9,0% de resistência ao ácido 

nalidíxico ao avaliarem cepas de S. Enteritidis enviadas a Universidade de São Paulo 

entre 1975 e 1995. Porcentagem também inferior à observada no presente trabalho 

foi encontrada por Rodrigues (2001) que ao analisar 1005 amostras de S. Enteritidis 

remetidas à Fundação Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de Janeiro, observou 

13,3% de cepas resistentes ao ácido nalidíxico. Em contrapartida, Ribeiro et al. 

(2007) em estudo realizado no Rio Grande do Sul verificaram 66,6% das cepas de S. 

Enteretidis isoladas de carcaças de frango eram resistentes ao ácido nalidíxico. A 

variação encontrada no índice de resistência ao ácido nalidíxico para cepas de 

Salmonella spp. pode estar relacionada ao período em que foram isoladas, já que a 

emergência de resistência às quinolonas em Salmonella vem sendo relatada apenas 

à partir do início da década de 90. Além disso, outro fator que deve ser considerado 

é que a região de procedência das cepas estudadas também pode interferir no 

índice de resistência ao antimicrobiano.  

O aumento na incidência de cepas resistentes ao ácido nalidíxico, 

uma quinolona de 1a geração, é considerado um indicador de decréscimo na 
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suscetibilidade a ciprofloxacina, amplamente utilizada no tratamento de infecções 

por Salmonella (HAKENEN et al., 1999; HOOPER, 2001; MURRAY et al., 2005).  

De acordo com os critérios do Clinical Laboratory Standards Institute 

(CLSI, 2006), cepas com concentração inibitória mínima (MIC) < 1,0 µg/ mL são 

classificadas como sensíveis à ciprofloxacina, enquanto as que exibem MIC > 4µg/ 

mL são consideradas resistentes. Estudos científicos consideram que cepas com 

MIC > 0,125 µg/ mL apresentam suscetibilidade reduzida a este antimicrobiano e, 

consequentemente, podem mediar resposta negativa ao tratamento clínico 

(PIDDOCK, 2002; RELLER et al., 2002).  

Embora no presente estudo, a resistência à fluoroquinolonas não 

tenha sido observada entre as cepas de Salmonella analisadas, foi constatado um 

aumento significativo na concentração inibitória mínima de ciprofloxacina (CipMIC) 

para as cepas resistentes ao ácido nalidíxico, confirmando os dados da literatura. Na 

Figura 2 está apresentada a distribuição do MIC para ciprofloxacina das cepas de 

Salmonella relacionada à suscetibilidade ao ácido nalidíxico. Todas as cepas 

resistentes ao ácido nalidíxico apresentaram CipMIC superior ao das cepas 

sensíveis. A maior parte das cepas resistentes ao ácido nalidíxico apresentou 

CipMIC oito vezes maior que das cepas sensíveis ao antimicrobiano, reforçando a 

relação entre resistência ao ácido nalidíxico e redução na suscetibilidade a 

fluoroquinolonas. 



63 
 

 

Figura 2 –  Distribuição do MIC para ciprofloxacina de acordo com a 
suscetibilidade ao ácido nalidíxico (NAL) das cepas 
envolvidas em surtos de salmonelose no Estado do Paraná 
entre 1999 e 2006. 

 
 

Do total de 94 cepas de diferentes sorovares resistentes ao ácido 

nalidíxico, 24 (25%) apresentaram suscetibilidade reduzida à ciprofloxacina, com 

MICs entre 0,125 µg/mL e 0,250 µg/mL. No período estudado, que compreendeu de 

1999 a 2006, foi observado a partir de 2001 um aumento no número de cepas com 

suscetibilidade reduzida a ciprofloxacina. Esta característica não foi identificada em 

nenhuma cepa isolada entre 1999 e 2000.   

Adicionalmente, foi observado um aumento contínuo no valor do 

MIC50 das cepas de Salmonella spp. no período estudado (Figura 3). Os valores de 

MIC50 são indicadores importantes da atividade in vitro do antimicrobiano, portanto, 

embora não necessariamente predigam a atividade in vivo, o seu aumento durante o 

período estudado indica uma possível redução na potência do fármaco, 

provavelmente relacionada ao aumento de cepas resistentes ao ácido nalidíxico e 

com suscetibilidade reduzida à ciprofloxacina. 
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Figura 3 –  Distribuição do MIC 50 para ciprofloxacina das 
cepas envolvidas em surtos de salmonelose no 
Estado do Paraná entre 1999 e 2006. 

 

 

Cepas com MIC elevado para ciprofloxacina têm sido associadas à 

mutações de ponto na região determinante de resistência a quinolonas (QRDR) da 

enzima DNA-girase, que é alvo primário de ação das fluoroquinolonas (PIDDOCK, 

2002; GIRAUD et al., 2006). Em Salmonella spp., mutações de ponto na região 

QRDR do gene gyrA que codifica a DNA-girase podem ser suficientes para gerar 

altos níveis de resistência a quinolonas não-fluoradas, como o ácido nalidíxico. No 

entanto, aparentemente são necessárias mutações adicionais para atingir resistência 

a fluoroquinolonas, como a ciprofloxacina (EAVES et al., 2004; HOPKINS et al., 

2005). Sabe-se ainda, que a redução do acúmulo do antimicrobiano no interior da 

célula devido a hiperexpressão no sistema de bombas de efluxo contribui em 

Salmonella spp. para o aumento do MIC de quinolonas, porém é insuficiente para 

gerar elevados níveis de resistência a fluoroquinolonas (SOTO et al., 2003; 

BIEDENBACH et al., 2006). Soto et al. (2003) cultivaram in vitro mutantes de S. 

Enteritidis resistentes ao ácido nalidíxico, em crescentes concentrações de 

ciprofloxacina para investigar os mecanismos envolvidos na aquisição de resistência. 

Os pesquisadores verificaram elevação de 0,5 para 1,5 µg/mL no CipMIC das cepas, 

relacionada a hiperexpressão no sistema de efluxo. Diversas pesquisas relatam que 

a administração de fluoroquinolonas em casos de infecções devido a cepas de 

Salmonella com MIC elevado, embora classificadas como suscetíveis pelos critérios 
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do Clinical and Laboratory Standards Institute, pode gerar falência no tratamento 

clínico (CLSI, 2006; GIRAUD et al., 2006; HOPKINS et al., 2005). Nas últimas 

décadas, o número de isolados de Salmonella com suscetibilidade reduzida à 

ciprofloxacina e outras fluoroquinolonas vem aumentando significativamente, e 

representa um problema de saúde publica por interferir na resposta ao tratamento 

clínico, restringindo, consequentemente, as opções terapêuticas para doenças 

infecciosas (ÂNGULO et al., 1999; GIRAUD et al., 2006). De acordo com a literatura, 

a maior parte das cepas com esta característica surgiu inicialmente em animais 

expostos a fluoroquinolonas e foram transmitidas a humanos, via cadeia alimentar 

(EAVES et al., 2004; ESCRIBANO, et al., 2004).  

A ocorrência de altos níveis de resistência a fluoroquinolonas ainda 

é relativamente incomum em Salmonella spp. se comparada a outros gêneros da 

família Enterobacteriaceae. Esta situação tem sido sugerida na literatura como 

conseqüência de suposto mecanismo de resistência a fluoroquinolonas diferenciado 

em Salmonella, que limita a emergência de cepas resistentes (HOPKINS et al., 

2005; GIRAUD, et al., 2006). No entanto, deve-se considerar também que as 

variações nos níveis de resistência a fluoroquinolonas em Salmonella spp. podem 

estar relacionadas a fatores como sorovar e fagotipo.  

O sorovar Enteritidis, responsável por 82% dos surtos investigados 

na presente pesquisa, é subdividido em mais de 60 fagotipos. O fagotipo 4 (PT4) foi 

frequentemente isolado entre os anos de 1999 e 2002, sendo identificado em 

aproximadamente 90% das cepas de origem humana e não humana. A partir de 

2003, houve um aumento no isolamento do fagotipo 9 (PT9) e redução do PT4, 

supostamente devido à vacinação das aves para Salmonella nesse período. Os 

fagotipos 1 (PT1) e 7 (PT7) também foram isoladas neste período, porém, em menor 

freqüência do que o fagotipo 9. O aumento na resistência à quinolonas nos isolados 

de S. Enteritidis de diferentes fagotipos sugere que este fato não deve está 

relacionado à expansão clonal de uma única cepa resistente ao ácido nalidíxico.  

Segundo Threlfall (2002), cepas de Salmonella Enteritidis do PT1 

isoladas na Inglaterra e País de Gales, fortemente associadas com viagens ao 

exterior, parecem exibir maior redução na suscetibilidade à ciprofloxacina em relação 

a outros fagotipos não associados a viagens ao exterior, como PT4. Em pesquisa 

com cepas de Salmonella isoladas de pacientes, animais e do ambiente entre 1993 

e 2003 na Escócia, Murray et al. (2005) verificaram que o sorovar Enteritidis, 
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identificado em 72% dos isolados, apresentou aumento na resistência ao ácido 

nalidíxico no período estudado relacionado ao aumento na incidência do PT1. Os 

resultados mostraram que em 1998, 52,5% dos isolados do PT1 e 0,7% do PT4 

foram resistentes ao ácido nalidíxico, chegando a 72,9% e 12,4% em 2003.  

A relação entre o sorovar e os níveis de resistência consiste em 

outro ponto importante referente à resistência antimicrobiana em Salmonella. Dados 

da literatura indicam menor índice de resistência às fluoroquinolonas em Salmonella 

Enteritidis se comparado a outros sorovares. Este fato provavelmente está 

relacionado à ausência de cepas de Salmonella resistentes a ciprofloxacina no 

presente estudo, já que o sorovar Enteritidis foi o mais frequentemente isolado. 

Threlfall et al. (2003) observaram diferenças entre a freqüência da resistência ao 

ácido nalidíxico associada à redução na suscetibilidade a fluoroquinolonas nos 

sorovares Hadar, Virchow, Blockley e Enteritidis, sugerindo que alguns sorovares 

adquirem resistência à fluoroquinolonas mais facilmente que outros. Neste contexto, 

pesquisas de Cebrian et al. (2003) investigaram, na Espanha, cepas de Salmonella 

isoladas de fontes humanas e observaram que os sorovares Hadar e Typhimurium 

apresentaram uma maior redução de suscetibilidade a fluoroquinolonas, em relação 

a cepas de Salmonella Enteritidis, após exposição a concentrações sub-inibitórias 

desses antimicrobianos.  

Outro aspecto importante que deve ser comentado sobre a 

resistência ao ácido nalidíxico, refere-se ao fato de que cepas previamente 

resistentes requerem menor exposição à fluoroquinolonas para que sua 

suscetibilidade seja alterada, em comparação às cepas originalmente suscetíveis ao 

ácido nalidíxico (CEBRIAN et al., 2003; HOPKINS et al. 2005). Portanto, alguns 

animais podem constituir-se em um reservatório onde cepas resistentes ao ácido 

nalidíxico persistem e, após exposição continuada às fluoroquinolonas, tornam-se 

resistentes (GIRAUD et al., 1999). Adicionalmente, o uso de fluoroquinolonas na 

medicina veterinária para a profilaxia de doenças infecciosas ou como promotores 

de crescimento, pode favorecer a seleção de bactérias resistentes ou com 

suscetibilidade reduzida a estes antimicrobianos. Assim sendo, a utilização não-

terapêutica indiscriminada de agentes antimicrobianos em animais destinados à 

alimentação humana é, supostamente, a principal causa da emergência e 

distribuição de cepas de Salmonella resistentes já que a maior parte das infecções 

por Salmonella em humanos ocorre em decorrência da ingestão de alimentos de 
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origem animal contaminados (WINOKUR et al., 2000; SMITH et al., 2002, HOPKINS 

et al., 2005; GIRAUD et al., 2006).  

No Estado do Paraná, os dados epidemiológicos indicam que a 

freqüência de Salmonella spp. isolada em surtos de toxinfecções alimentares 

aumentou de 7,1%, em 1993, para 57,1% em 1998, sendo atualmente considerada o 

principal agente etiológico envolvido em doenças veiculadas por alimentos 

(PARANÁ, 2007). Embora os valores de concentração inibitória mínima não 

necessariamente predizem a eficácia in vivo, são importantes indicadores da 

atividade in vitro ou potência dos antimicrobianos. Diante desta situação, os 

resultados apresentados no presente estudo alertam para o uso criterioso de 

antimicrobianos, visando a manutenção do espectro de ação e eficácia clínica das 

fluoroquinolonas, tendo em vista a importância desta classe terapêutica nos casos 

de infecções por Salmonella spp.  
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4.2 DETECÇÃO DE MUTAÇÕES NA REGIÃO DETERMINANTE DE RESISTÊNCIA À QUINOLONAS 

(QRDR) EM CEPAS DE Salmonella spp. EPIDÊMICAS E DE ORIGEM AVÍCOLA ISOLADAS 

NO ESTADO DO PARANÁ, BRASIL. 
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Resumo 

 
A ocorrência de mutações na Região Determinante de Resistência as Quinolonas 
(QRDR) do gene gyrA foi avaliada através da técnica de AS-PCR-RFLP em 95 
cepas de Salmonella spp. resistentes ao ácido nalidíxico responsáveis por surtos e 
em 19 cepas de origem avícola. As cepas de origem avícola foram caracterizadas 
quanto à resistência ao ácido nalidíxico e concentração inibitória mínima para 
ciprofloxacina (CipMIC).  Mutações nos códons Asp87 e Ser83 foram observadas em 
63% e 37% das cepas envolvidas em surtos, respectivamente. Não foram 
identificadas duplas mutações no gene gyrA. A posição da mutação de ponto foi 
associada à variação dos níveis de resistência à ciprofloxacina, sendo observado 
para cepas com mutação no códon 83, maior decréscimo na suscetibilidade em 
relação àquelas com mutação no códon 87. Na avaliação do perfil de resistência das 
cepas de origem avícola, 68,4% foram resistentes ao ácido nalidíxico. Dentre estas, 
em 84,6% foram identificadas mutações pontuais nos códons Asp87 (54,5%) ou 
Ser83 (45,5%) do gene gyrA. Em duas cepas de Salmonella fenotipicamente 
resistentes ao ácido nalidíxico e com suscetibilidade reduzida à ciprofloxacina, não 
foram identificadas quaisquer mutações no gene gyrA, sugerindo a presença de 
outros mecanismos de resistência. Não foi observada mutação no códon Gly81 em 
nenhuma das cepas avaliadas. A elevada incidência de cepas de Salmonella com 
mutações no gene gyrA alerta para o uso criterioso de fluoroquinolonas na clínica 
veterinária e humana, evitando a emergência de cepas resistentes.  

 

 

INTRODUÇÃO  

 

A emergência de cepas de Salmonella resistentes às 

fluoroquinolonas tornou-se uma preocupação para a saúde publica, por serem 
______________________ 
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 usualmente utilizadas no tratamento de salmoneloses humanas graves ou 

sistêmicas (AZNAR et al., 2007). O principal mecanismo de resistência às 

quinolonas são mutações no gene gyrA, que codifica a enzima DNA-girase, alvo 

primário de ação desses antimicrobianos (PIDDOCK, 2002; GIRAUD et al., 2006). 

Outros mecanismos de resistência como hiperexpressão das bombas de efluxo e 

alterações nas porinas da membrana externa também têm sido relatados, além da 

possível aquisição de gene que confere resistência via plasmidial (GIRAUD et al., 

1999; HOPKINS et al., 2005; GAY et al., 2006).  

A ocorrência de elevados níveis de resistência à fluoroquinolonas 

ainda é relativamente incomum em Salmonella spp. se comparada a outros gêneros 

da família Enterobacteriaceae (GIRAUD et al., 2006). Entretanto, pesquisas recentes 

revelaram um aumento significativo da incidência de cepas resistentes ao ácido 

nalidíxico e que apresentam também um decréscimo na suscetibilidade a 

fluoroquinolonas, como a ciprofloxacina. A emergência de cepas que apresentam 

suscetibilidade reduzida à ciprofloxacina (MIC> 0,125µg/mL) representa um 

problema de saúde pública devido a possibilidade de falência no tratamento clínico 

com este antimicrobiano (CEBRIAN et al., 2003; ESCRIBANO et al., 2004; SAN 

MARTÍN et al., 2005; ROTIMI et al., 2007).  

Pontos de mutação na região determinante de resistência às 

quinolonas (QRDR) do gene gyrA, compreendida entre os aminoácidos 67 e 106, 

podem ser suficientes para gerar altos níveis de resistência de Salmonella spp. às 

quinolonas não-fluoradas, como o ácido nalidíxico. No entanto, aparentemente são 

necessárias mutações adicionais para que ocorra resistência às fluoroquinolonas 

(EAVES et al., 2004; HOPKINS et al., 2005). Assim sendo, a detecção dessas 

mutações é importante para a compreensão dos mecanismos de resistência às 

fluoroquinolonas. Uma opção que pode ser utilizada é a metodologia descrita por 

Giraud et al. (1999) que associa técnicas moleculares de Reação em Cadeia da 

Polimerase e Polimorfismo no Comprimento dos Fragmentos de Restrição, 

denominada AS-PCR-RFLP. Esse métodos permite detectar as mutações mais 

freqüentes na região QRDR relacionadas a resistência a fluoroquinolonas que 

ocorrem nos códons 81, 83 e 87 do gene gyrA em Salmonella spp.  

O presente estudo teve como objetivo avaliar a ocorrência de 

mutações na Região Determinante de Resistência às Quinolonas (QRDR) 

associadas à resistência ao ácido nalidíxico e a ciprofloxacina em cepas de 
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Salmonella spp. epidêmicas e de origem avícola isoladas entre 1999 a 2006 no 

Estado do Paraná, Brasil.  

 

 

MATERIAL E MÉTODOS  

 

MATERIAL BIOLÓGICO  

 

Um total de 95 cepas de Salmonella spp. resistentes ao ácido 

nalidíxico, isoladas de pacientes ou alimentos envolvidos em surtos de salmonelose 

no Estado do Paraná (PR), entre 1999 e 2006, foram gentilmente fornecidas pelo 

Laboratório Central do Estado do Paraná (LACEN, Curitiba, PR). Além destas, 19 

cepas de Salmonella de origem avícola também foram analisadas. A suscetibilidade 

ao ácido nalidíxico foi avaliada através da metodologia de Kirby-Bauer (Bauer et al., 

1966) conforme recomendações do Clinical and Laboratory Standards Institute 

(CLSI, 2006). A determinação da concentração inibitória mínima para ciprofloxacina 

(CipMIC) foi conduzida por microdiluição em caldo Müller-Hinton (DIFCO
®
) (CLSI, 

2006). A sorotipagem de Salmonella spp. foi realizada no Laboratório de 

Enterobactérias, Departamento de Bacteriologia, Fundação Osvaldo Cruz 

(FIOCRUZ), Rio de Janeiro, Brasil.  

 

 

AVALIAÇÃO DA OCORRÊNCIA DE MUTAÇÕES NO GENE gyrA ATRAVÉS DE AS-PCR-RFLP  

 

As cepas foram incubadas em caldo BHI (Acumedia®) durante 18h, 

a 37oC, para posterior extração do DNA genômico por fervura, conforme proposto 

por Swanenburg et al. (1998). Reações de PCR foram realizadas em volume final de 

25 µL, contendo 1 µL de cada primer STGYRA1 (25ρmol), STGYRA-HinfI/87 (50 

ρmol) e AS-81 (25ρmol), 2 µL de dNTPs, 3,75 µL de MgCl2 (10mM), 2,5 µL de 

tampão da enzima (10x), 8,65 µL de água bidestilada estéril, 0,5U de Taq-

polimerase (Invitrogen®) e 5 µL da solução contendo o DNA. As reações foram 

conduzidas em termociclador, com desnaturação inicial de 3 min a 94ºC seguida de 

35 ciclos de 1 min a 94ºC, 1 min a 57ºC e 1 min a 72ºC, e com extensão final de 10 
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min a 72ºC. Os primers (Invitrogen®) STGYRA1 (5’-TGTCCGAGATGGCCTGAAGC-

3’) e STGYRA-HinfI/87 (5’-

ATGTAACGCAGCGAGAATGGCTGCGCCATACGAACGATGGAG-3’) permitiram a 

obtenção de um fragmento de 195 pares de bases (pb), com um sítio de restrição 

para HinfI no códon correspondente a Ser83, além da inserção de um sítio de 

clivagem artificial no códon Asp87. O primer alelo-específico AS-81 (5’-

GGTAAATACCATCCCCACG-3’), cujo nucleotídeo 3’-terminal corresponde ao 

primeiro do códon 81 permitiu, na ausência deste nucleotídeo, a obtenção de um 

fragmento de 80 pb contendo sítio de restrição natural e artificial para HinfI.  

Para as reações de RFLP, 5 µL de cada produto da PCR foram 

digeridos com 5U enzima HinfI (Invitrogen
®
) em volume final de 7,5 µL, a 37oC por 

2h. Os fragmentos digeridos e não digeridos foram analisadas através de 

eletroforese em gel de agarose 3%. Foram utilizados marcadores moleculares de 

100 pb e 25 pb (Invitrogen®). Os géis foram tratados com brometo de etídio, 

visualizados sob luz ultravioleta (UV) e documentados. O perfil de bandas obtido na 

RFLP para cada cepa de Salmonella foi avaliado quanto a ocorrência de mutações 

no gene gyrA, e caracterizados conforme a Tabela 1 proposta por Giraud et al. 

(1999).  

 

Tabela 1 – Padrões de Restrição da região QRDR do gene gyrA em Salmonella spp. 
Segundo Giraud et al. (1999) 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

As 95 cepas de Salmonella isoladas de pacientes e alimentos 

envolvidos em surtos ocorridos no Estado do Paraná entre 1999 e 2006, que foram 

avaliadas neste estudo pertenciam a 6 diferentes sorovares, todos resistentes ao 

ácido nalidíxico. O sorovar Enteritidis foi o mais freqüente, representando 90% do 

total de amostras (85 cepas), seguido por três cepas do sorovar Typhimurium (3%), 

três cepas Joannesburg (3%), uma O9:12 (1%), uma Albany (1%) e uma Newport 

(1%).  

Os resultados da amplificação da região QRDR por PCR revelaram 

perfil de bandas com fragmentos de 195pb e 80 pb para todas as cepas de 

Salmonella spp.. Não foi observado o perfil de bandas descrito por Giraud et al. 

(1999) com apenas um fragmento de 195 pb, evidenciando ausência de cepas com 

mutação no códon Gly81. Estes dados corroboram com aqueles obtidos por San 

Martín et al. (2005) que avaliaram a resistência a fluoroquinolonas em cepas de 

Salmonella e observaram mutações apenas em Ser83 e Asp87.  

Os fragmentos obtidos por RFLP demonstraram a presença de 

mutações na QRDR do gene gyrA nas cepas de Salmonella isoladas de pacientes e 

alimentos, que resultaram em substituições nos aminoácidos codificados. Tais 

substituições ocorreram mais frequentemente no códon correspondente a Asp87 

(63%) em relação a Ser83 (37%), apresentando fragmentos de 137-58-22 pb e 152-

43-37 pb, respectivamente (Figura 2). Não foram identificadas mutações duplas no 

gene gyrA para as cepas investigadas.  

De acordo com a literatura, as alterações no gene gyrA são o 

principal mecanismo envolvido na resistência de Salmonella spp. às quinolonas 

(GIRAUD et al., 2006, HOPKINS et al., 2005; PIDDOCK et al., 2002). Os resíduos 

Ser83 e Asp87 são os mais freqüentemente alterados em cepas resistentes ao ácido 

nalidíxico (GIRAUD et al., 2006). Em adição, sabe-se que alterações nestes dois 

resíduos comumente estão combinadas em cepas fluoroquinolonaresistentes 

(TURNER et al., 2006). Embora outros mecanismos contribuam para a resistência às 

fluoroquinolonas em Salmonella spp., a ocorrência de uma mutação inicial no gyrA 

parece ser essencial para elevar o nível da resistência a estes antimicrobianos. 

Frequentemente, alterações no gene parC estão associadas com mutações simples 
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ou duplas no gyrA em cepas que apresentam níveis elevados de resistência a 

fluoroquinolonas (TURNER et al.,2006).   

Eaves et al. (2004) avaliaram a prevalência de mutações na região 

QRDR do gene gyrA de S. enterica e verificaram mutações de substituição em 100% 

das cepas resistentes ao ácido nalidíxico. A freqüência de mutações em Ser83 

(57%) e Asp87 (39,6%) foi semelhante àquela verificada no presente estudo. 

Hakanen et al. (2001) também investigaram a ocorrência de mutações no gene gyrA 

em cepas de Salmonella com redução de suscetibilidade a fluoroquinolonas. Dentre as 

mutações mais freqüentemente detectadas foram identificadas substituições em 

26% das cepas estudadas em Asp87(-Tyr) e 25,6% em Ser83(-Phe).   

A freqüência e a posição das mutações no gene gyrA também foram 

analisadas no presente trabalho em relação aos diferentes sorovares de Salmonella 

avaliados. Os resultados observados com as 85 cepas epidêmicas do sorovar 

Enteritidis evidenciaram mutações mais freqüentes no códon Asp87 (65%) em 

relação àquelas encontradas no códon Ser83 (35%). Em contrapartida, as três cepas 

do sorovar Typhimurium analisadas apresentaram mutação em Ser83.  

Estes dados estão de acordo com o obtido por outros autores. Eaves 

et al. (2004) verificaram que para o sorovar Enteritidis, as alterações em Asp87 

(57,2%) foram mais freqüentes do que em Ser83 (42,9%). Giraud et al. (1999) 

relataram que mutações no códon Ser83 do gyrA são frequentes no sorovar 

Typhimurium, enquanto alterações em Asp87 são mais comuns em outros 

sorovares.  

Pontos simples de mutação identificados na presente pesquisa são 

associados com resistência à quinolonas não-fluoradas, como ácido nalidíxico. 

Porém, aparentemente, são necessárias mutações adicionais para que ocorra 

resistência às fluoroquinolonas, como a ciprofloxacina (HOOPER, 1999; EAVES et 

al., 2004; HOPKINS et al., 2005; SAN-MARTÍN et al., 2005).  

Outro aspecto importante observado no presente estudo refere-se a 

diferenças na CipMIC em relação à posição da mutação no gene gyrA. Foi verificado 

que as cepas com mutação no códon Ser83 exibiram maior decréscimo na 

suscetibilidade a ciprofloxacina em relação àquelas com mutação em Asp87, embora 

todas as cepas tenham permanecido sensíveis a ciprofloxacina de acordo com os 

critérios estabelecidos pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2006). 

O valor da MIC50 para ciprofloxacina para cepas sensíveis ao ácido nalidíxico, 
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observado em trabalho anterior (dados não publicados), que foi de 0,0078 µg/mL, 

aumentou 8 vezes nas cepas com mutações em Asp87 (0,0625 µg/mL),  e 16 vezes 

naquelas com mutações em Ser83 (0,125 µg/mL).  

A Figura 1 apresenta a distribuição do MIC para ciprofloxacina de 

acordo com a posição da mutação no gyrA em cepas envolvidas em surtos de 

salmonelose no Estado do Paraná entre 1999 e 2006. É possível perceber que a 

maior parte das cepas com mutação em Asp87 apresenta CipMIC entre 0,0313 e 

0,0625 µg/mL, enquanto nas cepas com mutação em Ser83 a CipMIC ficou entre 

0,0625 e 0,125 µg/mL. 

 

 

 

Figura 1 –  Distribuição do MIC para ciprofloxacina de acordo 
com a posição da mutação no gyrA, em cepas 
envolvidas em surtos de salmonelose no Estado do 
Paraná entre 1999 e 2006. 

 

 

Variações na CipMIC relacionadas à posição da mutação no gyrA 

em cepas de Salmonella spp. já foram relatadas em pesquisas anteriores. Segundo 

Hopkins et al. (2005), cepas com diferentes substituições nos códons 83 e ou 87 

apresentaram níveis variados de suscetibilidade reduzida a fluoroquinolonas. Ling et 

al. (2003) sugeriram que mutações em Ser83 estão associadas a níveis mais 

elevados de resistência do que mutações em outros códons do gyrA, como Asp87.   
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Dentre as 19 cepas de origem avícola avaliadas no presente estudo, 

11 (58%) pertenciam ao sorovar Enteritidis. Os demais sorovares identificados foram 

duas cepas de S. Heidelberg (10,5%), duas Panama (10,5%), uma Brenedey (5%), 

uma Corvallis (5%), uma Ohio (5%) e uma Anatum (5%). Em comparação às cepas 

isoladas de pacientes e alimentos envolvidos em surtos, a diversidade de sorovares 

identificada foi proporcionalmente maior nas de origem avícola, contudo, em ambas 

o sorovar Enteritidis foi prevalente.  A análise do perfil de suscetibilidade ao ácido 

nalidíxico revelou 13 cepas de origem avícola (68,4%) resistentes. Dentre estas, 11 

(84,6%) apresentaram mutações simples no gene gyrA, nos códons Asp87 (54,5%) 

ou Ser83 (45,5%). Não foi observada a ocorrência de mutação no códon 

correspondente a Gly81. Do total de cepas com mutações, 9 (81,8%) pertenciam ao 

sorovar Enteritidis e 2 (18,2%) a Heidelberg. Todas as cepas resistentes ao ácido 

nalidíxico de origem avícola apresentaram redução na suscetibilidade para 

ciprofloxacina, sendo observados MIC 0,250 µg/mL para uma cepa do sorovar 

Enteritidis e  MIC 0,500 µg/mL para uma cepa de S. Heidelberg.  

Uma importante observação na análise das cepas de origem avícola 

refere-se a ocorrência de duas cepas resistentes ao ácido nalidíxico pertencentes 

aos sorovares Bredeney e Corvallis, que não apresentaram mutação no gene gyrA. 

Na análise de RFLP, estas duas cepas apresentaram o mesmo padrão de restrição 

daquelas suscetíveis a esse antimicrobiano, com fragmentos de 137-43-22-15 pb. 

Fenotipicamente, além do perfil de resistência ao ácido nalidíxico, as duas cepas 

apresentaram suscetibilidade reduzida a ciprofloxacina, com MICs de 0,125 e 0,250 

µg/mL respectivamente. Este fato sugere a presença de outros mecanismos 

envolvidos na resistência às fluoroquinolonas nestas cepas, estando possivelmente 

relacionado hiperexpressão de bomba de efluxo. Além disso, deve–se considerar a 

possibilidade da ocorrência de mutações em outros códons do gene gyrA que não 

são detectadas pela técnica de AS-PCR-RFLP.  

Na Figura 2 estão apresentados os perfis de AS-PCR-RFLP, 

observados no presente estudo, antes e após a restrição com a enzima Hinf I.  
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Figura 2 –  Perfis obtidos por AS-PCR-RFLP de quatro cepas de Salmonella 
representativas antes (- Hinf I) e após a restrição (+ Hinf I). O perfil 
I (137-43-22-15 pb) corresponde às cepas sensíveis ao ácido 
nalidíxico. Os perfis II (152-43-37 pb) e III (137-58-22 pb) 
representam cepas resistentes a este antimicrobiano e com 
mutação nos códons Ser83 e Asp 87, respectivamente. O perfil IV 
(137-43-22-15 pb) refere-se às duas cepas de origem avícola 
resistentes ao ácido nalidíxico, sem quaisquer mutações na 
QRDR do gene gyrA. 

 

 

Pesquisas de Giraud et al. (1999) demonstraram in vitro a ocorrência 

de resistência ao ácido nalidíxico em níveis elevados para cepas de origem avícola 

com mutações simples no gyrA, sugerindo a existência de outros mecanismos 

envolvidos na resistência as quinolonas em Salmonella spp. No mesmo estudo, os 

pesquisadores verificaram menor freqüência de mutação no códon 87 do gene gyrA 

em cepas de origem animal em relação às de fontes humanas. Soto et al. (2003) 

cultivaram in vitro mutantes de S. Enteritidis resistentes ao ácido nalidíxico, em 

crescentes concentrações de ciprofloxacina para investigar os mecanismos 

envolvidos na aquisição de resistência. Os pesquisadores verificaram elevação de 

0,5 para 1,5 µg/mL no CipMIC das cepas, relacionada a hiperexpressão no sistema 

de efluxo.  

O crescente número de isolados de Salmonella com suscetibilidade 

reduzida à ciprofloxacina representa um problema de saúde pública já que pode 
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causar falência no tratamento clínico e, consequentemente, restringir as opções 

terapêuticas para o tratamento para salmoneloses graves ou sistemicas (ÂNGULO 

et al., 1999; GIRAUD et al., 2006). Um importante aspecto sobre a resistência ao 

ácido nalidíxico refere-se ao fato de que tais cepas requerem menor exposição às 

fluoroquinolonas para alteração de sua suscetibilidade se comparadas àquelas 

suscetíveis ao ácido nalidíxico (CEBRIAN et al., 2003; HOPKINS et al. 2005).  

Diante desta situação, a elevada incidência de cepas de Salmonella 

com mutações simples no gene gyrA observada no presente trabalho alerta para o 

uso criterioso de fluoroquinolonas na clínica veterinária e humana evitando a 

emergência de cepas resistentes. Além disso, evidencia a importância da detecção 

de mutações no gene gyrA para melhor compreensão dos mecanismos de 

resistência a estes antimicrobianos, contribuindo com estudos epidemiológicos de 

transmissão e variabilidade em cepas de Salmonella resistentes às quinolonas.  
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5 CONCLUSÕES  

 

 

 Salmonella Enteritidis foi o sorovar mais freqüentemente 

encontrado entre as cepas analisadas no Estado do Paraná 

entre 1999 e 2006, seguido por S. Infantis, S. Typhimurium e S. 

Derby;  

 Foi observada uma crescente incidência de cepas resistentes 

ao ácido nalidíxico e elevação nos valores de MIC50 para 

ciprofloxacina das cepas de Salmonella spp. no período 

estudado;  

 Houve um aumento significativo na concentração inibitória 

mínima de ciprofloxacina (CipMIC) para as cepas resistentes 

ao ácido nalidíxico;  

 A ocorrência de cepas com suscetibilidade reduzida à 

ciprofloxacina (MIC> 0,125 µg/mL) passou de 24% em 2001 

para 30% em 2006;  

 Dentre as cepas de Salmonella spp. resistentes ao ácido 

nalidíxico provenientes de surtos e de origem avícola, 98% 

apresentaram mutações no gene gyrA;  

 Duas cepas resistentes ao ácido nalidíxico e com 

suscetibilidade reduzida à ciprofloxacina, pertencentes aos 

sorovares Bredeney e Corvallis, não apresentaram quaisquer 

mutações no gene gyrA;  

 As mutações no gene gyrA foram identificadas nos códons 

Asp87 e Ser83 com freqüência de 63% e 37%, 

respectivamente, nas cepas envolvidas em surtos. Nas cepas 

de origem avícola a freqüência foi 54,5% das mutações em 

Asp87 e 45,5% em Ser83;  

 Não foi observada mutação no códon Gly81 em nenhuma das 

cepas avaliadas;  

 Não foram identificadas duplas mutações no gene gyrA em 

nenhuma das cepas avaliadas. 


