RESISTENCIA A DROGAS EM AMOSTRAS DE SALMONELAS ISOLADAS DE

GALINHAS E PERUS REPRODUTORES!

EDIR NEPOMUCENO DA SIiLvA?, OsMANE HIPOLITO? E DIGGENES SANTIAGO SANTOS®

,ABSTRACT.- Silva E.N., Hipélito O. & Santos D.S. 1984. [Drug resistance in Salmonella
isolated from chicken and turkey breeder flocks.] Resisténcia a drogas em amostras de sal-
monelas isoladas de galinhas e perus reprodutores. Pesquisa Veterindria Brasileira 4(4): 143-145.
Fac. Med. Vet. Zootec., USP, Av. Corifeu de Azevedo Marques 2720, Sio Paulo, SP 05340,
Brazil.

Studies were conducted to determine drug resistance in Salmonella isolated using the plate
dilution method. The following drugs were used: ampicillin, sulphodiazine, oxytetracycline,
kanamycin, chloramphenicol, gentamicin, polymixin B, nalidixic acid, dehydrostreptomycin
and nitrofurazone. Twentyfour Salmonella strains isolated from apparently healthy chicken and
turkey breeder flocks were examined. The following strains were tested: Eleven S. typhimurium,
two S. saintpaul, two S. eimsbuettel and nine S. arizonae 18:24,232:— (Ar. —7:1, 7, 7:—). All
these strains presented a resistance level below 2 ug of the base per ml of the culture medium
when following drugs were used: gentamicin, ampicillin, kanamycin, polymycin. A resistance
level of 2 or 5 ug/ml was found with the following: streptomycin, chloramphenicol, nalidixic
acid and oxytetracycline. The strain isolated from turkeys showed a resistance level of 5 ug/ml
with nitrofurazone while those isolated from chickens showed a resistance of 10 ug/ml. The
only exception was S. typhimurium strain 185 which showed resistance to 20 ug/ml of the

same drug. All these strains tested were resistant to sulphadiazine.

INDEX TERMS: Drug resistance, Salmonella, chicken, turkey.

SINOPSE.- Utilizando-se o método de diluicdo em placa, fo-
ram determinados os niveis de resisténcia de amostras de
Salmonella isoladas de galinhas e perus as seguintes drogas:
ampicilina, sulfadiazina, oxitetraciclina, sulfato de canami-
cina, cloranfenicol, sulfato de gentamicina, poliximina B, dci-
do nalidixico, sulfato de diidroestreptomicina e nitrofurazona.
Foram analisadas 24 amostras de samonelas isoladas de espé-
cimens colhidas de um lote de perus e de outro de galinhas
reprodutoras aparentemente normais. Foram usadas as seguin-
tes amostras: onze S. thyphimurium, duas S. saintpaul, duas S.
eimsbuettel e nove S. arizonae 18: z4,232:— (Ar. 7—1,7,8:—).
Todas as amostras apresentaram niveis de resisténcia inferio-
res a 2 pg/ml frente as seguintes drogas: gentamicina, ampi-
cilina, canamicina, polimixina; e niveis de 2 ou 5 ug/ml,
frente as seguintes: estreptomicina, cloranfenicol, dcido nali-
dixico, e oxitetraciclina. As amostras isoladas de perus apre-
sentaram niveis de 5 ug/ml 4 nitrofurazona, enquanto que na-
quelas oriundas de galinhas, os niveis alcangaram até 10
pg/ml. A unica exce¢do foi apresentada por S. typhimurium
185 que se mostrou resistente a 20 ug/ml da mesma droga.
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Todas as amostras estudadas foram resistentes a sulfadiazina.

TERMOS DE INDEXAGCAO: Resisténcia a drogas, salmonelas, gali-
nhas, perus.

INTRODUCAO

Os antibidticos e quimioterdpicos sdo utilizados para fins te-
rapéuticos e como promotores de crescimento em aves. Neste
ultimo caso, as drogas s3o usadas continuamente na ragdo em
pequenas doses (Lopes 1978).

Entre todas as espécies animais, indubitavelmente, as ga-
linhas e perus constituem as espécies que mais recebem anti-
bidticos e quimioterdpicos, em doses tanto terapéuticas co-
mo subterapéuticas (Sojka & Hudson 1976).

Lamentavelmente, a utilizagdo indiscriminada de antimi-
crobianos na produ¢do de alimentos de origem animal tem
contribuido, de maneira decisiva, para aumentar o espectro de
resisténcia de bactérias intestinais (Dovadola et al. 1970,
Lakhotia & Stephens 1972, 1973, Moreno 1972, Pantaledn
et al. 1975, Sojka & Hudson 1976).

Nossa inten¢do foi verificar os niveis de resisténcia frente
a 10 drogas antimicrobianas em amostras de salmonelas iso-
ladas de perus e de galinhas reprodutoras, aparentemente
normais.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 24 amostras de Salmonella isoladas de dois lotes de
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aves: um de perus e outro de galinhas reprodutoras, aparentemente
normais. O lote de perus recebeu, durante a fase do experimento,
110 g de furazolidona por tonelada de ragdo enquanto que nenhuma
droga antimicrobiana foi utilizada no lote de galinhas.

As amostras eram distribuidas da seguinte maneira: 11 amostras de
S. typhimurium, sendo 6 e 4 isoladas de fezes cecais de galinhas e perus,
respectivamente e, uma amostra isolada de embriGes de galinha. Duas
amostras de S. saintpaul isoladas, uma de cada, de fezes cecais de ga-
linhas e perus. Duas S. eimsbuettel e S. arizonae 18:24,232:—
(Ar.-7:1,7,8:-) isoladas de embriGes de perus.

Os niveis de resisténcia foram determinados pelo método de dilui-
¢@o em placa utilizando-se tubos de ensaio de 16x160 mm contendo
2 ml de caldo TSB — Tryptic Soy Broth (Difco) e placas de Petri de 10
cm de didmetro contendo cada uma 20 ml de meio de Mueller-Hinton
para a sulfadiazina e, para os antibidticos, o DST Agar Base (Difco).
As seguintes drogas foram utilizadas: ampicilina (AP), sulfadiazina (Su),
oxitetraciclina (T), sulfato de canamicina (K), da Laborterapica Bris-
tol S.A.; cloranfenicol levagiro (Cl), do Parke-Davis; sulfato de genta-
micina (G), da Schering; polimixina B (Po), da Pfizer; icido nalidixico
(An), da Winthrop S.A.; sulfato de diidroestreptomicina (S), da Fon-
toura-Wyeth S.A. e nitrofurazona (F) do Laboratdrio Henrifarma.

Cada uma das drogas foi utilizada nas concentragdes de 2, 5, 10, 20,
50, 100, 200, 500 e 1000 mg/ml de meio de cultura. As solugdes es-
toque foram preparadas no momento do uso, nos diluentes recomen-
dados. Os am1n0g110031deos (estreptomxcma, canamicina, gentamici-
na) foram diluidos em agua destilada; cloranfenicol e tetraciclina em
alcool metilico, tendo, depois, o volume completado com tampdo
fosfato 0,01M; acido nalidixico e sulfadiazina em NaOH 0,002 N;
polimixina e ampicilina em 4gua destilada; nitrofurazona em ATPEG
400 (polietileno glicol 400) para-a primeira dilui¢do (100 mg/ml) e as
demais dilui¢des em agua destilada estéril pH 7,0.

A ‘inoculagdo das placas foi feita utilizando-se uma alga de “‘ni-
chrome” de 1,5 mm de didmetro carregada da cultura diluida a 1: 100
em salina estéril. Estas culturas foram previamente incubadas a 37 °c
de 18-24 horas em 2ml de caldo TPB.

Foram investigadas 20 culturas por placa de Petri; as placas eram
preparadas colocando-se a concentragdo desejada do antimicrobiano no
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fundo delas e adicionando-se sobre este jgar fundido e resfriado a
45-50°C, efetuando-se em seguida a homogeneizagdo.

As placas eram secadas em estufa a 37°C, antes do uso. Simulta-
neamente com a determina¢do do nivel de resisténcia, investigou-se a
viabilidade das amostras em estudo, semeando-as numa placa do meio,
isenta das drogas.

Considerou-se nivel de resisténcia a concentra¢do mais alta da dro-
ga que permitiu crescimento de 50% ou mais da amostra em estudo,
comparando-se com o seu crescimento na placa de controle de viabili-
dade, apos incubagdo a 37°C por 24 horas; e resistente, a amostra que
cresceu na concentragdo igual ou superior a 20 ug/ml do meio de
cultura.

RESULTADOS

Os niveis de resisténcia a drogas das amostras de salmonelas
testadas constam do Quadro 1. De maneira geral, todas as
amostras apresentaram niveis inferiores a 2 ug/ml frente as
seguintes drogas: gentamicina, ampicilina, canamicina, polimi-
Xina; e niveis de 2 ou 5 ug/ml para: estreptomicina, clorafe-
nicol, 4cido nalidixico e tetraciclina. Caracteristicamente, to-
das as amostras isoladas de perus apresentaram resisténcia a
S ug/ml de nitrofurazona, enquanto que as amostras isoladas
de galinhas aparesentaram niveis de 10 ug/ml, com excegdo de
uma amostra de S. typhimurium que se mostrou resistente a

20 ug/ml. Todas as amostras estudadas foram resistentes a
sulfadiazina.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Os resultados da determina¢do dos niveis de resisténcia nos
surpreenderam. Com exce¢do da sulfa, todas as amostras fo-

ram sensiveis as drogas usadas. Levando-se em considera¢o o
uso, até certo ponto abusivo, de drogas na avicultura e, consi-

Quadrol. Niveis de resisténcia a drogas em amostras de salmonela isoladas de galinhas e perus reprodutores
aparentemente normais

. Sorotipo Origem NO de Antimicrobianos (2)
amostras
G S Ap Su An K T Po F
S. typhimurium Fezes cecais perus 2 s _ 5 20 2 - 2 - 10
2 -5 - 2 50 2 - - =10
galinhas 3 - 5 - 5 20 2 - 2 - 10
1 - 5 - 5 200 2 - 2 - 10
1 - 5§ - 5 100 2 - - -2
1 - 5 - 5 50 - - 2 - 10
Embrices galinhas 1 - 5 - 5 20 - - 2 —=.10
S. saintpaul Fezes cecais perus 1 - 5 - 2 50 2 - - - 10
galinhas 1 - 5 - 5 50 2 - 2 - 10
S. eimsbuettel ~ Embrides perus 1 - 5 - 5 50 2 - 2 - 5
1 - 5 -5 20 2 - 2 - S
S. arizonae EmbriGes perus 3 - 2 - 2 20 2 - 2 - S
18:24,232:— 1 -5 - 2 200 2 - 2 - 5
(Ar.7:1, 7, 8:-) 4 - 2 - 2 50 2 - 2 - 5
1 - 2 - 2 20 2 - 2 - 5
(@) Niveis de resisténcia determinados em ug/ml da base por ml do meio de cultura:
G - gentamicina Cl — cloranfenicol K - Canamicina F — nitrofurazona
S — estreptomicina Su — sulfadiazina T - oxitetraciclina
Ap — ampicilina An — 4cido nalidixico Po — polimixina B

(b) Nao houve crescimento na placa de menor concentragdo da droga.
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derando que trabalhos recentes (Lakhotia & Stephens 1973,
Pantaledn et al. 1975, Sojka & Hudson 1976, Stephan et al.
1976) tém demonstrado percentuais de 24,4%, 44,3%, 46,0%
e 46,8% de amostras de salmonelas isoladas de aves, resisten-
tes a uma ou mais drogas, esperava-se encontrar um espectro
de resisténcia maior. Por outro lado, deve ser considerado que
as amostras usadas para a determinagdo de resisténcia, pela
maioria dos pesquisadores, foram isoladas de aves com alguma
suspeita de infec¢do e que, invariavelmente, estavam submeti-
das a uma pressdo seletiva pelo uso de drogas. Lopes (1978)
observou muito bem que a utiliza¢do, em frangos de corte, de
ra¢do suplementada com cloranfenicol, promoveu uma répida
sele¢do da populagdo de Escherichia coli resistente e que apds
15 dias da remo¢@o do antibidtico da rag¢do, verificou-se uma
acentuada queda dos niveis de resisténcia, registrando-se va-
lores nunca superiores a 50 ug/ml. O fendmeno acentuou-se
aos 30 dias ap6s retirada da droga, revelando microorganismos
com resisténcia inferior a 2,5 pg/ml.

Neste experimento, nenhuma droga foi usada durante a
colheita dos espécimens para isolamento, a ndo ser a furazoli-
dona no lote de perus na dosagem de 110 g por tonelada de
ra¢do. Isto pode justificar os baixos niveis de resiténcia a dro-
gas entre as amostras de salmonela testadas. Segundo Lopes
(1978), parece que a utilizagdo de antibidticos em galinhas
causa um desequilibrio na flora intestinal, com possibilidade
de predomindncia de amostras resistentes durante o periodo
de uso da droga, e uma reversao da flora apds a supressdo.

Nas condigdes deste experimento, amostras de salmonelas
isoladas de galinhas e perus reprodutores aparentemente nor-

mais apresentaram baixos niveis de resisténcia a drogas anti-
microbianas.
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