UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
INSTITUTO DE CIENCIASBIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA DE AGENTES
INFECCIOSOS E PARASITARIOS

CARACTERIZACAO GENETICA DE Salmonella enterica
sorovar Panama DE ORIGEM AMBIENTAL, HUMANA,
ANIMAL E ALIMENTO, NO ESTADO DO PARA.

NEILA PATRICIA MONTEIRO BRITO

Belém-Para
2010



NEILA PATRICIA MONTEIRO BRITO

CARACTERIZACAO GENETICA DE Salmonella enterica
sorovar Panama DE ORIGEM AMBIENTAL, HUMANA,
ANIMAL E ALIMENTO, NO ESTADO DO PARA

Dissertacéo apresentada ao Programa de
Pés-graduacéo em Biologia de Agentes
Infecciosos e Parasitarios do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federa do Par4 como requisito parcia
para obtencdo de grau de Mestre em
Biologia de Agentes Infecciosos e
Parasitérios.

Orientador: Prof. Dr. Edvaldo Carlos
Brito Loureiro

Belém-Para
2010






NEILA PATRICIA MONTEIRO BRITO

CARACTERIZACAO GENETICA DE Salmonella enterica
sorovar Panama DE ORIGEM AMBIENTAL, HUMANA,
ANIMAL E ALIMENTO, NO ESTADO DO PARA

Dissertacéo apresentada ao Programa de Pds-graduacéo em Biologia de
Agentes Infecciosos e Parasitarios do Instituto de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal do Pard como requisito parcial para obtencéo de grau
de Mestre em Biologia de Agentes Infecciosos e Parasitarios.

Orientador: Prof. Dr. Edvaldo Carlos Brito Loureiro
Instituto Evandro Chagas — IEC/SVSIMS

Banca Examinadora: Profa. Dra. Marluisa de Oliveira Guimaraes | shak
Instituto de Ciéncias Bioldgicas, UFPA

Prof. Dr. Luiz Fernando Alme da Machado
Instituto de Ciéncias Biolgicas, UFPA

Dra LenalLillian Canto de Sa
Instituto Evandro Chagas/SVS/MS

Prof. Dr. Anténio Carlos Rosario Vallinoto (suplente)
Instituto de Ciéncias Bioldgicas, UFPA

Belém, 27 de setembro de 2010



Esta obra eu dedico a Deus e aos meus pais.



AGRADECIMENTOS
Ao meu Senhor e Salvador Jesus Cristo, toda a honra, gléria e poder.
Ao meu pai, por seu amor e dedicagéo, sempre presentes durante toda a minha vida.
A minhamae, por seu amor e dedicacso, sempre presentes durante toda a minha vida.
Ao Dr. Edvaldo Loureiro, pesquisador titular do Instituto Evandro Chagas e pesquisador
responsavel pelo laboratdrio de EnteroinfeccOes Bacterianas, por sua orientacdo e
amizade durante todo o desenvolvimento deste trabalho, orientando desde as etapas
preliminares de levantamento bibliogréfico, escritura do projeto de mestrado, passando
pela fase prética de laboratério, também do cumprimento das disciplinas de mestrado,
acompanhando até a conclusdo, contribuindo também sobremaneira para ampliar meu
conhecimento na érea da bacteriologia.
A Dra Lena S4 pesquisadora responsavel pelo laboratorio de Microbiologia
Ambiental/IEC, por sua grande colaboragdo e amizade durante a execucdo deste
trabalho, contribuindo em ceder o laboratorio de Microbiologia Ambiental para
caracterizagdo genotipica das amostras, bem como com a metodologia aplicada neste
trabal ho tanto para caracterizagdo genotipica quanto para analise dos dados.
A Dra Maria Luiza, chefe da Secdo de Bacteriologia e Micologia/lEC por sua
colaboracéo com este trabalho por meio da concessdo do laboratério de Bacteriologia
Geral paraarealizagdo dos antibiogramas.
A CAPES pelo incentivo financeiro importante para a realizagdo desse estudo;
Ao Sr. José Caetano, técnico do laboratério de Bacteriologia Geral, por sua grande
contribuicdo na reaizacdo dos antibiogramas, tanto pelo método automatizado quanto

pelo método de difusdo com discos.



Ao Sr. Pio Girhard, técnico do laboratério de Microbiologia Ambiental/IEC, por sua
grande contribui¢do na caracterizagdo genotipica das amostras.

A Sra. Dolores dos Santos, técnica do laboratério de Enteroinfecgbes Bacterianas, por
sua contribui¢&o no reisolamento e reidentificacéo das amostras.

A Sra. Gerdda Resende, técnica do laboratério de Microbiologia Ambiental/IEC, por
sua contribui¢do durante meu estagio no laboratorio de Microbiologia Ambiental.

A Sra. Odete Arouche, técnica do laboratorio de Bacteriologia Geral/IEC, por sua
contribuicdo narealizagdo dos antibiogramas.

Ao corpo docente do Programa de Pés-Graduagdo de Biologia de Agentes Infecciosos e
Parasitarios da Universidade Federal do Para pelos ensinamentos recebidos.

Ao Programa de Pés-Graduagdo de Biologia de Agentes Infecciosos e Parasitarios da
Universidade Federal do Pard, que proporcionou a base curricular durante meu curso
por meio das disciplinas realizadas durante o mestrado, que aumentaram e
aperfeicoaram meu conhecimento nessa area de atuag&o.

Ao Ingtituto Evandro Chagas, onde realizei todo 0 meu estagio e execute toda a parte
laboratorial da dissertagdo de mestrado, onde também adquiri o conhecimento técnico-

cientifico na &rea de Bacteriologia, especificamente de enteropatdgenos bacterianos.



11

111

112

12

121

122

123

1231

1232

1233

13

14

15

151

152

21

2.2

221

2.2.2

SUMARIO

RESUMO ...ttt st 8

N = 3] I 2 O 9

INTRODUGAO ..ottt eeteetesee s es st aen s s saees 10
O GENERO SAlMONEIA 1..oovveerieicieiesie ettt essnsens 10
COoNSIEr aCOES GEI AIS......evuiiviriirieriisiesie e s e 10
Classificagio € NOMENCIAtUN A.......c.coveeerieriiinieieseeee e 11
SALMONELOSE. ... ..ot 13
Etiologia e patogeniCidade...........cooeeereeieeieeeeieeeereeese s 13
M anifestagies ClINICAS........ccooureririrerirere e 14
[ o]Lo L= g p1T0] oo |- SO 17
TTANSIMISSA0. ...ttt bbb sn st e e e 17
Distribuicéo geogréficade Salmonella...........cocvirriineininnineceeee 17
Salmonella em ambientes aqUALICOS...........corereeererenerieere e 23
CARACTERIZACAO GENETICA DE Salmonella.........cccocueveeveveecenee. 27
DIAGNOSTICO LABORATORIAL....cocoeuevcteeecieeeeeereeeeevessesesssssssnenes 31
OBUIETIVOS.....ceoe ettt st sttt sae e sreenaee s 33
ODJELIVO GEI @i 33
ODbj etiVOS ESPECITICOS. ... .eiviieieeiieriere e 33
MATERIAL E METODOS.......oiieieeeeineesseseisesesssesesesessssessssssssnns 34
MODELO DE ESTUDO E SELECAO DASAMOSTRAS.........ccc....... 34
METODOS LABORATORIAIS.......oeieeeeeeeeeeteeeeeeeesseesae st sesn s 37

Reisolamento, | dentificagdo e Manutencéo das culturasde
SaAlmMONEla Panama.........cceiiiiiiiiieieieeeeeee e 37

Andlise da susceptibilidade a agentes antimicrobianos....................... 38



2.2.3

224

3

4

5

Eletroforese em Gel de Campo Pulsado...........cccccovvievviicciececcie e, 40
ASPECLOS ELICOS.......cvoviceeeceseictiseeeeeee s ssesssesses s ses s s ssses s snsssssenans 42
RESULTADOS.. ...ttt e e 43
DISCUSSAOQ........oiiiiriiineissiseeses sttt sssss st ssesssssnes 61
CONCLUSODES........oiinieieesete sttt 75

REFERENCIASBIBLIOGRAFICAS........c.ooiieieieeie e ssssssnns 77



RESUMO

Um total de 110 amostras de Salmonella Panama, incluindo 84 amostras
ambientais, 16 amostras humanas, 5 amostras de alimentos e 5 amostras de animal
silvestre provenientes de municipios no Estado do Parg, Brasil, foi submetido ao teste
de sensibilidade a agentes antimicrobianos e a tipagem genotipica por PFGE. Todas as
amostras analisadas apresentaram multirresisténcia a, pelo menos, 5 antibiéticos. O
model o de resisténcia mais frequente abrangeu 85 (77,3%) das amostras de S. Panama e
foi representado pelos antibidticos cefaotinag, cefazolina, cefuroxima, cefoxiting,
gentamicina e tobramicina. A tipagem PFGE de 89 isolados de S. Panama resultou em
54 perfis genotipicos diferentes, dentre os quais foi observada a ocorréncia de 16 clones.
O dendograma revelou a existéncia de 2 grupos PFGE, designados grupo A e grupo B,
definidos com uma similaridade genética de 83,34% e 83,87%, respectivamente. O
maior clone e mais prevalente com 8 isolados de S. Panama foi oriundo de ambientes
aquéticos dos municipios de Belém e Barcarena. Um segundo clone com 5 isolados foi
proveniente de diferentes igarapés da Floresta Nacional de Caxiuand. Ambos os clones
demonstraram persistir no ambiente aquatico por pelo menos 2 anos. Os 5 clones de
Salmonella Panama encontrados em ambientes aquaticos da Floresta Naciona de
Caxiuand, que se caracteriza por apresentar acdo antrOpica minina, ndo foram
detectados em municipios mais impactados pela acdo do homem como Belém e
Barcarena, sugerindo adaptacdo dos mesmos em relacdo ndo SO aos respectivos

ambientes mas, principa mente, a reservatorios diferentes.



ABSTRACT

A tota of 110 isolates of Salmonella Panama, including 84
environmental isolates, 16 human isolates, 5 food isolates and 5 isolates of wild animal
obtained from different cities in the state of Para, Brazil, was submitted to antimicrobial
susceptibility testing and genotypic typing by PFGE. All the isolates were multiresistant
for at least 5 antibiotics. The most frequent resistance pattern involved 85 (77,3%) of
isolates and was represented by cephalotin, cephazolin, cephuroxime, cephoxitin,
gentamicin and tobramicin. PFGE typing of 89 isolates of S Panama resulted in 54
distinct genotypic profiles, within them were detected 16 clones. The dendogram
revealed 2 major PFGE clusters, designated cluster A and cluster B, that were defined
with 83,34% and 83,87% of genetic similarity, respectively. The magor and most
prevalent clone with 8 isolates of S Panama was detected in agquatic environments in
Belém and Barcarena. Another clone with 5 isolates was detected in superficial waters
in the Caxiuand National Forest. Both clones persisted on the environment over the
years. Salmonella Panama clones found in aguatic environments in the Caxiuand
National Forest, under environmental protection, were not detected in the cities with
evidential antropic action like Belém e Barcarena, suggesting not only adaptation of

clonesto the different environments, but mainly to different reservoirs.



1 INTRODUCAO
1.1 O GENERO Salmonella
1.1.1 Consideracbesgerais

O género Salmonella é composto de bacilos Gram-negativos que medem
de 0,7 a 1,5 um de largura por 2 a 5 um de comprimento, a maioria € mével com
flagelos peritriqueos;; sd0 anaerdbios facultativos e apresentam as seguintes
caracteristicas bioguimicas: oxidase negativa, catalase positiva, prova de sulfeto de
hidrogénio positiva, indol e Voges-Proskauer negativos, citrato de Simmons positivo e
lisina e ornitina descarboxilase positivas. As salmonelas sdo fermentadores da glicose e
de outros carboidratos, produzindo &cido e, geralmente, gés (Le Minor, 1984).

Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae e os representantes
desse género podem causar doengas no homem e em muitos animais (Varnam & Evans,
1991). Alguns estudos demonstraram que a dose infectante para sorovares nédo
adaptados exclusivamente a0 homem, como S Typhimurium, varia de 10° a 10’
bactérias, embora doses inferiores a 10° bactérias ja tenham sido registradas pela
ingestédo de agua e aimentos contaminados (Varnam & Evans, 1991); enquanto a
Salmonella Typhi apresenta uma dose infectante média de 10° bactérias (Blaser &
Newman,1982). De um modo geral, a Salmonella pode se multiplicar em uma variagdo
de temperatura de 5 °C a 45 °C, com um temperatura 6tima de crescimento em torno de
37 °C, enquanto o pH varia de 4.5 a 9.0, com um pH étimo no valor de 7.5 (Varnam &
Evans, 1991).

A salmonelose pode ser causada por uma grande variedade de sorotipos
de Salmonella e a frequencia desses sorotipos varia de acordo com a época, regido e

situacdo epidemiologica. As infecgbes por Salmonella se apresentam, na maioria das
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vezes, sob a forma de gastroenterite aguda, embora possam causar infecgdes extra-
intestinais. Os sorotipos Typhi e Paratyphi A, B e C sdo agentes das febres entéricas no
homem, doencas infecciosas de cardter agudo causadas pela ingestdo de éagua
contaminada, a disseminacdo desses patdgenos no ambiente € um fendbmeno comum, ea
excrecdo assintométicade S. Typhi nas fezes humana pode persistir por semanas, meses
e anos (Franzolin et al., 2005; Ferreira & Campos, 2008), o que favorece a

endemicidade da febre tifoide em algumas regides do pais.

1.1.2 Classificacdo e Nomenclatura

A classificacéo e a nomenclatura da Salmonella sofreram vérias
modificacGes no decorrer dos anos. Borman et al. (1944) propuseram trés espécies de
Salmonella (S typhosa, S choleraesuis e S. kauffmannii). Em 1980, foi aprovada uma
lista com cinco espécies: S. arizonae, S cholaerasuis, S enteritidis, S. typhi e S
typhimurium (Skerman et al, 1980). Em seguida, Le Minor et al. (1982a) propuseram
que todos os sorovares de Salmonella fossem reunidos em uma Gnica espécie; S
choleraesuis, incluindo seis subspécies. S cholaerasuis subsp. choleraesuis, S
choleraesuis subsp salamae, S choleraesuis subsp. arizonae, S cholereasuis subsp.
diarizonae, S. choleraesuis subsp. houtenae e S. choleraesuis subsp. bongori. Quatro
anos depois foi descrita a sétima subespécie, denominada S. choleraesuis subsp. indica
(Le Minor et al., 1986).

A classificagdo atual baseia-se em estudos de hibridizacdo do DNA e
possibilita a divisdo do género Salmonella em duas espécies. S. enterica e S bongori
(Le Minor & Popoff, 1987; Reeves et al., 1989; Popoff, 2001; Popoff et al., 2004).

Sendo que a Salmonella enterica inclui seis subespécies definidas por suas
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caracteristicas bioguimicas e antigénicas (Le Minor & Popoff, 1987; Reeves et al.,
1989). A utilizagéo do esquema de Kauffmann & White (Quadro 1), que tem por base a
composicdo antigénica das salmonelas em relacdo aos seus antigenos O (somatico), Vi
(capsular) e H (flagelar), permitiu aidentificac@o de 2.541 sorovares, dentre estes, 2519
pertencem a espécie enterica e 1504 a subespécie enterica (Quadro 2). Na nomenclatura
atual, os nomes dos sorovares de Salmonella da subspécie enterica ndo séo mais
escritos em itélico e aparecem com a primeira letra em mailscula. (Ferreira & Campos,

2008)

Quadro 1- Esquema abreviado de Kauffmann & White (Ferreira & Campos, 2008) que

divide o género Salmonella em sorovares com base nos seus antigenos O, Vi e H.

Antigeno H

Sorovar Grupo Antigeno O Fase 1l Fase 2
S Paratyphi A 0:2(A) 1,2,12 a [1,5]*
S Paratyphi B 0:4 (B) 1,4,[5],12 b 1,2
S Typhimurium 1,4,[5],12 i 1,2
S Agona 14,12 f,o,s [1,2]
S Derby 1,4,[5],12 f.g [1,2]
S Saintpaul 1,4,[5],12 eh 1,2
S Choleraesuis O:7(C1) 6,7 c 15
S Oraniemburg 6,7,14 m,t [257]
S Infantis 6,7,14 r 15
S Newport 0:8 (C2-C3) 6,8,20 eh 1,2
S Typhi 0:9 (D1) 9,12 [Vi] d -
S Enteritidis 19,12 g,m -
S Anatum 0:3,10 (E1) 3,10[15]15,34] eh 16

[*] pode ou ndo ocorrer

Os antigenos O de natureza polissacaridica sdo designados por nimeros
arabicos e caracterizam os sorogrupos de Salmonella. S6 existe um tipo imunol égico de
antigeno Vi, sendo encontrado apenas em S. Typhi, S. Paratyphi C e S. Dublin. Os
antigenos flagelares constituidos da proteina (flagelina) sdo designados por letras

minuasculas e nimeros arabicos e podem ocorrer em duas fases (1 e 2) cujos flagel os séo
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codificados, respectivamente, pelos genes H; e H,. Quando H, esta funcionando, ele
dirige a sintese do flagelo de fase 2 e de uma proteina repressora do gene Hi, que
blogueia este gene e proporciona a mudanga para a fase 2. A maioria das salmonelas
possui flagelos de fase 1 e fase 2 (bifésicas), outras possuem flagelos de uma sb fase

(monofésicas), e algumas ndo possuem flagelos (imoveis) (Ferreira& Campos, 2008).

Quadro 2- Distribuicdo dos numeros de sorovares de Salmonella de acordo com

espéci es e subespécies

Espécies Subespécies N° de sorovares

S enterica enterica 1504
salamae 502
arizonae 95
diarizonae 333
houtenae 72
indica 13

S bongori 22
Total 2.541

Fonte: Le Minor & Popoff (1987); Reeves et al. (1989)

12 SALMONELOSE
1.2.1 Etiologia e patogenicidade

A salmonel ose tem distribui¢do universal, atingindo criangas e adultos. A
patogenicidade depende do tipo soroldgico da Salmonella, da idade e condigdes de
salde do hospedeiro (Trabulsi et al., 2002). As samonelas sdo habitantes do trato
intestina do homem e de uma variedade de animais, incluindo aves e répteis (Varnam
& Evans, 1991). Alguns sorotipos de Salmonella infectam exclusivamente o hospedeiro

humano, como a S. Typhi e S. Paratyphi A, B e C. Outros sorotipos sdo naturalmente
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adaptados a uma determinada espécie animal, como a S. Abortusovis (carneiro), S
Gallinarum (aves), S Cholerasuis (porco) e S Dublin (bovinos), ou podem ser
ubiquitarios, infectando diferentes animais, inclusive o homem, como a S Typhimurium
(Uzzau et al., 2000).

A infeccdo por Salmonella iniciase na mucosa intestinal. A bactéria
penetra pela regido apical dos enterécitos ou através das células M, estas Ultimas
transportam a bactéria para os macrofagos do tecido subjacente, onde a bactéria pode
permanecer internalizada em um vactiolo denominado fagossoma ou induzir a apoptose
do macrofago e se localizar na lamina propria da mucosa. A infecgdo por Salmonella
pode causar desde uma gastoenterite aguda, até uma infeccdo sistémica quando a
bactéria se dissemina atingindo os linfonodos, em seguida o figado e bago, podendo
atingir também os demais 6rgéos pela corrente sangliinea. Muitos fatores de viruléncia
estédo envolvidos na patogénese da infeccdo por Salmonella entre eles a endotoxina,
equivalente ao lipidio A do lipopolissacarideo de membrana, que sdo responséveis pelo
aumento dos niveis de anticorpos; as enterotoxinas termolabil e termoestavel, que atuam
na permeabilidade da mucosa; uma citotoxina que lesa diretamente a mucosa intestinal,
e adesinas que interagem com a superficie do epitélio intestinal durante a colonizagéo,
além de outras proteinas translocadas para superficie celular ou secretadas pelo aparelho
secretorio do tipo 111, como a proteina de invasdo da Salmonella (SIP) e proteina da
membrana externa da Salmonella (SOP), codificadas por ilhas de patogenicidade no
cromossomo bacteriano as quais, induzem a resposta inflamatoria mediada por células

do sistemaimune (Baumler et al., 2000).
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1.2.2 ManifestacOes clinicas

As infeccbes humanas causadas por Salmonella correspondem a
gastroenterite aguda, forma clinica mais comum, bacteremias em consequiéncia de focos
de infeccdo extra-intestinais e as febres entéricas (tifdide e paratiféides). A gastrenterite
por Salmonella inicia-se, geramente, em 48 horas, podendo esse periodo ser menor ou
maior variando de poucas horas até trés dias, as manifestactes clinicas caracteristicas
sdo febre, cefaléia, mal-estar, nduseas, vOmitos, anorexia, diarréia aguosa com ou sem
estrias de sangue e dor abdominal. Em geral, a doenca € autolimitada com duragdo de
dois a cinco dias. A infecgdo pode ser prolongada e mais grave em lactantes, idosos e
pacientes imunodeprimidos (AIDS, neoplasias e pacientes sob 0 uso de
imunossupressores) (Trabulsi et al., 2002).

A disseminagdo hematogénica da Salmonella pode ocasionar processos
sistémicos ou localizados, com o comprometimento de meninges, 0ssos, articulagdes e
outros (Trabulsi et al., 2002). Os pacientes imunodeprimidos sd0 mais susceptiveis a
desenvolver bacteremia e infecgdes focais em muitos 6rgéos (Hohmann, 2001).

A febre tif6ide apresenta diferentes etapas fisiopatol 6gicas e inicialmente
se caracteriza por febre, que aumenta de forma progressiva, dor abdominal, vémitos,
anorexia, astenia e cefaléia, com intensidade paralela a febre, em seguida a febre se
estabiliza entre 39 e 40 °C, o paciente entra em estado de torpor e delirio, a diarréia é
abundante e esverdeada, € caracteristico o aparecimento de roseolas tificas sobre a pele.
A febre tifGide pode levar a danos respiratorios, hepéticos, esplénicos e neuroldgicos. A
febre paratifoide se assemelha a febre tiféide, porém é menos severa (Focaccia et al.,

2009).
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Kostiala et al. (1992) reportaram trés casos de infecgdo hospitalar por
Salmonella Panama em neonatos, mantidos em observagdo na mesma enfermaria. O
primeiro e o segundo neonato desenvolveram bacteremia e meningite, o segundo
neonato apresentou abcesso cerebral, atingindo crescimento e desenvolvimento
psicomotor normal apos seis meses. O terceiro neonato apresentou apenas um quadro de
gastroenterite. Os trés casos foram relacionados a rota de transmissdo feca-oral,
assinalando para a prevencéo da salmonelose no ambiente doméstico e hospitalar por
meio do habito dalavagem das médos. Naitélia, foi relatado um caso de osteomielite em
crianca do sexo feminino de 17 meses de idade, imigrante da Africa e portadora de
anemia falciforme. Foi detectada lesdo no fémur direito, e apos drenagem cirargica do
material, foi possivel cultivar e identificar Salmonella Panama. Em seguida a criangafoi
submetida a periodo de seis semanas de terapia antibiotica (Busetti et al., 2002).

Na Africa, Owusu-Ofori & Scheld (2003) relataram dois casos de
meningite bacteriana em criangas menores de um ano, que apresentaram culturade LCR
positiva para Salmonella e apesar da tentativa de tratamento, as crian¢as evoluiram
rapidamente para 6bito em 48 horas apds admissdo hospitalar. Arora et al. (2003)
descreveram, na india, um caso de osteomielite por Salmonella em paciente adulto do
sexo masculino com 21 anos de idade, com relato de dor na coxa direita por trés meses
e histérico de doenca febril por 15 dias. A biopsia revelou um tecido inflamat6rio cuja
cultura foi positiva para Salmonella Typhi. O paciente recebeu tratamento com
antibiético, demonstrando cultura de urina e fezes negativas para S. Typhi apés trés
meses.

Outro caso de meningite por Salmonella Panama em recém-nascido foi

documentado em Taiwan, sendo o primeiro associado ao consumo de leite materno. S
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Panama pode ser detectado no sangue, no liquido cefalorraquidiano (LCR) da crianca
quanto no leite materno. Concluiu-se por método da biologia molecular (ribotipagem)
que os isolados obtidos do sangue e LCR da crianga e do leite materno eram
genotipicamente indistinguiveis. Ndo foi descartada a hipétese de contaminagdo por

mani pulacdo direta dos profissionais na enfermaria (Chen et al., 2005).

1.2.3 Epidemiologia
1.2.3.1 Transmisséo

A &gua é um veiculo para disseminacdo da Salmonella cujas fontes de
contaminacdo incluem efluentes de esgoto, que freqlentemente transportam fezes de
origem humana e animal, assim como dejetos organicos de atividades humanas
domeésticas ou agricolas. Outra fonte corresponde aos excretos de animais selvagens em
ambientes naturais, 0s quais representam importantes reservatorios para disseminagao
de Salmonella, entre eles podem ser citados os passaros, roedores e insetos (Murray,
2000).

A salmonelose é uma zoonose, e a infeccdo no homem esté relacionada
ao consumo de alimentos mal-cozidos preparados com ovos, frango, carne de gado, leite
e derivados contaminados com Salmonella. Excluindo-se o leite pasteurizado, embora
passivel de contaminacdo, os demais produtos apresentam grande potencia de

positividade para Salmonella (Humphrey, 2000).

1.2.3.2 Distribuicéo geografica de Salmonella
Na Irlanda, a Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE) quando

aplicada a 31 isolados de S Typhimurium envolvidos em surto de gastrenterite
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identificou dois padrfes de restricdo distintos, um representado por 22 isolados, e 0
outro (9 isolados) caracterizou-se por agrupar isolados resistentes a penicilina e
cloranfenicol (Corbett-Feeney & Ni Riain, 1998).

Na Espanha, Guallar et al. (2004) estudaram 22 isolados de S. Enteritidis
de pacientes com gastrenterite envolvidos em um surto hospitalar, e observaram que
todos os isolados de S. Enteritidis apresentaram 0 mesmo padrdo de suscetibilidade aos
antimicrobianos e compartilhavam o mesmo padréo de bandas, ap0s restricdo do DNA
com Xba | e Spel, gerados por PFGE.

Na Tanzania, durante a investigagéo de outro surto hospitalar o PFGE foi
capaz de agrupar 7 isolados de S. Enteritidis obtidos de 5 neonatos com meningite e 2
com septicemia. Todos estes isolados apresentaram resistténcia ao cloranfenicol e
ampicilina (Vaagland et al., 2004).

Na Franga, Weill et al. (2006) obtiveram 45 perfis de restricdo por
PFGE, ap6s a digestdo do DNA de 122 isolados de S. Typhimurium com Xba l. O
perfil de PFGE mais prevaente agrupou 44 isolados (36,1%), dentre estes 28 (63,6%)
apresentaram resisténcia a amoxicilina, cloranfenicol, estreptomicina, espectinomicina,
sulfonamidas e tetraciclina

Um total de 28 cepas de Salmonella representada por 6 sorovares foi
causa de gastrenterite e infecgdes focais no sistema urinério, pulmonar, vascular,
nervoso e osteoarticular. A andlise de macrorestricdo do DNA com Xba | revelou 13
perfis de bandas geradas por PFGE. Os sorovares S Enteritidis (18 cepas) e S
Typhimurium (6 cepas) foram os mais frequentes, representados por 5 perfis de

restri¢éo gerados pela enzima (Rodriguez et al., 2006).
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Na Espanha, a Salmonella Newport foi identificada como causa de um
surto de salmonel ose, onde 85 casos foram detectados. O surto foi atribuido ao consumo
de leite e seus derivados (CDC, 2008).

Kariuki et al. (1999) desenvolveram um estudo com 61 isolados de
Salmonella Paratyphi C, dos quais, 37 foram obtidos no Zaire entre os anos de 1992 a
1996; 2 do Iraque; 2 da Africa; um isolado da Grécia; 15 da india (1983) e 4 outros
isolados da india de 1960 (2) e 1976 (2). O estudo incluiu o teste de suscetibilidade aos
antimicrobianos, perfil plasmidial, padréo de fragmentos da endonuclease de restrigdo
(REFPs) nos plasmideos e PFGE. Estes autores observaram que os isolados S. Paratyphi
C de 1996 do Zaire foram resistentes a 5 ou 6 dos antimicrobianos testados e
apresentaram uma resisténcia maior que os isolados de 1992. A tipagem por PFGE
distribuiu os 61 isolados em 8 grupos principais, sendo que os isolados do Zaire de 1992
e os da India formaram dois grupos independentes. O clone da | ndia apresentou também
um plasmideo de 38 MegaDaltons (MDa).

A digestdo enzimatica com Xba | de 193 isolados de S Typhi
multidroga-resistentes (MDR), provenientes de paises asidticos, gerou 5 diferentes
padrdes de PFGE, 30 isolados de S. Typhi de Bangladesh caracterizaram um Unico
clone e foram proximamente rel acionados aos clones da india (2 isolados) e do Kwait (8
isolados) (Mirzaet al., 2000).

Na india, Misra et al. (2005) estudaram uma epidemia de febre entérica
com 150 casos registrados, entre criangas e adultos, e encontraram S. Typhi em 63% dos
casos. No mesmo pais, a tipagem por PFGE identificou 2 clones entre 16 cepas de S.
Typhi relacionadas a um surto de febre tiféide (Chandel et al., 2006). Em estudo

realizado no Japdo, S. Enteritidis foi isolada de espécimes clinicos de 21 pacientes por
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ocasido de um surto alimentar. Todos os isolados apresentaram o mesmo padréo de
bandas por PFGE e foram sensiveis a todos os antibi6ticos testados (Kaida et al., 2007).

Gorman & Adley (2004) andlisaram 67 isolados de S Typhimurium,
compreendendo 28 isolados humanos, 3 de aimentos e 36 de amostras animais,
submetendo-os ao teste de suscetibilidade a antimicrobianos, fagotipagem e PFGE. Em
77,6% dos isolados, foi observada resisténcia a 5 antibiéticos e 5 fagotipos. O fagotipo
DT104 correspondeu a 63% dos isolados e foi encontrado entre os i solados humanos, de
alimentos e animais, seguido do DT104b com 17,9% dos isolados. Dentre os 67
isolados genotipados por PFGE observou-se que aqueles pertencentes aos fagotipos
DT104 e DT104b (n=21) constituiram um Unico clone que foi representado por isolados
de humanos (7 isolados) e de animal (14 isolados).

Tsai et al. (2007) analisaram 81 isolados de Salmonella provenientes de
81 criangas, reunidas em dois grupos. o primeiro (grupo |) representado por casos de
gastrenterite e bacteremia (15 criangas) e 0 segundo (grupo Il) com gastrenterite sem
bacteremia (66 criancas). Os isolados foram submetidos a sorotipagem, teste de
resisténcia a antibiéticos e PFGE. S. Enteritidis foi 0 sorovar mais encontrado (77,8%),
seguido de S Panama (8,6%), tendo sido observado que as criangas infectadas por
Salmonella Panama estavam mais propensas a desenvolver bacteremia. A anélise por
PFGE revelou a presenca de um clone representado pela maioria dos isolados de S
Enteritidis. Dentre os isolados de S. Panama, diversos gendtipos foram observados. A
resisténcia maltipla (trés ou mais drogas) foi encontrada em 19,5% dos isolados, com
maior freqliéncia entre os isolados de pacientes do grupo |.

No Japdo, a Salmonella foi isolada a partir de 106 espécimes fecais de

manipuladores de alimentos e 104 espécimes fecais de pacientes sintométicos tendo
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sido a S Infantis o sorovar predominante (24%), seguido da S Corvalis (6,4%)
(Murakami et al., 2007).

No Canada, um estudo com 214 isolados de S. Typhi de pacientes com
histérico de viagem para Asia demonstrou que 48 deles (22,4%) apresentaram
resisténcia a ampicilina, cloranfenicol, tetraciclina, estreptomicina, sulfametoxazol,
trimetoprim, cotrimoxazol, ticarcilina e piperacilina, além disso, a andlise por PFGE
com Xba | e Spe | indicou que a maioria desses isolados multiresistentes apresentou o
mesmo perfil de restricdo (Harnett et al., 1998).

Nos EUA, Kubota et al. (2005) avaliaram por PFGE 139 isolados de S
Typhi de pacientes com febre entérica e historica de viagem internacional. Um clone foi
representado por 24 isolados obtidos de pacientes com relato de viagem a India. Outro
clone compreendeu 12 isolados de pacientes com relato de viagem para o Paquist&o.
Um terceiro clone incluiu 2 isolados com relato de viagem para o Vietnd Os isolados
(n=3) obtidos de pacientes com relato de viagem a Bangladesh, México e El Salvador
representaram também o mesmo clone. Dos 139 isolados, 46 foram multidroga
resistentes (MDR), os quais, distribuiram-se em 4 clones, sendo que um deles agrupou
34 dos 46 isolados.

Sandt et al. (2006) realizaram tipagem por PFGE de amostras (n=121) de
Salmonella enterica dos sorovares Javiana, Thompson, Typhimurium e Muenchen
provenientes de espécimes clinicos (humanos); e de Salmonella Anatum isoladas de
espécimes clinicos (humanos) e de alimentos (tomate), todas envolvidas em um surto de
salmonelose nos EUA. Dos 146 isolados de Salmonella Javiana, 132 isolados
apresentaram o mesmo perfil genotipico, 0 que caracterizou o clone desse sorovar como

a principal causa do surto. Também foi identificado um clone prevaente para cada
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sorovar analisado. Além disso, um clone de Salmonella Anatum foi identificado entre
isolados obtidos de tomate e de espécimes clinicos (humanos).

Nos EUA, Medus et al. (2006) revisaram 23 surtos de salmonelose
associados a restaurantes, investigando isolados clinicos de clientes e cozinheiros. Os
sorovares de Salmonella enterica relacionados ao surto incluiram Typhimurium,
Heidelberg, Enteritidis, Braenderup, Newport e Montevideo. Isolados de Salmonella
representando um mesmo clone ou subtipo PFGE foram detectados entre clientes e
cozinheiros em 19 surtos. Também foram identificados isolados de Salmonella de um
mesmo clone entre clientes que freglentaram o mesmo restaurante. O clone
representado por 74 isolados de S. Heidelberg foi 0 que agrupou 0 maior nimero de
amostras.

Ainda no mesmo pais, 29 cepas de S. Enteritidis isoladas de humanos,
representadas por 7 fagotipos e 13 ribotibos, foram diferenciadas em 14 subtipos pelo
método RAPD, quando utilizaram 6 primers. Trés cepas de S Enteritidis fagotipo 8,
apresentaram o mesmo padrdo de bandas pelos métodos PFGE, ribotipagem e RAPD
(Linet al., 1996).

No Caribe, Adesiyun et al. (2000) analisaram, por PFGE, 129 isolados
de S Enteritidis de pacientes com gastrenterite. A digestdo do DNA com aenzima Xba |
revelou 13 padrdes de bandas distintos, o padréo de banda mais prevalente agrupou 88
isolados (68,2%). A digestdo com a enzima Spe | ndo foi tdo discriminatéria quanto
com Xba |. Neste mesmo estudo observou-se que 51,9% dos isolados exibiam

resisténcia a um ou mais agentes antimicrobianos.
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Em muitos paises a toxiinfecgdo aimentar por salmonela emergiu como
importante doenca humana causada pelo sorovar S. Enteritidis (Badrinath et al., 2004;
Braden, 2006).

Na Argentina, 15 isolados de S. Infantis de humanos provenientes de um
mesmo surto, foram avaliaos pelo PFGE, ERIC-PCR, Rep-PCR e geraram padroes
idénticos, aém disso, foram identificados 3 perfis plasmidiais distintos. Todos os
isolados também apresentaram resisténcia a ampicilina e cefaotina (Merino et al.,
2003).

Em S&o Paulo, Peres et al.(1998) avaliaram 906 casos de salmonelose
relacionados a surtos de veiculacdo alimentar notificados entre 1993 e 1997. Cepas de S.
Enteritidis fagotipo 4 foram isoladas de 80,5% das coproculturas. Em 22 (95,7%) dos
surtos a Salmonella foi transmitida por alimentos contendo ovos crus e semicrus. Em
outro estudo em S&o Paulo, Fernandes et al. (2006) estudaram 3554 isolados de
Salmonella de casos de infeccdo humana obtidos entre 1996-2003. Foram identificados
68 sorovares. Sendo a S. Enteritidis o sorovar mais freguente (67,4%) em infeccdes
gastrointestinais e extrarintestinais. S. Typhimurium (51 isolados) e S. enterica subsp.
enterica (4,512:i:-) (53 isolados) foram freqlientemente isolados de criangas entre 1 a 4
anos de idade.

Um Estudo conduzido no Rio Grande do Sul mostrou que a Salmonella
foi a principa causa de doenca transmitida por aimentos, envolvendo 8.217 pacientes,
dos quais 1.557 foram hospitalizados; a maionese caseirafoi aresponsavel pela maioria
dos eventos (Costalunga & Tondo, 2002).

No Parang, no periodo de 2002 a 2004, foram notificados 22 surtos de

salmonel ose e 26 casos esporadicos de infecgdo humana por Salmonella. Doze sorotipos
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foram identificados, sendo a Salmonella Enteritidis a mais predominante. O referido
sorotipo foi isolado em 91% dos surtos e em 61,5% dos casos esporadicos de infeccéo.
Os sorotipos S Livingstone e S Muenster foram responsaveis por 4,5% dos surtos.
Salmonella Panama (4,2%) foi isolada em dois casos de infeccdo esporéadica
(gastroenterite e bacteremia) (Tozetto, 2006).

No Rio de Janeiro, um estudo com 35 cepas de Salmonella Infantis
isoladas de criangas com gastrenterite permitiu a identificagdo de 5 perfis de fragmento
de restricdo. O perfil gerado por PFGE, Al, que incluiu 26 cepas, foi associado aos
surtos hospitalares de S. Infantis multidrogaresistentes no periodo de 1996 a 2001
(Fonseca et al., 2006).
1.2.3.3 Salmonella em ambi entes aquati cos

A ocorréncia de uma ampla variedade de sorotipos de Salmonella em
ambientes aquaticos naturais tem sido bem documentada. A contaminacdo de aguas
superficiais por esta bactéria se deve, entre outros fatores, a mobilizagdo dos excretos de
animais (reservatorios terrestres) para as aguas superficiais ocorrida durante os eventos
de inundac&o (periodo de chuva). Na Franca, elevado nimero de cepas foi registrado em
amostras de rio, agua de esgoto e agua do mar. S. Typhimurium (156 isolados) e S
Newport (84 isolados) foram os sorovares mais freguientes entre os 574 isolados obtidos
(Baudart et al., 2000). Este mesmo estudo registrou que a carga anual de Salmonella no
rio mediterraneo foi superior aquela estimada para os pontos da saida de esgoto. Esses
registros foram de grande importancia sanitaria, ja que as maiores cargas de Salmonella
spp. foram detectadas durante o verdo, coincidindo com as atividades recreativas de

banho e outono quando aumenta a produgdo e consumo de ostra (Baudart et al., 2000).
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Na Inglaterra, foi avaliada a poluicdo de aguas superficiais de 14 sitios
de coleta, incluindo rios, cérregos e reservatério de agua. Amostras de 10 dos 14 sitios
foram positivas para Salmonella. Os sorovares mais frequentes foram S Agona (7
isolados), S. Typhimurium (4), S. Senftenberg (2) e S Virchow (2) (Smith et al., 1978).

Na Espanha, a Salmonella foi isolada em 53,6% das amostras de &gua de
irrigacdo, em que S Kapemba, S. London e S Blockley representaram os sorovares
mais freglentes (Ruiz et al., 1987). Salmonella spp. foi encontrada na &gua de um rio na
Espanha e os maiores indices de contaminagcdo foram detectados em pontos que
recebiam a descarga direta de efluente de esgoto (Morifiigo et al., 1986).

Durante 4 anos foi investigada a distribuicdo de Salmonella em éguas
costeiras no noroeste da Espanha e sua associagdo aos eventos de contaminagdo com
diferentes fatores ambientais. Salmonella foi isolada em 127 de 5384 amostras de
moluscos e &gua do mar. Foram identificados 20 sorovares diferentes sendo que a S
Senftenberg (54 isolados) foi a mais predominante, seguido de S. Typhimurium (19
isolados) e S. Agona (12 isolados). O sorovar S. Senftenberg foi detectado em pontos
costeiros especificos, os demais sorovares foram principalmente encontrados em areas
préximas a nascente de rios (Martinez-Urtaza et al., 2004).

Naindia, aincidénciade S Irumu, S Panamae S. Lexington foi relatada
pela primeira a partir de amostras ambientais. S. Lexington (54,8%) foi detectada em
amostras de dois biétopos (mangue e estuario), seguido de S. Panama (25,8%) isolada
de amostras mangue (&gua e plancton) e de amostras de estuario (sedimento e agua), e
S Irumu (19,3%) isolada exclusivamente de &gua e sedimentos de mangue

(Ramamurtphy et al., 1985).
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A &gua de usinas de tratamento de esgoto e dos efluentes dos sistemas de
tratamento foi avaliada quanto a presenca de Salmonella no Sul da Califérnia, EUA.
Oito de 12 das usinas tiveram amostras de &gua de esgoto positivas para Salmonella,
enguanto os efluentes de 11 usinas foram positivas para Salmonella. Um total de 683
isolados de Salmonella foi representado por 54 sorovares. Entre os mais freguentes
estavam: S. Seftenberg (72/683), S. Anatum (42/683) e S. Oranienburg (38/683). A
deteccdo de Salmonella em pontos de amostragem nos efluentes, situados apds os sitios
de cloracgo, foi atribuida a presenca de materiais organicos e inorganicos que podem
afetar a eficiéncia da desinfeccdo e aos baixos niveis de cloro em aguns sitios. Além
destes fatores, foi destacada a necessidade de pesquisar novas técnicas, voltadas para
quantificacdo da Salmonella em ambientes aquéticos, que possam atuar em conjunto
com os testes de rotina para detecgéo de coliformes (Kinde et al., 1997).

Em estudo realizado na Argentina, Eiguer et al. (1982) observaram que
dos 3665 isolados de Salmonella obtidos entre 1979 e 1982, 73,73% eram provenientes
de fontes humanas e 26,27% de fontes ndo-humanas (&gua, animais e aimentos). S
Panama foi o sorovar mais freguiente em amostras de agua em 1979 (50 isolados) e em
1980 (26 isolados), entretanto somente em 1981 se nota um aumento em numero de
isolados de S Panama de origem humana.

No Chile, Sears et al. (1984) examinaram a &gua utilizada na irrigagcéo
quanto a presenga de S Typhi. Entre as 76 amostras analizadas 8 (11%) foram positivas
para S. Typhi. Tais amostras foram provenientes de ambientes ndo contaminados pela

poluicdo quimicade &reas industriais.
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A vigilancia dos sorovares de Salmonella em ambientes aquéticos
constitui um dos principais elementos do monitoramento das infec¢gbes humanas e
animais (Martins et al., 1986; Martins et al.,1988).

No Brasil, Farias (2000) isolou um total de 221 cepas de Salmonella a
partir de amostras de &gua de esgoto e corregos da cidade de S&o Paulo. Ressalta-se que
todas as amostras apresentaram positividade para Salmonella e que entre os sorovares
Omais prevalentes estavam S Panama, S Agona, S Infantis, S Hadar, S Onakan e S.
Braenderup.

Em decorréncia da deficiéncia de saneamento basico na regido
Amazonica brasileira, na maioria das vezes as populacdes ribeirinhas utilizam aguas
superficiais e de pogos fredticos, como Unicas fontes de abastecimento domeéstico, as
guais se encontram precariamente protegidas contra o despejo de dejetos humanos ou de
animais, tornando a agua um veiculo eficiente na transmissdo de agentes infecciosos
(Feachem, 1983).

Em Belém, Loureiro (1990), analisando 708 amostras de esgoto em
Belém, no periodo de 1975 a 1986, isolou 21 sorovares de Salmonella com destaque
paraS. Anatum, S. Give, S.1 9,12:-:1,5 e S Miami. Convém destacar o isolamento de S
Typhi em uma amostra do afluente da estagéo de tratamento de esgoto do UNA. Mais
recentemente, o estudo realizado por Ribeiro (2004) demonstrou a identificagdo de 497
cepas de Salmonella spp., isoladas nos cursos d’&gua dos igarapés Paracuri e Combu,
em Belém-PA. Estudo recente realizado por Loureiro (2007) relatou a importancia da
presenca de Salmonella em diferentes ecossistemas aguéticos do Estado do Para. A
andlise de 694 amostras de aguas de diferentes origens (rio, igarapé, baia, praia, lago,

poco, nascente, abastecimento, corrego, drenagem e esgoto) coletadas no periodo entre
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1993 a 2002 e procedentes de 11 municipios do Estado do Pard que resultou na
observacao de que 212 amostras (30,5%) estavam contaminadas por 2.115 cepas de 91
sorovares de Salmonella, com destaque para S. Panama (10,7%), seguida de S. Saintpaul

(6,5%), S. Rubislaw (5,49%) e S. Miami (4,9%).

1.3  CARACTERIZACAO GENETICA de Salmonella

A tipagem genotipica oferece vantagem sobre os métodos fenotipicos,
pois torna possivel que qualquer cepa bacteriana disponivel sejatipada, porque as cepas
podem ndo expressar seu fendtipo. Tais méodos moleculares baseados na andlise do
DNA vém sendo amplamente empregados para estudos taxondmicos e epidemiol 0gicos,
onde isolados bacterianos indistinguiveis, com o mesmo padrdo de bandas ou perfil
genotipico, podem ser chamados de clones (Farber, 1996).

A tipagem plasmidia consiste na andlise do DNA extracromossdmico,
possui baixa reprodutibilidade, pois o DNA plasmidia é instavel e algumas bactérias
podem ndo apresent&-lo (Farber, 1996). A andise de microrestricdo do DNA apresenta
dificuldades de interpretacdo dos resultados dado o elevado nimero de bandas muito
préximas que sdo geradas pela digestdo do DNA cromossomal por endonucleases de
restricdo. O RAPD (Randomly amplified polymorphic DNA) € um método baseado na
PCR cujas sequéncias de DNA sdo escolhidas de forma randémica, porém o método
tem baixa reprodutibilidade se néo estiver bem padronizado (Farber, 1996).

As seqiiéncias cromossomicas repetitivas sdo conhecidas nas bactérias
Gram-negativas e sdo referidas como REP (Repetitive extragenic palindromic) e ERIC
(Enterobacterial repetitive intergenic consensus) e sdo também baseadas na PCR

utilizadas para amplificacdo de sequiéncias de DNA cromossomal existentes entre esses
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elementos repetidos, apesar de boa reprodutibilidade, apresenta apenas moderado poder
discriminatorio (Farber, 1996).

A tipagem PFGE ¢é uma ferramenta molecular para estudos
epidemiol6gicos, possui ata reprodutibilidade e poder discriminatorio, pois utiliza a
andise de macrorestricdo, em que o DNA cromossomal (preparado em plugs de
agarose) é digerido por endoncleases de corte infreqlente que produzem um ndmero
pequeno de grandes fragmentos de DNA (10 a 800 kilobases), sendo necessario um
equipamento com aternancia de corrente para separé-los durante a eletroforese (Farber,
1996).

A eetroforese em gel de campo pulsado possibilitou a deteccdo de
consideravel diversidade genética quando foram utilizadas trés enzimas de restrigdo
para caracterizar 54 isolados de Salmonella Typhi obtidos no Chile. Neste estudo, a
comparagéo de 2 grupos de isolados humanos, obtidos com 11 anos de diferenga,
indicou que certos clones foram compartilhados entre 0s grupos e persistiram por longo
tempo relacionados a infeccdo no homem. Alguns destes clones também foram
dentificados em amostras de fezes e agua de rio, provendo evidéncia epidemioldgica
entre reservatrios ambientais e infecgdo humana (Thong et al., 1996). Um total de 60
isolados de S. Senftenberg, provenientes de atividades de vigilancia em ambientes
marinhos, foi caracterizado por PFGE. Os clones mais prevalentes persistiram no
ambiente por mais de quatro anos, enfatizando a capacidade de adaptacéo e
sobrevivéncia da Salmonella em ambientes aquéticos. O método utilizado demonstrou
também a existéncia de clones, entre isolados de S. Senftenberg oriundos de amostras de

agua e de moluscos (Martinez-Urtaza & Liebana, 2005).
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Martinez-Urtaza et al. (2004), estudando amostras de S. Typhimurium
isoladas de ambientes marinhos identificaram um mesmo clone tanto por PFGE, quanto
pela andlise plasmidial. A resisténcia a multiplos antibiéticos foi detectada entre
amostras de S. Typhimurium isoladas de frutos do mar, destacando a necessidade de
monitorar Salmonella em ambientes marinhos utilizados para criagdo de moluscos.

O método PFGE foi util na identificacdo de padrdes genotipicos
indistinguiveis entre isolados de Salmonella spp. de amostras humanas e de lodo
coletadas em usinas de tratamento de esgoto na Suica, evidenciando que os clones
presentes em residuos de esgoto poderiam ter sido eliminados nas fezes humanas, aém
disso, a multiresisténcia a antimicrobianos esteve presente em isolados de ambas as
fontes (Sahlstrém et al., 2006).

Refsum et al. (2002) realizaram um estudo molecular com 142 isolados
de S Typhimurium de aves selvagens, animais domésticos e de amostras ambientais. A
andlise por PFGE revelou ata similaridade genética entre as amostras de aves
selvagens, apesar da maioria dos isolados de aves selvagens terem sido classificadas em
diferentes subgrupos, o que indica a relagdo destes gendtipos com um determinado
hospedeiro. Demonstraram que passarinhos, gaivotas e pombos foram a principal fonte
de infeccdo para 0 homem e animais domésticos, como também fonte de contaminagdo
ambiental.

Um estudo de caracterizagdo genotipica com PFGE determinou a
existéncia de relacéo clonal entre cepas de S. Typhimurium de origem humana e de
animais, evidenciando a ligag@o deste sorovar tanto com infecgdo em humanos gquanto
sua presenca em diversos reservatorios animais. A maioria das cepas humanas e animais

multiresistentes a antimicrobianos pertenciam a um mesmo gen6tipo e foram isoladas
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de diferentes &reas e anos, o0 que demonstra a circulagdo deste gendtipo entre as fontes
analisadas (HY et al., 2002).

O método PFGE revelou alta diversidade genética quando empregado
para a tipagem de 85 isolados de S. Typhimurium obtidos de amostras de gado de
diferentes localidades nos EUA (Fakhr et al., 2005)./ Em outro estudo com 128 cepas de
S Typhimurium isoladas de alimentos, o método PFGE apresentou excel ente habilidade
discriminatoria entre as cepas andisadas, caracterizadas por diferentes padrdes de
bandas, contudo, foi possivel detectar um clone representado por isolados de S
Typhimurium obtidos de gado, porco, galinha, peru e produtos derivados (Foley et al.,
2006).

Ribeiro et al. (2007) avaliaram 54 amostras de Salmonella spp. isoladas
de salame industrializado no Parand. Salmonella Panama foi 0 sorovar mais freqliente
entre as amostras. A multiresisténcia a antimicrobianos também foi detectada. A andlise
por PFGE foi hébil em discriminar diferentes perfis de restricdo, considerando a
utilizacdo de 2 endonucleases de restricdo, que revelaram diversidade genética entre
isolados da mesma fonte de contaminagé@o alimentar. Lapuz et al. (2007) estudaram 33
cepas de S, Enteritidis isoladas de fezes e visceras (figado, bago e intestino) de ratos (10
cepas), do ambiente de uma fazenda (2 cepas) e de uma fabrica processadora de ovos (7
cepas), obtidas com swab de solo, paredes e etc., de efluentes de égua (7 cepas) dessa
fébrica e de ovos (7 cepas) de uma fazenda de criagdo de galinhas, para determinar a
ligac8o epidemioldgica entre as mesmas. A andise por PFGE com enzima Xba |
revelou um perfil comum entre as cepas. Ja com a enzima Bln | observaram diferentes
perfis genotipicos, porém, com considerdvel similaridade genética. Os resultados

demonstraram a necessidade da utilizacdo de mais de uma enzima de restri¢do, quando
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da utilizacdo do PFGE para tipagem genética, a fim de ampliar o poder discriminatorio
do método.

No Senegal, Stevens et al. (2008) avaliaram 78 isolados de Salmonella
spp. obtidos a partir de amostras de carne de vaca de um abatedouro e véarios agougues,
com a finalidade de examinar as rotas de disseminacdo da Salmonella e suas fontes de
contaminagdo. A tipagem por PFGE permitiu a definicdo de diferentes gendtipos entre
seis sorotipos andlisados: S Bredeney, S. Muenster, S. Waycross, S. Corvallis e S
Kentucky. Os resultados da andlise por PFGE demonstraram grande diversidade
genotipica entre os isolados em relacdo as fontes de contaminacdo. N&o houve relacéo
evidente entre os perfis genotipicos e os locais de origem das amostras de carne. No
entanto, os isolados de agougue quanto os isolados do abatedouro apresentaram
resisténcia a antimicrobianos.

A tipagem por PFGE e a andlise plasmidial detectou baixa similaridade
genética entre 37 isolados de Salmonella Weltevreden oriundos de frutos do mar. O
maior grupo incluiu isolados de amostras de camaréo (11 isolados), peixe (13 isolados),
caranguejo (1 isolado), caracol (2 isolados) e mexilhdo (1 isolado), contudo pequenos

subgrupos de isolados representaram mais de um clone um clone (Ponce et al., 2008).

1.4  DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnastico laboratorial da salmonelose é realizado pela coprocultura
gue visa o isolamento e identificacdo da Salmonella. As fezes, sem conservantes, devem
ser encaminhadas ao laboratério em temperatura ambiente e processadas dentro de 2
horas ap6s a coleta. Se ndo for possivel, as fezes devem ser colocadas em um frasco

contendo meio de transporte Cary & Blar ou sadlina glicerinada, mantidas em
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temperatura ambiente ou na geladeira, e encaminhadas ao laboratério de analises
clinicas. Quando se tratar de swab retal, deve-se umedecé-lo em salina estéril e inseri-lo
no esfincter retal fazendo movimentos rotatérios, e enviar ao laborat6rio no prazo de 30
minutos, conservando-os em caixa de isopor ou utilizando-se 0 meio de transporte Cary
& Blair.

Nos casos de febre entérica, usualmente nas duas primeiras semanas de
doenga, deve ser realizada a hemocultura (Winn et al., 2008).

Para o isolamento, utilizam-se os meios seletivos indicadores a seguir:
dgar Salmonella-Shigella-SS, égar xilose-lisina-desoxicolato-XLD, Agar Verde
Brilhante- VB. Para enriquecimento das amostras podem ser utilizadas Tetrationato,
Selenito cistina e Rapapport-Vassiliadis. A incubagdo dos meios de cultura é realizada
geralmente a 37°C por 18-24h. As colbnias tipicas do género Salmonella, nos meios
seletivos- indicadores (XLD ou VB) sdo selecionadas para a identificagdo presuntiva
usando o TSI (&gar triplice agucar-ferro), LIA (&gar lisina-ferro), EPM/Milli, Rugai
modificado (IAL), seguido da caracterizagdo bioquimica conclusiva utilizando testes
bioguimicos na forma cléssica convencional que consiste na utilizacdo de meios solidos
e liquidos com diferentes substratos. Essa forma de identificagdo inclui provas de
utilizagdo de carboidratos (glicose, lactose, sacarose, manitol e maltose), prova de
producdo de indol, prova do vermelho-de-metila, prova de Voges-Proskauer, prova da
utilizagdo do citrato, prova de reducéo de nitratos, motilidade, prova de producgéo de
urease, prova de producdo de fenilalanina desaminase, atividade de citocromo oxidase e
prova da descarboxilagdo dos aminoacidos (lisina, arginina e ornitina) (Ewing, 1986), a
identificagdo bioquimica também pode ser realizada por método automatizado (Vitek

2), seguindo as recomendagdes do fabricante (bioMérieux).
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Quando se trata de alimentos ou diferentes tipos de &gua, utiliza-se um
pré-enriquecimento em &gua peptonada tamponada-APT (pH 7.0) e posterior inoculagdo
nos meios de enriquecimento (Selenito cistina ou Rappaport-Vassiliadis) a 42,5° C (
Loureiro, 2007).

A identificagdo antigénica através da pesquisa dos antigenos sométicos
elou flagelares é necessaria para selar o diagndstico etioldgico de Salmonella, o qua é
realizado através do teste de aglutinacdo rapida em lamina, utilizando-se anti-soros
especificos polivalente somatico (A-I) e polivadente flagelar (a-z), disponiveis
comercialmente (Ewing, 1986). A identificagdo dos sorovares de Salmonella no Brasil,
€ realizada em laboratorios de referéncia nacional (Instituto Oswado Cruz/FIOCRUZ e

Instituto Adolfo Lutz).



15 OBJETIVOS
151 Objetivogeral

Caracterizar genotipicamente e fenotipicamente Salmonella Panama isoladas de
ambientes aquéticos, amostras humanas, alimentos e animais silvestres, em diferentes
municipios do Estado do Para.
15.2 Objetivos especificos
- Definir os modelos de resisténcia a antimicrobianos das amostras de Salmonella
Panama das diferentes fontes;
- Verificar a ocorréncia de clones de Salmonella Panama provenientes de
amostras de &guas superficiais de Belém, Moju, Barcarena e Floresta Nacional de
Caxiuan&Melgaco, de aguas subterraneas de Moju, Barcarena e Angjés e de amostras
de &guas de esgoto de Belém,
- Descrever a ocorréncia de clones de Salmonella Panama entre isolados de
humanos, aimentos e animais silvestres e comparalos aos perfis genotipicos dos
isolados ambientais;
- Comparar os perfis de resisténcia aos antimicrobianos com os diferentes perfis
de PFGE obtidos entre as amostras de Salmonella Panama isoladas em ambientes
agquéticos de éreas protegidas (Floresta Naciona de Caxiuand) e aguelas oriundas de

areas com agdo antropica evidente.
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2 MATERIAL E METODOS
21 MODELO DE ESTUDO E SELECAO DASAMOSTRAS

Um total de 110 isolados de Salmonella enterica sorovar Panama foram
avaliados, correspondendo a 84 isolados de origem ambiental, 16 isolados clinicos
humanos de casos de gastrenterite, 5 isolados de aimentos e 5 de animais silvestres
(Quadro 3). Os isolados ambientais de Salmonella Panama sel ecionados para o presente
estudo foram obtidos durante monitoramento ambiental da Salmonella em diferentes
ecossistemas aquaticos, realizado no Instituto Evandro Chagas (IEC) (Loureiro, 2007),
em diferentes ambientes aquaticos no Estado do Para, no periodo de 1994 e 2001
(Quadro 4 e 5 e Figura 1). As 16 amostras humanas de Salmonella Panama incluidas
neste estudo foram isoladas de casos de diarréia aguda, no Laboratério de
Enteroinfecgbes Bacterianas da Seccéo de Bacteriologia do IEC, dentre estas, 12
amostras foram isoladas no periodo de 1975 a 2007 de espécimes fecais de pacientes
provenientes de Belém-PA durante atividades de rotina, enquanto as outras 4, foram
isoladas entre 2007 e 2008 de pacientes atendidos durante um projeto de pesquisa
desenvolvido pelo IEC no municipio de Juruti-PA. Todas as amostras de aimentos
(carne bovina moida) foram isoladas em 1997, em Ananindeua-Pa, e as de animais
silvestres, foram provenientes de animais capturados nas matas do municipio de

Parauapebas-PA, em 2008.



Quadro 3 — Distribui¢do numérica das amostras de Salmonella Panama em

relagdo a fonte, municipio e ano de isolamento

Fonte Municipio N° de amostras Ano
Salmonella Panama
I solados Belém, Moju, 84 1994-2001
Ambientais | Barcarena, Angjas e
Melgaco — PA
Isolados Belém 12 1975-2007
Humanos Juruti — PA 4 2007-2008
Isolados de Ananindeua— PA 5 1997
Alimentos
Isolados de Parauapebas — PA 5 2008
Animais
Silvestres

Quadro 4 - Distribuicdo do nuimero de amostras ambientais de

Salmonella Panama em relacdo aos pontos de amostragem no

municipio de Belém, Par4

Origem N° de amostras de Salmonella
Panama
Agua superficial:
|g. Tucunduba 4
Ig. Paracuri 11
Ig. Combu 6
Baiado Guagjara 4
Rio Guama 2
Praia do Paraiso (Mosqueiro) 1
Esgoto:
Terminal Rodoviario de Belém 1
Afluente da Estagdo de 7
Tratamento de esgoto do Una
Aeroporto  Internacional  de 1
Belém
Total 37




Quadro 5- Distribuicdo do numero de amostras ambientais de
Salmonella Panama em relagdo aos seus pontos de origem na Floresta
Nacional de CaxiuandMelgaco, Para

Origem N° de amostras de Salmonella
Panama

Agua superficial:

[g. Aricurd 10

Ig. Grande S)

lg. Retiro 5

lg. Agacu 2

lg. Araua 4

Ig. Campinho 1

Ig. Curuazinho 4

Ig. Curua 4
Total 35
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AS0000

Bata de Cacigana

Figura 1 - Imagens geoprocessadas dos pontos de amostragem na Estacdo Cientifica
Ferreira Penna, Floresta Nacional de Caxiuana, Melgago, Paré (Fonte: Loureiro, 2007).

e pontos de coleta

22 METODOSLABORATORIAIS
2.2.1 Reisolamento, identificacdo e manutencdo das culturas de Salmonella
Panama
Os 110 isolados de Salmonella enterica sorovar Panama mantidas na
bacterioteca do IEC, foram repicadas para caldo TSB (caldo de soja tripticaseina-Difco)
e semeadas em agar Salmonela-Shigella (SS). A partir do crescimento obtido, foram

selecionadas duas colonias e repicadas para TS|. Posteriormente foi realizada a
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identificagdo bioguimica e soroldgica (Ewing, 1986). Um indculo de cada amostra foi
repicado e mantido em &gar Luria (Difco) na temperatura ambiente e em caldo Luria
com 15% de glicerol e armazenado a -70 °C.

2.2.2 Andlise de susceptibilidade aos agentes antimicrobianos

A sensibilidade aos agentes antimicrobianos dos isolados Salmonella
Panama foi avaliada utilizando 25 drogas antimicrobianas. O procedimento foi
desenvolvido por 2 métodos. O método de difusdo, pelo sistema de disco, de acordo
com Bauer et al. (1966) foi utilizado para complementar com mais 5 antimicrobianos a
relacdo dos agentes selecionados, e pelo sistema automatizado Vitek 2 (bioMerieux),
em que se utilizou cartdo com 20 antimicrobianos, obedecendo as recomendagdes do
Clinical and Laboratory Standards Institute-CL SI (2009).

Cada isolado de S. Panama foi repicado para tubo com caldo Miieller
Hinton (5 mL) eincubado a 35 °C. Apds crescimento bacteriano, foi colhido um inGeculo
e semeado em placa com &gar nutriente (Difco) para obtencdo de colbnias isoladas.
Apo6s 24 horas (35 °C), foram repicadas 5 col6nias para tubos com caldo Mueller Hinton
(5 mL) e incubados a 35 °C. Para obtencdo do inoculo foi utilizado um turbidimetro
para gjustar o indculo ao padrdo de turbidez de 0,5 da escala de McFarland (1,5 x 10®
UFC/mL).

No método de difusdo de disco em agar, foram utilizados discos com os
antimicrobianos nas concentragdes conforme especificado a seguir: cloranfenicol-C (30
ug), estreptomicinaS (10 pg), cefotaxima-CTX (30 pg), imipenem-I (10 pg) e
trimetoprim-T (5 ug). O indculo padronizado foi semeado uniformemente na superficie
do meio agar Mueller Hinton utilizando um swab descartavel logo apds, os discos foram

aplicados sobre o meio com auxilio de um distribuidor, em seguida foram incubados a
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35 °C. Apos 18-24h de incubacéo, realizou-se a leitura do didmetro do halo de inibigcdo
utilizando um paquimetro digital e a interpretacdo da sensibilidade foi baseada nas
recomendagdes do CLSI (2009).

Para utilizagdo do método automatizado Vitek 2 (bioMeérieux),
inicialmente o inéculo padronizado foi transferido para o cartdo contendo o0s
antibiéticos diluidos (AST-GNO05) no médulo de preenchimento do equipamento, em
seguida, o cartdo foi selado e colocado no médulo de incubadora e leitura. Os resultados
foram determinados por deteccdo eletro-Gtica do crescimento microbiano dentro dos
pocos dos cartdes do teste. As concentragbes minimas inibitérias (CIM) foram
determinadas por analise estatistica das médias de crescimento bacteriano na presenca
de agentes antimicrobianos.

O cartéo AST-GNO5 contém os seguintes antimicrobianos nas referidas
concentragbes. Acido nalidixico-NAL (8 ug/mL, 16 pg/mL, 32 pg/mL);
amoxicilina/acido clavulanico-AMC  (4/2 pg/mL, 16/8 pg/mL, 32/16 pg/mL);
ampicilinacsAM (4 pg/mL, 8 pg/mL, 32 ug/mL); cefaotina-CF (2 pg/mL, 8 ug/mL, 32
ug/mL); cefazolina- CZ (4 ug/mL, 16 pg/mL, 64 pg/mL); cefoxitinaCX (8 ug/mL, 16
pg/mL, 32 pg/mL); cefpodoxima-CPD (0,5 pg/mL, 1 pg/mL, 4 ug/mL); ceftazidima-
CAZ (1 pg/mL, 2 pg/mL, 8 ug/mL, 32 pg/mL); ceftriaxona-CTR (1 pg/mL, 2 ug/mL, 8
pg/mL , 32 pg/mL); cefuroxima-CFX (2 ng/mL, 8 pg/mL, 32 pg/mL); ciprofloxacina-
CIP (0,5 pg/mL, 2 pug/mL, 4 pg/mL); gentamicinaeGM (4 pg/mL, 16 pg/mL, 32
ug/mL); levofloxacina-LEV (0,5 pg/mL, 4 ug/mL, 8 pg/mL); nitrofurantoinaNIT (16
ug/mL, 32 ug/mL, 64 ug/mL); norfloxacinaNOR (1 pg/mL, 8 pg/mL, 32 pg/mL);
tetraciclinaTE (2 ng/mL, 4 pg/mL, 8 pg/mL); ticarcilinaTC (16 pg/mL, 32 ug/mL, 64

pug/mL), ticarcilina-&cido clavulanico-TIM (8/2 pg/mL, 32/2 pg/mL, 64/2 pg/mL);
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tobramicinaTO (8 pg/mL, 16 pg/mL, 64 ug/mL) e trimetoprim-sulfametoxazol-STX
(0,5/9,5 gw/mL, 2/38 ng/mL, 16/304 pg/mL).

O controle de qualidade da poténcia dos antimicrobianos foi procedida
utilizando as cepas padrdoes de Escherichia coli ATCC-25.922 e Escherichia coli

ATCC35.218.

2.2.3 Eletroforese em Gel de Campo Pulsado

O DNA gendmico foi preparado conforme descrito por Teixeira et al.
(1997) e Fonseca et al. (2006), com algumas modificagoes:
PREPARACAO DOS PLUGSDE AGAROSE COM DNA BACTERIANO
- Os isolados de Salmonella Panama foram semeados em placas com égar BHI
para obtencdo de colénias isoladas e incubados em estufa a 37 °C por 24horas,
- A partir do crescimento bacteriano, foram repicadas duas colonias para5 mL de
caldo BHI;
- Seguiu-se a incubagdo em banho-maria a 40 °C sob agitacéo até atingir turvacéo
compativel aescala 1l de Mc Farland, geralmente obtida em 2 horas,
- Em seguida, transferiu-se 1,5 mL do caldo para microtubo e centrifugou-se por 2
minutos a 8.000 r.p.m. A centrifugacdo foi repetida até formacdo de precipitado
consideravel;
- Ao precipitado foi adicionado 300 pL de solugdo salina a 0,85% o qual foi
ressuspendido, em seguida foi adicionado 300 pL de agarose Nusieve GTG a 2%, e foi
ressuspendido novamente;
- A misturafoi aplicada em molde para formagdo de plugs de agarose e mantida &

- 4 °C por 10 minutos;
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- Em seguida, os plugs foram transferidos dos moldes para tubos com tampa,
contendo 2 mL de tampéo de lise celular (NaCl 1 M, TrissHCI 6 mM pH 7.6, EDTA
100 mM pH 8.0, Brij 58 a 0,5%, desoxicolato de sodio 0,2%, sarcosina 0,5%)
acrescentado de 1 mg de lisozima por mL;

- Os tubos foram incubados em estufaa 37 °C por 15 a24 h;

- Removeu-se o tampé&o de lise celular e foi adicionado 3,5ml de solugdo ESP
(EDTA 0,5 pH 8.0, sarcosina 1%) previamente preparada com uma concentracéo final
de proteinase k de 0,1 mg/mL;

- I ncubou-se em banho-maria entre 50 °C e 54 °C por 18 a24 h;

- A solugdo ESP com proteinase k foi removida e os plugs foram transferidos para
tubos com 50 mL de TE (Tris10 mM, EDTA 0,1 mM);

- Os tubos foram dispostos em equipamento para lavagem com rotac&o por 24h;

- Em seguida os plugs foram submetidos a 4 lavagens com TE em intervalos de

3h, apos cada lavagem foram submetidos a rotagéo.

DIGESTAO DO DNA CROMOSSOMAL COM ENDONUCLEASE DE RESTRICAO
- Foram transferidos 3 plugs por amostra para microtubos de 1,5 mL ;

- Adicionou-se 200uL da solugdo de digestdo contendo 30U/amostra da
endonuclease de restricéo Spel;

- As amostras foram submetidas a incubacdo em estufaa 37 °C por 24 h.

CORRIDA ELETROFORETICA
Os plugs com DNA cromossomal digerido pela enzima Spe | foram

fundidos a 80 °C em banho seco e aplicados em gel de agarose a 1% (agarose para
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corrida PFG Bio-Rad) preparado com 100 mL de Tris-boreto-EDTA (TBE). O gel foi
em seguida submerso em 2400 mL de TBE diluido 5 vezes, contido na camara
eletroforética. A cepa padrdo H9812 de Salmonella Braenderup foi utilizada como
controle em cada gel. Os fragmentos de restricdo foram separados por eletroforese
usando o equipamento CHEFF DRIII (Bio-Rad, Hercules, CA) com recirculacdo do
TBE a 14 °C. A corrida procedeu nos seguintes parametros. Tempo de corrida, 24 h;
gradiente de voltagem, 6 VV/cm; tempo de pulso inicia, 5 s, tempo de pulso final, 30 s;
angulo de inclusdo, 120°. O gel foi corado por uma hora em solugdo de brometo de

etidio (0,5 pg/mL) e fotografado sob luz ultravioleta

METODO DE ANALISE

No presente estudo, para a avaliagao dos perfis de restricdo das amostras
de S Panama foi utilizado o programa Bionumerics versdo 5.1. Como método de
andlise utilizou-se UPGMA (Unweight Pair Group Arithmetic Averages) e coeficiente

de Dice.

2.2.4 Aspectos Eticos

O presente projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Humanos (CEP) e Comité de Etica em Pesquisa com Animais (CEPAN),
do Instituto Evandro Chagas, com os registros n°® 017/2009 (CAAE:009.0.072.000-09) e

n° 034/2009, respectivamente.



3 RESULTADOS

As 110 amostras de Salmonella Panama analisadas apresentaram
multirresisténcia a pelo menos 5 antibidticos. O modelo de resisténcia mais freguente
abrangeu 85 (77,3%) das amostras de Salmonella Panama, incluindo 63 amostras de
origem ambiental, 16 amostras de origem humana, 5 amostras de alimentos e 1 amostra
de animal silvestre. Esse modelo de resisténcia foi representado pelos antibidticos
cefaotina, cefazolina (ambos cefalosporinas de 12 geragdo), cefuroxima, cefoxitina
(ambos cefalosporinas de 22 geragdo), gentamicina e tobramicina (ambos
aminoglicosideos) (Tabela 1).

O segundo modelo de resisténcia mais observado totalizou 12,7% (14
isolados) e foi detectado em 10 isolados de Salmonella Panama de origem ambienta e 4
isolados de animal silvestre. Esse modelo correspondeu aos antibidticos cefalotina,
cefazolina, cefuroxima, cefoxitina, gentamicina, tobramicina e estreptomicina O
modelo de resisténcia menos freguiente incluindo cefaloting, cefazolina, cefuroxima,
cefoxitina, gentamicina, tobramicina e imipenem foi encontrado em apenas 1 (0,9%)
isolado de Salmonella Panama de origem ambiental. Do total de isolados pesquisados,
somente 10 (9,1%) isolados de Salmonella Panama de origem ambiental apresentaram o
modelo de resisténcia representado por cefalotina, cefazolina, cefuroxima, gentamicina

e tobramicina (Tabela l)
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Tabela 1- Distribuicdo da freqliéncia dos modelos de resisténcia aos antimicrobianos
dos isolados de Salmonella Panama de acordo com suas fontes, nos anos de 1997 a
2001, 2008, 1975 a 2007.

Modelos de | solados Isolados  Isolados Isolados  Tota de
Resisténcia® Ambientais de de Humanos |solados
Animais  Alimentos n (%)
CF-CZ-CFX-GM-TO 10 0 0 0 10 (9,1%)
CF-CZ-CFX-CX-GM-TO 63 1 5 16 85
(77,3%)
CF-CZ-CFX-CX-GM-TO-S 10 4 0 0 14
(12,7%)
CF-CZ-CFX-CX-GM-TO-| 1 0 0 0 1(0,9%)
Total 84 5 5 16 110
(100%)

3CF- cefalotina; CZ- cefazolina; CFX- cefuroxima;, CX- cefoxitina; GM- gentamicina; TO- tobramicing;
S- estreptomicing; |- imipenem.
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Os isolados humanos de S. Panama (n=16) os 5 isolados de S. Panama de
animal silvestre oriundos de Parauapebas e 5 isolados de S Panama de aimentos
advindos de Belém foram 100% multirresistentes a cefaloting, cefazolina, cefuroxima,
cefoxitina, gentamicina e tobramicina. Apenas 4 dos 5 isolados de S Panama de
animais silvestres demonstraram resisténcia a estreptomicina (Tabela 2).

Nas amostras ambientais de S. Panama (n=84) observou-se 100% de
resisténcia a cefalotina, cefazolina, cefuroxima, gentamicina e tobramicina, seguido de
91,7% das amostras ambientais de S. Panama (n=77) resistentes a cefoxitina, 10
(11,9%) amostras ambientais de S. Panama resistentes a estreptomicina e 1 (1,2%)

amostra ambiental de S. Panama resistente ao imipenem (Tabela 3).
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Tabela 2- Distribuicdo da fregliéncia de resisténcia aos antimicrobianos das amostras de alimentos, animais e humanas de Salmonella
Panama rel acionadas a0 municipio de origem, nos anos de 1975 a 2008.

Amostras  Municipio  Total de Amostras Marcos de Resisténcia®

Amostras  Multirresistentes

Andisadas n (%) CF Cz CFX CX GM TO S

Alimentos Belém 5 5 (100) 5 5 5 5 0
Animais  Parauapebas 5 5(100) 5 5 5 5 5 5 4
Humanas Belém 12 12 (100) 12 12 12 12 12 12 0
Juruti 4 4 (100) 4 4 4 4 4 4 0

Total 26 26 (100) 26 26 26 26 26 26 4

3CF- cefalotina; CZ- cefazolina; CFX- cefuroxima; CX- cefoxiting; GM- gentamicina; TO- tobramicing, S- estreptomicina



Tabela 3- Distribuicdo da freqiiéncia de resisténcia aos antimicrobianos das amostras ambientais de Salmonella Panama associados a fonte e
municipio de origem, nos anos de 1994 a 2001.

Amostras  Municipio  Fonte Total de Marcos de Resisténcia®
Ambientais Amostras CF Cz CFX CX GM TO S I
Andisadas  n° (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Aguas Melgaco  lgarapé 35 35(50,77 35(50,77 35(50,77 32(46,4) 35(50,77 35(50,77 2(29 0(0,0
Superficiais  Belém |garapé 21 21(30,4) 21(304) 21(30,4) 21(30,4) 21(304) 21(304) 4(58) 1(149
Baia 4 4 (5,8) 4 (5,8) 4 (5,8) 4 (5,8) 4 (5,8) 4 (5,8) 1(1,4) 0(0,0
Rio 2 2(2,9) 2(2,9) 2(2,9) 2(2,9) 2(2,9) 2(2,9) 0(0,00 0(0,0
Praia 1 1(1,4) 1(1,4) 1(1,4) 1(1,4) 1(1,4) 1(1,4) 1(1,4) 0(0,0
Barcarena lgarapé 2 2(2)9) 2(2,9) 2(2,9) 0(0,0) 2(2,9) 2(29) 0(0,00 0(0,0)
Rio 2 2(2)9) 2(29) 2(29) 2(29) 2(29) 2(2)9) 1(1,4) 0(0,0
Moju |garapé 2 2(2)9) 2(29) 2(29) 0(0,0) 2(29) 2(2)9) 0(0,00 0(0,0
Subtotal 69 69 (100) 69 (100) 69 (100) 65(94,2) 69 (100) 69 (100) 9(130) 1(14)

(continua)
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Tabela 3- Distribuicéo da frequiéncia de resisténcia aos antimicrobianos das amostras ambientais de Salmonella Panama associados a fonte e

municipio de origem, nos anos de 1994 a 2001.

Amostras  Municipio  Fonte Total de Marcos de Resisténcia®
Ambientais Amostras CF Ccz CFX CX GM TO S I
Andisadas  n° (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Agua Angjés Poco 2 2(33.3) 2 (33,3 2(33,3) 2(33,3) 2(33,3 2 (33,3 0(0,00 0(0,0)
Subterrénea Barcarena  Poco 2 2(33.3) 2 (33,3 2(33,3) 1(16,7) 2 (333 2(333) 0(0,00 0(0,0
Moju Poco 2 2 (33,3 2(33,3) 2(33,3) 0(0,0 2(33,3 2 (33,3 0(0,00 0(0,0)
Subtotal 6 6 (100) 6 (100) 6 (100) 3 (50) 6 (100) 6 (100) 0(0,00 0(0,0)
Aguade Belém Esgoto 9 9 (100) 9 (100) 9 (100) 9 (100) 9 (100) 9 (100) 1(11,1) 0(0,0
Esgoto
Subtotal 9 9 (100) 9 (100) 9 (100) 9 (100) 9 (100) 9 (100) 1(13,1) 0(0,0
Total 84 84(100) 84(100) 84(100) 77(91,7)  84(100) 84(100) 10(119 1(12

3CF- cefalotina; CZ- cefazolina; C FX- cefuroxima; CX- cefoxitina; GM- gentamicina; TO- tobramicina; S- estreptomicina; I- imipenem.”

n- nimero de amostra
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Em &guas superficiais, a multirresisténcia a cefalotina, cefazolina,
cefuroxima, gentamicina e tobramicina abrangeu as amostras ambientais de S. Panama
obtidas nos municipios de Melgago (35 amostras), Belém (28 amostras), Barcarena (4
amostras) e Moju (2 amostras). As 32 amostras (46,4%) de S. Panama provenientes de
Melgaco, 28 amostras de Belém, dentre estas, 21 amostras (30,4%) de igarapé, 4
amostras (5,8%) de baia, 2 amostras (2,9%) derio e 1 amostra (1,4%) de praia, além de
2 amostras (2,9%) de rio de Barcarena foram resistentes a cefoxitina. A resisténcia a
estreptomicina foi detectada em 2 amostras (2,9%) de S Panama de igarapé de
Melgaco, em 6 amostras de S. Panama de Belém, dentre estas, 4 amostras (5,8%) de
igarapé, 1 amostra (1,4%) de baia e 1 amostra (1,4%) de praia, dém de 1 amostra
(1,4%) de S Panama de rio de Barcarena. Entre as 84 amostras ambientais de
Salmonella Panama analisadas somente 1 amostra (1,4%) de igarapé de Belém
demonstrou resisténcia ao imipenem (Tabela 3).

A multirresisténcia a cefalotina, cefazolina, cefuroxima, gentamicina e
tobramicina também foi observada em isolados de S Panama de agua subterranea
advindas de Angjés, 2 amostras (33,3%), de Barcarena, 2 amostras (33,3%) e de Moju,
2 amostras (33,3%). A resisténcia a cefoxitina foi detectada nas 2 amostras (33,3%) de
S. Panama de &gua subterranea de Anajés e em 1 amostra (16,7%) de S. Panama de &gua
subterrénea de Barcarena. As amostras ambientais de S. Panama de agua de esgoto em
Belém (9 amostras) foram multirresistentes a cefalotina, cefazolina, cefuroxima,
cefoxitina, gentamicina e tobramicina, dentre estes apenas 1 amostra (11,1%) foi
resistente a estreptomicina (Tabela 3).

No municipio de Melgago, a resisténcia a estreptomicina foi detectada

em apenas 2 dos 4 isolados ambientais de S Panama provenientes do igarapé
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Curuazinho na Floresta Nacional de Caxiuan&. Entre os isolados de S. Panama obtidos a
partir de &guas superficiais de Belém, a resisténcia a estreptomicina foi observada em 1
das 4 amostras de S. Panama oriundas do igarapé Paracuri (Paracuri106), em 3 amostras
de S Panama isoladas do igargpé Combu (Combull4), em 1 das 4 amostras de S
Panama obtidas a partir da baia do Gugjara e em 1 amostra de S. Panama proveniente da
praia Paraiso na ilha do Mosgueiro. A resisténcia a estreptomicina foi também
observada em 1 das 2 amostras de S. Panama provenientes do rio Mucuryca em
Barcarena. Nas &guas de esgoto do municipio de Belém apenas 1 amostra de S Panama
oriunda do esgoto do Aeroporto apresentou resisténcia a estreptomicina (Tabela 4).

A maioria das amostras ambientais de S. Panama avaliadas apresentaram
resisténcia a cefoxitina, com excegdo de 2 amostras de S. Panama advindas do igarapé
Acacu em Melgago, 2 amostras de S. Panama do igarapé lgarabar em Barcarena, 2
amostras de S. Panama do igarapé Levy em MojU, 2 amostras de S. Panama de agua
subterrénea do poco de uma escola em Moju e 1 amostrade S. Panama obtida a partir de
&gua de poco no municipio de Barcarena, ressalta-se que 1 uma amostra de S. Panama
de &gua de poco oriunda desta mesma fonte em Barcarena foi resistente a cefoxitina
(Tabela4).

Os resultados do teste de sensibilidade a antimicrobianos pelo método de
Bauer et al. (1966), aplicado a 110 amostras de Salmonella Panama, revelaram que 65
amostras ambientais, 13 humanas, 4 de aimentos e 1 de animal silvestre foram
intermediérios a estreptomicina, além disso 31 amostras ambientais de Salmonella

Panama foram intermedi&ios a cefotaxima pelo mesmo  método.
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Tabela 4- Distribuicdo da freqiéncia de resisténcia aos antimicrobianos das amostras ambientais de Salmonella Panama relacionadas a

fonte, nome da fonte e municipio de origem, nos anos de 1994 a 2001.

Fonte Municipio® Nome da Total de Amostras Marcos de Resisténcia’
Fonte Amostras  Multiresistentes

Analisadas n (%) CF CZ CFX CX GM TO S |

|garapé Mel Aricuru 10 10 (100) 10 10 10 10 10 10 0 0
Mel Grande 5 5 (100) 5 5 5 5 5 5 0 0

Méel Retiro 5 5 (100) 5 5 5 4 5 5 0 0

Méel Araua 4 4 (100) 4 4 4 4 4 4 0 0

Méel Curua 4 4 (100) 4 4 4 4 4 4 0 0

Mel Curuazinho 4 4 (100) 4 4 4 4 4 4 2 0

Mel Acacu 2 2 (100) 2 2 2 0 2 2 0 0

Mel Campinho 1 1(100) 1 1 1 1 1 1 0 0

Bel Paracuri1® 4 4 (100) 4 4 4 4 4 4 0 0

Bel Paracuri3® 3 3 (100) 3 3 3 3 3 3 0 0

(continua)
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Tabela 4- Distribuicdo da freqliéncia de resisténcia aos antimicrobianos das amostras ambientais de Salmonella Panama relacionadas a
fonte, nome da fonte e municipio de origem, nos anos de 1994 a 2001.

(continuacéo)

Fonte Municipio® Nome da Total de Amostras Marcos de Resisténcia’
Fonte Amostras  Multiresistentes
Analisadas n (%) CF Cz CFX CX GM TO S I
|garapé Bel Paracuri106° 4 4 (100) 4 4 4 4 4 4 1 1
Bel Combu21° 3 3(100) 3 3 3 3 3 3 0 0
Bel Combu114° 3 3(100) 3 3 3 3 3 3 3 0
Bel Tucunduba 4 4 (100) 4 4 4 4 4 4 0 0
Barc | garabar 2 2 (100) 2 2 2 0 2 2 0 0
Mo Levy 2 2 (100) 2 2 2 0 2 2 0 0
Baia Bel Gugjara 4 4 (100) 4 4 4 4 4 4 1 0
Rio Bel Guama 2 2 (100) 2 2 2 2 2 2 0 0
Barc Mucuryca 2 2 (100) 2 2 2 2 2 2 1 0

(continua)



Tabela 4- Distribuicdo da freqliéncia de resisténcia aos antimicrobianos das amostras ambientais de Salmonella Panama relacionadas a
fonte, nome da fonte e municipio de origem, nos anos de 1994 a 2001.

(continuacéo)

Fonte Municipio® Nome da Total de Amostras Marcos de Resisténcia’
Fonte Amostras  Multiresistentes

Analisadas n (%) CF Cz CFX CX GM TO S I
Praia Bel Paraiso 1 1 (2100) 1 1 1 1 1 1 1 0
Poco Ang 01° 2 2 (100) 2 2 2 2 2 2 0 0
Barc 00° 2 2 (100) 2 2 2 1 2 2 0 0
Mo Escola 2 2 (100) 2 2 2 0 2 2 0 0
Esgoto Bel Una 7 7 (100) 7 7 7 7 7 7 0 0
Bel Aeroporto 1 1 (100) 1 1 1 1 1 1 1 0
Bel Terminal 1 1 (100) 1 1 1 1 1 1 0 0
Total 84 84 (100) 84 84 84 77 84 84 10 1

Mel- Melgago; Bel- Belém; Barc- Barcarena; Mo- MojU; Angj- Angjés. BCF- cefalotina; CZ- cefazolina; CFX- cefuroxima; CX- cefoxitina; GM- gentamicina; TO-
tobramicina; S- estreptomicina; I- imipenem. “Paracuril e Paracuri3 referem-se aos pontos de coleta no igarapé Paracuri. “Paracuri 106 refere-se a uma amostra de dgua

coletada na extensdo do igarapé Paracuri; Combu21 e Combul14 sdo amostras de &gua col etadas na extensdo do igarapé Combu. “01 e 00 sdo pogos residenciais.
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Um total de 110 isolados de Salmonella Panama foi submetido a tipagem
por PFGE com a enzima de restricdo Spe |, e resultou em 54 perfis genotipicos
diferentes, dentre estes foi observada a ocorréncia de 16 clones. Apenas 89 isolados
obtiveram caracterizagdo genotipica, pois 0 DNA cromossdmico dos demais isolados
degradou quando testados pelo protocolo PFGE adotado. O dendograma (Figura 2),
gerado pelo programa Bionumerics versdo 5.1 mediante 0 método de andlise UPGMA
(Unweight Pair Group Method Aritmetic Averages) com coeficiente de Dice, revelou a
existéncia de 2 grandes grupos entre as 89 amostras de Salmonella Panama, designados
grupo A e grupo B, definidos com uma similaridade genética de 83,34% e 83,87%,
respectivamente.

O grupo A se subdividiu em dois subgrupos: subgrupo A1, identificado
com 85,39% de similaridade entre os isolados, e subgrupo A2, definido com 85,71% de
similaridade. No subgrupo A1, que reuniu 13 isolados de Salmonella Panama, foram
detectados 7 perfis genotipicos e observada a ocorréncia de 3 clones. Um clone agrupou
2 isolados (2174 e 2176) de agua de poco da mesma fonte no municipio de Barcarena,
outro clone correspondeu a 2 isolados (2185 e 2190) de &gua de poco da mesma fonte
no municipio de Angjés, um isolado (4933) de origem humana do municipio de Belém e
um isolado ambiental (647) do igarapé Tucunduba, um terceiro clone do subgrupo Al
foi representado por 3 isolados ambientais (2739, 2740 e 2741) provenientes do igarapé

Combu (Combul14).
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Levy Mo
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Paracuril Bel
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Paracuri106 Bel
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Guajara Bel
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Paracuri1l06 Bel
Paracuri106 Bel
Bovina Anan
Bovina Anan
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Aeroporto Bel
Paracuril Bel
Paraiso Bel
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Acacu Mel
Curua Mel
Araua Mel
Araua Mel
Curuazinho Mel
Araua Mel
Campinho Mel
Curuazinho Mel
Aricurd Mel
Avricurd Mel
Aricurd Mel
Retiro Mel
Avricurd Mel

56

Modelo de Resisténcia
CFCZCFXGMTO
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CFCZCFXGMTO
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CFCZCFXCXGMTOS
CFCZCFXGMTO
CFCZCFXCXGMTO
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(continua)

Figura 2 - Dendograma dos perfis de restricdo PFGE de 89 isolados de Salmonella

Panama, produzidos pela enzima Spe |, e gerado pelo programa Bionumerics versao 5.1,

utilizando método de andlise UPGMA e coeficiente de Dice.
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(continuacéo)

1977 07/98 Igarapé Grande Mel CFCZCFXCXGMTO
1983 07/98 Igarapé Grande Mel CFCZCFXCXGMTO
1984 07/98 Igarapé Grande Mel CFCZCFXCXGMTO
1202 02/08 Fezes Humana Juru CFCZCFXCXGMTO
611 06/96 Rio Guaméa Bel CFCZCFXCXGMTO
615 06/96 Rio Guaméa Bel CFCZCFXCXGMTO
7245 09/07 Fezes Humana Juru CFCZCFXCXGMTO
816 10/96 Esgoto Una Bel CFCZCFXCXGMTO
625 06/96 Igarapé Tucunduba Bel CFCZCFXCXGMTO
629 06/96 Igarapé Tucunduba Bel CFCZCFXCXGMTO
2456 06/01 Igarapé Curua Mel CFCZCFXCXGMTO
2073 07/98 Igarapé Acacu Mel CFCZCFXGMTO
2458 06/01 Igarapé Curua Mel CFCZCFXCXGMTO
2311 06/01 Igarapé Grande Mel CFCZCFXCXGMTO
2459 06/01 Igarapé Curua Mel CFCZCFXCXGMTO
1656 09/97 Carne Bovina Anan CFCZCFXCXGMTO
852 02/08 Fezes Humana Juru CFCZCFXCXGMTO
2278 09/00 Igarapé Combu2l Bel CFCZCFXCXGMTO
2280 09/00 Igarapé Combu2l Bel CFCZCFXCXGMTO
2315 06/01 Igarapé Retiro Mel CFCZCFEXCXGMTO
1974 07/98 Igarapé Grande Mel CFCZCFXCXGMTO
1949 07/98 Igarapé Aricurl Mel CFCZCFXCXGMTO
1957 07/98 Igarapé Aricurd Mel CFCZCFXCXGMTO
1961 07/98 Igarapé Aricurdl Mel CFCZCFXCXGMTO
1966 07/98 Igarapé Aricurd Mel CFCZCFXCXGMTO
1965 07/98 Igarapé Aricurll Mel CFCZCFXCXGMTO
2169 11/99 Igarapé Igarabar Barc CFCZCFXGMTO
2322 06/01 Igarapé Retiro Mel CFCZCFXCXGMTO
2312 06/01 Igarapé Retiro Mel CFCZCFXCXGMTO
. 821 10/96 Baia Guajara Bel CFCZCFXCXGMTO
823 10/96 Baia Guajara Bel CFCZCFXCXGMTO
2179 12/99 Rio Mucuryca Barc CFCZCFXCXGMTO
2318 06/01 Igarapé Retiro Mel CFCZCFXCXGMTO
161 02/94 Esgoto Terminal Bel CFCZCFXCXGMTO
7337 10/07 Fezes Humana Bel CFCZCFXCXGMTO
639 06/96 Esgoto Una Bel CFCZCFXCXGMTO
2242 09/00 Igarapé Paracuri3 Bel CFCZCFXCXGMTO
2246  09/00 Igarapé Paracuri3 Bel CFCZCFXCXGMTO
2245 09/00 Igarapé Paracuri3 Bel CFCZCFXCXGMTO
1433 10/08 Fezes Animal Par CFCZCFXCXGMTOS
1434 10/08 Fezes Animal Par CFCZCFXCXGMTO
1435 10/08 Fezes Animal Par CFCZCFXCXGMTOS
1436 10/08 Fezes  Animal Par CFCZCFXCXGMTOS
1437 10/08 Fezes  Animal Par CFCZCFXCXGMTOS
2150 08/99 Poco Escola Mo CFCZCFXGMTO

Figura 2 — Dendograma dos perfis de restricio PFGE de 89 isolados de Salmonella
Panama, produzidos pela enzima Spe |, e gerado pelo programa Bionumerics versao 5.1,

utilizando método de andlise UPGMA e coeficiente de Dice.

Salienta-se que na Figura 2, a direita na coluna a identificagdo 00 e 01
correspondem ao nome da fonte que sd0 pocos residenciais, Paracuril e Paracuri3

referem-se aos pontos de coleta no igarapé Paracuri, e Paracuril06 refere-se a uma
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amostra de &gua coletada no igarapé Paracuri; Combu2l e Combull4 referem-se a
amostras de &gua coletadas no igarapé Combu. Em local, as abreviagdes correspondem
a Mel- Melgaco; Bel- Belém; Barc- Barcarena; Mo- MojU; Angj- Anajas. Os modelos
de resisténcia correspondem a: CF- cefaotina; CZ- cefazolina; CFX- cefuroxima; CX-
cefoxitina; GM- gentamicing; TO- tobramicina; S- estreptomicing; |- imipenem.

O subgrupo A2, composto por 18 isolados de Salmonella Panama,
apresentou 9 perfis genotipicos distintos com a ocorréncia de 3 clones, 0 maior clone
com 8 isolados e, portanto, o clone mais freqliente entre os isolados de S Panama
avaliados, foi detectado nesse subgrupo e reuniu um isolado (2172) do igarapé | garabar
em Barcarena, 5 isolados do igarapé Paracuri de Belém, dentre estes, 3 isolados (2223,
2233 e 2235) provenientes do Paracuril e 2 isolados (2713 e 2724) do Paracuril06,
além de 2 isolados (601 e 602) da baia do Gugjara. Outro clone incluiu 1 isolado (2154)
de &gua de pogo de uma escola no municipio de Moju e 1 isolado (2718) do igarapé
Paracuri (Paracuri106) de Belém. Um terceiro clone, neste mesmo subgrupo, envolveu
1 isolado (1395) de alimento (carne bovina) oriundo de Ananindeua e um isolado (637)
de &gua de esgoto de Belém.

O grupo B se dividiu em dois subgrupos: subgrupo B1, que abrangeu o
maior nimero de isolados de Salmonella Panama entre os 4 subgrupos, 52 isolados no
total, foi determinado com 84,63% de similaridade genética, este subgrupo se
subdividiu em vérios niveis de similaridade. Enquanto o subgrupo B2 foi definido com
92,86% de similaridade entre os isolados. Foram encontrados 36 perfis genotipicos
diferentes no subgrupo B1, que, por suavez, possibilitou aidentificagdo de 9 clones.

Entre os isolados de Salmonella Panama provenientes de &guas

superficiais da Floresta Nacional de Caxiuand em Melgago, foram detectados 5 clones
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presentes no subgrupo B1, o maior clone desse subgrupo reuniu 5 isolados, 1 isolado
(2072) do igarapeé Acacu, 1 isolado (2454) do igarapé Curua, 2 isolados (2333 e 2335)
do igarapé Araua e 1 isolado (2435) do igarapé Curuazinho. Outro clone agrupou 1
isolado (2430) do igarapé Campinho e 1 isolado (2436) do igarapé Curuazinho. Ainda
em Melgaco, 3 clones foram detectados no subgrupo B1, um clone foi representado por
3 isolados (1977, 1983 e 1984) do igarapé Grande e 2 clones do igarapé Aricuru
representados por 3 isolados (2295, 2299 e 2298) do ano de 2001 e 4 isolados (1949,
1957, 1961 e 1966) do ano de 1998.

Em diferentes ambientes aquéticos no municipio de Belém foi observada
a ocorréncia de clones entre isolados de Salmonella Panama, 0s que se reuniram no
subgrupo B1, totalizaram 4 clones. Um clone com 2 isolados (611 e 615) do rio
Guama, um clone com 2 isolados (625 e 629) do igarapé Tucunduba, um clone com 2
isolados (2278 e 2280) do igarapé Combu (Combu21) e um clone com 2 isolados (821 e
823) dabaiado Guajara

No menor subgrupo em numero de isolados, o subgrupo B2, foram
identificados apenas 2 perfis genotipicos, um deles equivalente a um clone representado
por 5 isolados de animal silvestre de Salmonella Panama (1433, 1434, 1435, 1436 e
1437) oriundos de um mesmo reservatério animal (um roedor), o outro perfil
representado por 1 isolado (2150) de &gua de poco de uma escola de Moj .

No subgrupo A1, observa-se que 2 isolados (2160 e 2158) de Salmonella
Panama do igarapé Levy em Moju, obtidos a partir da mesma amostra de égua col etada
em agosto de 1999 apresentaram perfis genotipicos distintos e que 2 isolados (647 e

590) do igarapé Tucunduba em Belém, obtidos a partir de amostras de &gua coletadas
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no mesmo ano (1996), porém em meses diferentes (junho e abril, respectivamente),
apresentaram perfis genotipicos diferentes.

Os isolados de Salmonella Panama do igarapé Paracuri em Belém, no
subgrupo A2, demonstram que entre 4 isolados do Paracuril, obtidos em isolamento
primario da mesma amostra de agua coletada em setembro de 2000, distingue-se um
clone (isolados 2223, 2233 e 2235) anteriormente descrito e 1 isolado (2222) com perfil
genotipico distinto, além disso, dos 4 isolados de Salmonella Panama provenientes da
mesma amostra de &gua (Paracuri106) em abril de 2001 e, portanto, obtidas de coldnias
diferentes na mesma placa de isolamento primario, 2 isolados (2713 e 2724) pertenciam
a1 clone ja descrito e 2 isolados (2718 e 2723) possuiam perfis genotipicos diferentes
entre si. No subgrupo B1, outros 3 isolados (2242, 2246 e 2245) advindos da mesma
amostra de &gua do Paracuri3 coletada em setembro de 2000 apresentaram perfis
genotipicos diferentes.

Em Belém, 2 isolados de Salmonella Panama, oriundos da mesma
amostra de agua de esgoto do Una obtida em junho de 1996, foram detectados em
subgrupos diferentes, 1 isolado (637) no subgrupo A2 e 1 isolado (639) no subgrupo
B1, neste Ultimo subgrupo também foi identificado 1 isolado (816) de agua de esgoto do
Una obtido em outubro de 1996. O isolado (400) de esgoto do Aeroporto de Belém foi
detectado no subgrupo A2.

O dendograma (Figura 2) revela que 2 isolados Salmonella Panama do
rio Mucuryca em Barcarena provenientes da mesma amostra de agua coletada em
dezembro de 1999 foram detectados em subgrupos diferentes, 1 isolado (2181) no

subgrupo A2 e 1 isolado (2179) no subgrupo B1.
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Em Melgago, os isolados ambientais de Salmonella Panama obtidos em
isolamento primério na mesma placa da mesma amostra de agua coletada em diferentes
igarapés da Floresta Nacional de Caxiuand demonstraram diversidade genotipica. Dois
isolados (2072 e 2073) do igarapé Acacu tiveram perfis genotipicos distintos, sendo que
1 isolado (2072) fez parte de um clone, entre 4 isolados do igarapé Curug, 1 isolado
(2454) fez parte de um clone e 3 isolados (2456, 2458 e 2459) tiveram perfis
genotipicos diferentes, 2 isolados (2333 e 2335) do igarapé Araua fizeram parte de um
clone e 1 isolado (2332) dessa mesma fonte apresentou um perfil genotipico diferente.
Dois isolados (2435 e 2436) da mesma amostra de agua do igarapé Curuazinho se
agruparam em clones diferentes. Dentre 4 isolados de Salmonella Panama do igarapé
Aricur( obtidos em junho de 2001 , 3 isolados se reuniram em um clone anteriormente
citado e 1 isolado (2300) obteve um perfil diferente. Entre 5 isolados do igarapé Aricurl
obtidos em julho de 1998, 4 isolados representaram um clone ja descrito e 1 isolado
(1965) apresentou perfil genotipico diferente. Todos os isolados de Salmonella Panama
do igarapé Retiro, incluindo 1 isolado (2003) de julho de 1998 e 4 isolados (2315,
2322, 2312 e 2318) obtidos em junho de 2001, apresentaram perfis genotipicos
diferentes. Entre 4 isolados do igarapé Grande obtidos em julho de 1998, 3 isolados
representaram um clone ja descrito e 1 isolado (1974) obteve perfil diferente, além disso
1 isolado (2311) de junho de 2001 dessa mesma fonte também apresentou perfil
diferente.

Os isolados de Salmonella Panama de origem humana, 3 isolados (1202,
7245 e 852) oriundos de Juruti e 1 (7337) de Belém, 1 isolado (1656) de alimento (carne
bovina) e 1 isolado ambiental (161) do esgoto do Terminal Rodovi&io de Belém se

reuniram no subgrupo B1.
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Entre 2 isolados de Salmonella Panama provenientes da mesma amostra
de &gua do igarapé Igarabar em Barcarena, um deles (2172) fez parte de um clone no
subgrupo A2, o outro isolado (2169) apresentou um perfil diferente no subgrupo B1. De
modo similar, entre 2 isolados de agua de poco de uma escola em Mojd, um isolado fez
parte de um clone no subgrupo A2 e o outro isolado (2150) obteve um perfil genotipico

diferente no subgrupo B2.
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4  DISCUSSAO

A gastrenterite por Salmonella € uma doencga infecciosa aguda de
distribuicdo mundial. Vérios sorovares de Salmonella estdo implicados em surtos e
casos esporéadicos de gastrenterite no homem, incluindo criangas e adultos. E também
relevante a suscetibilidade de hospedeiros imunodeprimidos por diferentes condicdes de
salde (Morris & Potter, 1997; Trabulsi et al., 2002; Nascimento, 2007; Uppa et al.,
2009; Mussime et al., 2010).

A samonelose é uma zoonose e por isso conta com uma ampla
diversidade de reservatorios animais, tanto em ambiente domeéstico como em ambientes
naturais, com destaque para fazendas de criagdo de animais destinados ao abate,
especia mente bovinos e suinos e granjas de criagdo de aves (Humphrey, 2000; Borsoi,
2005; Menin et al., 2008). Muitos sorovares de Salmonella sdo ubiquitérios e podem
causar infeccdo intestinal em diferentes espécies animais, inclusive no homem,
havendo, portanto, uma relagdo com a cadeia de transmissdo da salmonelose que
envolve o consumo humano de carne de animais contaminados. A contaminacéo de
carnes, por exemplo, de aves ou mamiferos, aponta para 0 manejo inadequado no abate
e evisceragdo dos animais. Acrescenta-se que o isolamento de salmonela a partir de
fezes de animais demonstra que este microrganismo tanto pode compor a microbiota
intestinal, como pode ser 0 agente do processo infeccioso (Humphrey, 2000).

A vasta fauna silvestre brasileira, principamente a avifauna, também se
constitui como uma fonte de salmonelose para 0 homem, fornecendo reservatérios e
propiciando a disseminacdo de sorovares de Salmonella antes ndo implicados com

infeccdo humana (Hofer et al., 1997; Marine & Garcia, 2005; Lopes, 2008).



N&> obstante, os excretos animais e do homem infectados sdo
freqlientemente eliminados no ambiente, servindo de fonte contaminagéo de ambientes
agquéticos. Embora a dose infectante para se estabelecer infec¢do no homem varie entre
0S sorotipos e sgja relativamente mais elevada do que em outras enterobacteriaceas
(Varnam & Evans, 1991), a presenca de salmonela na égua compromete sua qualidade
microbiologica, principamente em localidades que ndo possuem rede e sistema de
tratamento de agua e esgoto, constituindo-se como grande problema de salide publica. A
auséncia de saneamento bésico afeta comunidades pobres que geramente séo alvo de
doengas infecciosas veiculadas pela agua como a febre tiféide, causada pela Salmonella
Typhi, cujo Unico reservatorio animal € o homem (Rodrigues & Malafaia, 2009).

Existe uma crescente preocupacdo no ambito do controle de doencas
infecciosas causada por enteropatdgenos bacterianos emergentes, por conta da
multirresisténcia a antibidticos, especialmente em paises subdesenvolvidos. Ressalta-se
que nestes paises a salmonelose é transmitida ndo somente por alimentos, que é o
principal veiculo de transmissdo nos paises desenvolvidos, mas também, pela ingestéo
de &gua contaminada (Rodrigues & Malafaia, 2009; Kariuki, 2010).

A resisténcia da salmonela aos antibidticos pode ser explicada, pelo
menos em parte, pelo uso indiscriminado de antibidticos (Gurgel & Carvaho, 2008) e
pela selecdo de cepas resistentes em ambiente hospitalar (Esper et al., 1998; Jure et al.,
2010); além disso, menciona-se 0 uso de antibidticos em racéo animal (Andreotti &
Nicodemo, 2004). Em ambientes naturais ha uma selecdo de cepas de Salmonella
resistentes a drogas. Essa presséo seletiva é exercida por organismos, como fungos, que

natural mente sintetizam antimicrobianos (Takahashi & Lucas, 2008).
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Salmonella Typhimurium e Salmonella Enteritidis exercem posi¢do de
destaque na gastrenterite aguda, sendo relatados surtos, com elevada frequéncia,
associados a ingestéo de alimento de origem animal. Esta ocorréncia é observada ndo
somente no Brasil, mas também, em outros paises (Pizzolitto et al., 2007; Bruun et al.,
2009; Much et al., 2009; Kottwitz et al., 2010).

A emergéncia de isolados representados por clones multidrogaresistentes
(MDR) ndo somente dos sorovares STyphimurium, SEnteritidis e STyphi, mas
também de sorovares isolados com menos freqiéncia é uma realidade em diferentes
paises do mundo (Keddy et al., 2010; Lucarelli et al., 2010; Sirichote et al., 2010; Vaz
et al.,2010; Yang et al., 2010). Alguns sorovares, como SPanama, SDublin e
S.Choleraesuis, além de serem agentes de gastrenterite aguda podem causar bacteremia,
neste Ultimo caso, atingindo principa mente criancas e pacientes debilitados (Wilkins &
Roberts, 1988; Chiu et al., 1999; Yang et al., 2002; Choudhury et al., 2006). Neste
sentido, a existéncia de gendtipos de S. Panama multirresistentes aos antibi6ticos € uma
ameaca a comunidade e em ambientes hospitalares (Tsai et al., 2007).

A circulagéo de clones MDR é observada em diferentes cidades, paises e
continentes, indicando que isolados de Salmonella com mesmo perfil genotipico e
fenotipico estéo sendo disseminados pelo homem. Existe grande diversidade genética
entre os sorovares STyphimurium, S.Enteritidis e S.Typhi; da mesma forma que é
detectada a ocorréncia de clones prevalentes (Harnett et al., 1998; Adesiyun et al.,
2000; Welill et al., 2006). Os perfis ou modelos de resisténcia sdo variaveis, e cada vez
mais cresce a resisténcia a diferentes classes de antibidticos, se propagando entre os

paises por meio de viagens para o0 exterior, principamente de pessoas dos paises
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desenvolvidos em visita a paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento (Kubota et
al., 2005).

A partir da avaliagdo do dendograma (Figura 2) observa-se um clone no
subgrupo A2, representado por 1 isolado de S. Panama de aimento (carne bovina) de
Ananindeua (1395) e um isolado de agua de esgoto do Una em Belém (637).

Na Estacdo de Tratamento de Esgoto do Una em Belém sdo recebidos
dejetos tanto de atividades domésticas, quanto fezes de origem humana e animal, logo,
o isolado proveniente deste ponto pode ter como origem qualquer uma dessas fontes de
contaminagdo, além disso, infere-se que ha uma circulacdo de clones de S Panama entre
cidades vizinhas (Belém e Ananindeud). Existe evidéncia da circulacdo de clones
tipados por PFGE entre isolados de Salmonella spp. de origem humana e de esgoto,
sendo que os clones de origem humana foram identificados antes de sua deteccéo em
efluentes de esgoto, sugerindo que as fezes humanas seriam a fonte de contaminagdo
(Sahlstrom et al., 2006). Ha semelhanca entre os perfis genotipicos de samonela
responsaveis pela infeccdo intestinal no gado bovino e agueles que sdo identificados
como causa de gastrenterite no homem (Ghebreyes et al., 2009). No México, clones
PFGE com mesmo padrdo de resisténcia foram detectados tanto em isolados de S
Typhimurium de criangas hospitalizadas quanto em isolados de alimentos (galinha,
porco e boi) (Zaidi et al., 2007).

No subgrupo Al, um clone de S. Panama com 2 isolados de agua de
poco de Angjas (2185 e 2190), um isolado humano de Belém (4933) e um isolado do
igarapé Tucunduba em Belém (647) revela uma identidade genotipica entre o isolado de
S. Panama detectado nas fezes humanas, em relacdo aos isolados detectados no igarapé

Tucunduba e no pogo em Angjas, provendo evidéncia epidemiolégica de que pode ter
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ocorrido uma contaminagdo de agua superficial e subterrénea com excretos de origem
humana, ou sga, os clones detectados no ambiente teriam sido eliminados nas fezes
humanas. Ressalta-se que, em Belém, o igarapé Tucunduba recebe descarga de esgoto e
gue a fonte em Angjas onde foi detectado este clone, ndo possui saneamento basico
(Loureiro, 2007). Clones de isolados de Salmonella foram identificados no sul da Africa
em amostras de rio e agua de esgoto, evidenciando a contaminagdo de agua superficial
por &gua de esgoto (Mafu et al., 2009). Martinez-Urtaza et al. (2006) identificaram
clones de Salmonella Paratyphi B em isolados humanos e isolados de moluscos de agua
de mar na Espanha, neste caso, o consumo de molusco contaminado provavelmente pela
&gua do mar com residuos fecais de origem humana, contribuiu para manutencéo da
salmonel ose entre 0s anos 1999 e 2004.

Também no subgrupo A1, um clone com 3 isolados de S. Panama do
igarapé Combu (2739, 2740 e 2741), este localizado na ilha do Combu, por sua vez,
posicionada frente a orla fluvial de Belém e um clone com 2 isolados de &gua de poco
de Barcarena (2174 e 2176), demonstraram que apesar da evidente contaminagdo desses
ambientes estes clones foram identificados unicamente nestas fontes, embora haja uma
proximidade geogréfica entre ailha do Combu e a orla de Belém, e os isolados de pogo
em Barcarena terem sido obtidos na mesma data, novembro de 1999, que os isolados do
igarapé | garabar também em Barcarena (2172 e 2169).

No subgrupo A2, o maior clone e mais prevalente com 8 isolados de S
Panama, 1 do igarapé Igarabar em Barcarena (2172), 5 do igarapé Paracuri em Belém
(2223, 2233, 2235, 2713 e 2724) e 2 da baia do Guajard em Belém (601 e 602), indica
que este clone esteve presente em éguas superficiais de dois municipios diferentes,

Belém e Barcarena, bem como em ambientes aquéticos diferentes, igarapé e baia, da
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mesma localidade, municipio de Belém, além disso em anos diferentes neste mesmo
municipio 1996, 2000 e 2001. Isso demonstra que este clone de S. Panama ndo foi mais
observado no ambiente, em Belém, por 3 anos, e que esteve circulando em agua de
igarape de localidades diferentes: Barcarena e Belém.

Esta persisténcia no ambiente pode estar relacionada com a continua
eliminacdo do agente pelos excretos humanos que podem contaminar a égua de
consumo e aimentos. Este clone foi primeiramente detectado na baia do Gugjard em
1996, seguido do igarapé Igarabar em 1999 e do igarapé Paracuri em 2000 e 2001.
Destaca-se que o igarapé Paracuri e a baia do Guajara, em Belém, recebem descarga de
esgoto, sendo que a baia do Gugara contorna a orla desse municipio (Loureiro, 2007).
Além disso, h& populacbes ribeirinhas situadas as margens tanto do igarapé Paracuri
quanto do igarapé Combu, citado anteriormente (Ribeiro, 2004).

Os clones mais prevalentes de S Senftenberg, um deles composto por
isolados de &gua do mar e moluscos persistiu no ambiente por 5 anos e outro clone
representado por isolados de &gua de esgoto e moluscos persistiu no ambiente por 3
anos, relatando a constante circulacdo de clones em &reas costeiras de producdo de
moluscos na Espanha, decorrente da contaminacdo ambiental (Martinez-Urtaza &
Liebana, 2005).

Outro clone, no subgrupo A2, apresenta um isolado de &gua de poco de
uma escola de Moju (2154) e um isolado do igarapé Paracuri de Belém (2718), como
mencionado o Paracuri recebe descarga de esgoto, que se constitui tanto de residuos de
origem humana quanto animal, logo este clone pode ter relacdo com a contaminagdo
ambiental por S. Panama presente em outros reservatérios de origem animal, além do

préprio homem. Acrescenta-se que a fata de saneamento basico que implica na
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auséncia de rede de esgoto e de distribuicéo de &gua tratada € um fato em comunidades
carentes, 0 que leva a utilizagdo de dgua de poco e &gua superficial muitas vezes sujeita
a contaminacdo, principalmente por acdo humana (Feachem, 1983).

Dentre 5 clones de S. Panama do grupo A presentes em ambientes
aquéticos no municipio de Belém, 4 clones foram individualmente detectados nos
municipios de Anajas (agua de poco), Barcarena (igarapé), Moju (&gua de poco) e
Ananindeua (carne bovinad), o que sugere possivel disseminagdo de clones entre
diferentes municipios e posiciona, em alguns casos, 0 municipio de Belém, o maior em
termo populacional, como ponto de partida, visto que aguns clones foram
primeiramente detectados em Belém.

Entre os isolados de S Panama de &guas superficiais da Floresta
Nacional de Caxiuand em Melgaco, o maior clone com 5 isolados do subgrupo B1, 1 do
igarapé Acacu (2072) , 1 doigarapé Curua (2454), 2 do igarapé Araua (2333 e 2335) e
1 do igarapé Curuazinho (2435) torna evidente que ha uma circulacéo desse clone em
diferentes pontos da Floresta Naciona de Caxiuand, e que este clone esta presente no
ambiente entre 1998, detectado no igarapé Acacu, e 0 ano de 2001, detectado nos
igarapés Curug, Araua e Curuazinho. Existiu uma prevaléncia desse clone no ambiente
favorecida possivelmente pelo processo de adaptagdo, enfatiza-se que para este clone
ser detectado na &gua em 1998 e 2001, houve necessidade de um reservatorio,
provavelmente representado pela fauna silvestre da Floresta Nacional de Caxiuana
Outro clone agrupou 1 isolado do igarapé Campinho (2430) e 1 isolado do igarapé
Curuazinho (2436), que reafirma a presenca de clones circulando em diferentes
igarapeés, estes cursos de agua correspondem a ramificagdes do rio Caxiuana localizado

no interior da Floresta Nacional de Caxiuana (Loureiro, 2007).
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A partir do dendograma (Figura 2), observa-se que tanto clones
detectados apenas em Melgaco, dentre eles. um clone com 3 isolados do igarapé Grande
(1977, 1983 e 1984) e 2 clones do igarapé Aricur com 3 isolados do ano de 2001
(2295, 2299 e 2298) e 4 isolados do ano de 1998 (1949, 1957, 1961 e 1966), quanto
clones detectados apenas em Belém: um clone com 2 isolados do rio Guamé (611 e
615), um clone com 2 isolados do igarapé Tucunduba (625 e 629), um clone com 2
isolados do igarapé Combu (2278 e 2280) e um clone com 2 isolados da baia do
Guajara (821 e 823) se reuniram no subgrupo B1 com 84,63% de similaridade genética.
Isto implica dizer que a diversidade genotipica que hoje se observa em &reas urbanas
pode ter sido proveniente de ambientes naturais, essa disseminagdo de genotipos pode
ter sido facilitada por migracdo de animais silvestres ou pela agdo humana em
ambientes naturais (Marine & Garcia, 2005; Lopes, 2008).

No subgrupo B2, foi identificado um clone com 5 isolados de animal
silvestre de S. Panama do mesmo reservatorio animal (1433, 1434, 1435, 1436 e 1437),
esse clone ndo foi identificado em nenhuma fonte ambiental da Floresta Nacional de
Caxiuangd, nem em nenhum dos isolados de aimentos (carne bovina), entretanto
estiveram mais proximamente relacionados com os isolados do subgrupo B1 em um
nivel de 83,87 % de similaridade, subgrupo onde se reuniu todos os isolados de igarapé
da Floresta Nacional de Caxiuand. O fato desse clone de S Panama ter sido obtido a
partir de um roedor, que interage com o ambiente por diversos habitos e que pode
albergar uma gama de microrganismos (Murray, 2000), sugere que este animal estava
infectado por S. Panama pertencente unicamente a este genotipo.

A partir do dendograma (Figura 2) observa-se que o clone de animal

silvestre de S Panama se agrupou no subgrupo B2 com 92,86 % de similaridade em
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relacdo a um isolado de agua de poco de uma escola de MojU, essa dgua subterrénea
pode ter sido contaminada por fezes de origem humana ou animal, ou entdo por ambas.
Clones de Salmonella Cerro e Salmonella Newport foram identificados entre isolados
de lebes marinhos e porco selvagem em ilhas na Nova Zelandia, que implica na
circulagéo de clones de Salmonella entre mamiferos silvestres (Fenwick et al., 2004).
Nos EUA, um clone de S. Typhimurium responsavel por um surto esteve proximamente
relacionado a um clone identificado entre roedores de estimagéo, sinalizando que esses
animais seriam possiveis reservatorios da salmonelose humana em ambiente doméstico
(Swanson et al., 2007). Foi observada a presenca de clones de S. Typhimurium em
isolados de aves selvagens e animais domeésticos (boi, porco, cavalo, gato, peru,
pombos, entre outros), revelando a transmissdo da salmonelose de animais silvestres
para animais domesticados pelo homem (Refsum et al., 2002).

Os clones encontrados na Floresta Nacional de Caxiuana (Melgago) néo
foram observados nos municipios de Belém e Barcarena, e vice-versa. De forma que os
clones de S. Panama encontrados parecem estar bem adaptados ao ambiente e aos
reservatorios silvestres, e todos foram detectados no subgrupo B1, por outro lado alguns
clones de S, Panama detectados em éreas urbanas como Belém e Barcarena indicaram
uma ligagdo epidemiolégica entre a infeccdo humana e a contaminagdo ambiental. A
sobrevivéncia da salmonela em ambientes diferentes pode ser explicada por sua
capacidade de adaptacéo em tais ambientes, inclusive em termos de variagéo de pH,
temperatura e sainidade (Foltz, 1969; Varnam & Evans, 1991; Winfield & Groisman,
2003). Segundo Refsum et al. (2002) e Adaska et al. (2008) a diversidade genotipica
reflete, em parte, a predilecdo ou maior adaptacdo de isolados de Salmonella a

reservatorios animais diferentes, pelo menos para o sorovar Typhimurium.
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Elevada diversidade genotipica foi detectada entre 89 isolados de S
Panama por meio datipagem por PFGE, e 54 perfis de restri¢cdo distintos. A diversidade
genética foi nitida entre os isolados de origem ambiental, sendo inclusive detectada
entre isolados obtidos a partir da mesma placa de isolamento priméario em diferentes
fontes e municipios, dentre eles, no igarapé Levy e na égua de poco de uma escola em
Moju, no igarapé Paracuri em Belém (Paracuril, Paracuri3 e Paracuri106), no esgoto do
Una em Belém, no rio Mucuryca e no igarapé |garabar em Barcarena, e nos igarapés.
Acacu, Curug, Araua, Curuazinho, Aricurl, Retiro e Grande, localizados na Floresta
Nacional de Caxiuand em Melgaco, confirmando a assertiva de que nem sempre todas
as colOnias de uma placa de isolamento primério com 0 mesmo aspecto ou morfologia
colonial, provenientes da mesma amostra de origem ambiental, correspondem a um
clone. Grande diversidade genotipica foi encontrada em aguas superficiais da Floresta
Nacional de Caxiuand, indicando que diversas espécies animais possivel mente de aves,
répteis e mamiferos contribuem para tal diversidade e atuam indubitavel mente como
reservatorios.

Apesar disso os modelos de resisténcia obtidos em todos os 110 isolados
de S Panama (Tabelal) foram bastante semelhantes entre si, quando seria esperado que
0s isolados obtidos em Belém e Barcarena, e até mesmo em Angas e Moju,
apresentassem uma resisténcia maior a antibidticos, devido a uma maior pressao
seletiva por meio do uso de antibidticos pela populagdo, administragdo de antibidticos
em animais destinados ao consumo humano e emergéncia de cepas resistentes em
ambiente hospitalar (Esper et al., 1998; Andreotti & Nicodemo, 2004; Gurgd &
Carvaho, 2008; Jure et al., 2010), e que a resisténcia a antimicrobianos fosse menor em

isolados ambientais da Floresta Naciona de Caxiuand, que possivelmente sdo
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selecionados por antimicrobianos liberados por fungos ou bactérias em ambientes
naturais (Takahashi & Lucas, 2008; Guimarées et al., 2010). 1sso demonstra que, de
modo geral, todos os isolados de S Panama avaliados possuem uma resisténcia
intrinseca as cefalosporinas de 12 e 22 geracdo e aos aminoglicosideos testados; e que
provavelmente a pressdo seletiva excedente de &reas com agdo antrépica ainda ndo
resultou em aumento de resisténecia a outras classes de antibidticos nos casos dos
isolados de Belém, Barcarena, Moju e Angjés.

O dendograma, visualizado na Figura 2, associado aos modelos de
resisténcia demonstraram a existéncia de clones MDR de S Panama circulando em
diferentes municipios do Estado do Para, assim como em diferentes fontes. A deteccdo
de clones PFGE de Salmonella Schwarzengrund multidrogaresistentes em isolados de
alimentos avicolas e isolados humanos na Tailandia, e em alimentos importados deste
pais e isolados humanos na Dinamarca e Estados Unidos revela a transmissdo da
salmonelose do animal para 0 homem e a disseminagdo de clones MDR para diferentes
localidades por meio daimportac&o de alimentos contaminados (Aarestrup et al., 2007).

A avaliagdo de isolados de S Typhimurium de aimentos (bovinos) e de
humanos demonstra um aumento na freqliéncia de resisténcia a cefalosporinas de amplo
espectro no decorrer dos anos (1999 - 2006), indicando que o uso de cefaosporinas na
alimentacdo do gado exerce uma pressdo seletiva que favorece isolados cefalosporinas
resistentes (Adhikari et al., 2010). No presente estudo, entre as 110 amostras de S
Panama avadiadas pelo teste de sensibilidade a antimicrobianos, 100% foram
multirresistentes a cefalosporinas de 12 geracéo (cefalotina e cefazolina) e 22 geragdo
(cefuroxima) (Tabela 2 e 4), ndo foi detectada resisténcia a cefalosporinas de amplo

espectro, entretanto 31 amostras ambientais de S. Panama foram intermediarios a
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cefotaxima (cefalosporina de 32 geracdo), dessa maneira se pressupde uma possivel
emergéncia de isolados ambientais produtores de betal actamases de espectro ampliado
(ESBL).

Os isolados de S. Panama de origem humana (16 isolados), de aimentos
(5 isolados) e de animal silvestre (5 isolados) obtidos no Estado do Pard, Brasil, foram
100% multirresistentes a cefaloting, cefazolina, cefuroxima, cefoxitina, gentamicina e
tobramicina. Apenas 4 dos 5 isolados de S. Panama de animal silvestre demonstraram
resisténcia a estreptomicina (Tabela 2). Enquanto apenas 3 isolados de S. Panama de
fezes humanas de 139 isolados clinicos e 2 de 121 isolados de aimentos foram
resistentes a gentamicina no Chile (Cordano & Vigilio, 1996). Nos EUA, aresisténciaa
cefoxitina e cefalotina foi identificada em 10 isolados humanos (50%) e 16 isolados de
gado bovino (80%) de Salmonella Newport, além de 4 isolados de gado bovino (20%)
resistentes & gentamicina desse mesmo sorovar (Harbottle et al., 2006). Nesse mesmo
pais, entre 172 isolados de Salmonella spp. de carne bovina, 9 isolados foram resistentes
acefoxitinae 1 agentamicina (Bosivelac et al., 2009).

Na China, de um total de 834 isolados humanos de Salmonella spp., 54
(6,2%) foram resistentes a gentamicina (Jin & Ling, 2009). A resisténcia a gentamicina
também foi observada em 12 isolados (60%) de S. Typhimurium de 20 isolados
humanos do Quénia (Onyango et al., 2009). Entre 33 isolados de S. Typhimurium de
origem animal, 4 (12%) apresentaram resisténcia a gentamicina, 15 (45%) a
estreptomicina e 7 (21%) a cefalotina, aém disso dentre 14 isolados humanos do
mesmo sorovar, 1 isolado (7%) foi resistente a gentamicina e 6 isolados (43%), a
cefalotina (Benacer et al., 2010). Logo se observa que a resisténcia a cefa osporinas de

12 e 22 geragcdo e aminoglicosideos é fregliente entre isolados de origem humana e
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anima em diferentes paises, contudo a freqléncia de resisténcia a esses antibiéticos
encontrada no presente estudo ainda foi mais elevada.

Observou-se que o teste de sensibilidade a antimicrobianos aplicado a
110 amostras de Salmonella Panama, resultou em 65 amostras ambientais, 13 amostras
humanas, 4 amostras de alimentos e 1 amostra de animal silvestre intermediarios a
estreptomicing, apenas 10 amostras ambientais (11,9%) e 4 de animal silvestre foram
resistentes a estreptomicina. Enquanto em 20 e 19 isolados de origem animal, gado
bovino e galinha, respectivamente, foi observada resisténcia a estreptomicina em 90% e
21% dosisolados (Foley et al., 2006).

Entre 40 cepas ambientais de Salmonella de &gua de rio e de esgoto do
sul da Africa foram encontrados resultados intermedidrios & aminoglicosideos (10
amostras resistentes a neomicina e 5 a canamicinag) e a estreptomicina (15 amostras)
(Mafu et al., 2009). Entre cepas de Salmonella sp. em um rio impactado por esgoto no
Estado da Paraiba ndo foi detectada resisténcia a cefalotina, cefazolina e gentamicina
(Fluczynic et al., 2010). Enquanto no presente estudo, 100% das amostras ambientais
(84 amostras) de S. Panama de rio, igarapé, baia, praia e esgoto foram resistentes a
tobramicina e gentamicina (ambos aminoglicosideos) e cefalosporinas (cefalotina
cefazolina e cefuroxima), a resisténcia a estreptomicina em amostras ambientais de S,
Panama foi detectada em somente 2 amostras (2,9%) de igarapé em Melgago, em 4
amostras (5,8%) de igarapé em Belém, 1 amostra (1,4%) de baia em Belém, 1 amostra
(1,4%) de praia em Belém, 1 amostra (1,4%) de rio em Barcarena e 1 amostra (11,1%)
de esgoto em Belém (tabela 3). Portanto a resisténcia a estreptomicina das amostras
ambientais avaliadas pode ser considerada reduzida, especialmente entre as amostras de

Melgaco, em que o ambiente da Floresta Nacional de Caxiuana seria propicio para
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selecdo de amostras resistentes a estreptomicina por meio da pressao seletiva exercida
por microrganismos que naturalmente produzem esse antibidtico (Guimardes et al.,
2010).

E importante observar que muitas amostras de S. Panama com diferentes
perfis genotipicos, inclusive algumas amostras que representaram clones, também
apresentaram diferentes modelos de resisténcia, logo se infere ndo existir relagdo
aparente entre os perfis genotipicos resultantes da genotipagem por PFGE e os perfis

fenotipicos obtidos a partir do teste de sensibilidade a antimicrobianos.
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5 CONCLUSOES

- As 110 amostras de S Panama apresentaram resisténcia multipla as
cefalosporinas de 12 e 22 geragdo e aos aminoglicosideos testados, entretanto, deve-se
destacar a baixa resisténcia a estreptomicina e a possivel emergéncia de amostras
ambientais produtoras de ESBL ;

- A tipagem genotipica por PFGE das amostras de S. Panama discriminou 54
perfis de restricdo, portanto, detectando consideravel diversidade genética;

- Os clones de S Panama encontrados em ambientes aquaticos da Floresta
Nacional de Caxiuand, sob protecdo ambiental, ndo foram detectados em Belém,
municipio com acdo antrOpica evidente, sugerindo uma adaptacdo a ambientes e a
reservatorios diferentes;

- A persisténcia de clones de S. Panama em ambientes aquaticos no decorrer dos
anos foi observada tanto entre amostras da Floresta Nacional de Caxiuana quanto entre
amostras de Belém;

- A ocorréncia de clones de S. Panama foi identificada em diferentes municipios
do Estado do Pard, evidenciando a circulagdo de clones entre diferentes localidades;

- Foi observado que muitas amostras de S Panama com diferentes perfis
genotipicos, tanto de ambientes aquéticos da Floresta Naciona de Caxiuand, sob
protecéo ambiental, quanto de municipios como Belém e Barcarena, com agdo antropica
evidente, também apresentaram diferentes modelos de resisténcia, indicando ndo existir
relacdo entre os perfis genotipicos resultantes da genotipagem por PFGE e os perfis

fenotipicos obtidos a partir do teste de sensibilidade a antimicrobianos.
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