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RESUMO

A Salmonella Typhi é o agente etioldgico da febre tiféide, uma doenca
infecciosa, sistémica, que constitui importante problema de saude publica
principalmente nos paises em desenvolvimento da Africa, Asia, América
Central e do Sul. Amostras de Salmonella Typhi isoladas de casos clinicos no
periodo de 1970 a 2009 no Estado do Para foram caracterizadas por meio da
técnica de Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE). O perfil de
suscetibilidade aos antimicrobianos foi realizado através dos métodos manual e
automatizado. Foi empregada a técnica de Reacdo em Cadeia Mediada pela
Polimerase (PCR) para a pesquisa das integrases de classe 1 e 2 e do fator de
viruléncia Vi. Em 151 amostras pOde-se observar 68 diferentes pulsotipos,
sendo 66 deles agrupados em 5 clusters. As amostras independente de sua
procedéncia, fonte de isolamento ou ano, apresentaram elevada similaridade
genética que variou de 80 a 100%. Verificou-se resisténcia (1,99%) e
resisténcia intermediaria (6,62%) somente a nitrofurontoina, em nenhuma
amostra foi detectado integrase de classe 1 e 2, demonstrando, que, no Estado
do Para, as cepas circulantes ndo apresentam multi-resisténcia como
observado em varias regides do mundo. Foram encontradas 4 (2,65%)
amostras Vi-negativo, que pode ser devido ao longo periodo de
armazenamento, pois a ilha de patogenicidade SPI-7 é geneticamente instavel

e pode ser perdida ap0s sucessivos repiques.

11



ABSTRACT

Salmonella Typhi is the causative agent of typhoid fever, a systemic
infectious disease which is an important public health problem mainly in
developing countries from Africa, Asia, America Central and South. Samples of
Salmonella Typhi isolated from clinical cases between the period from 1970 to
2009 in the state of Para were characterized by the Pulsed Field Gel
Electrophoresis (PFGE) technique. The profile of antimicrobial susceptibility has
been performed using manual and automated methods. Also, Polymerase
Chain Reaction (PCR) has been used to the detection of class 1 and 2
integrons and the virulence factor Vi. In 151 samples, we could observe 68
different pulse types, with 66 pulse types grouped into five clusters. The
samples, regardless their origin, source of isolation or year, have shown high
genetic similarity ranging from 80 to 100%. Resistance (1.99%) and
intermediate resistance (6.62%) only against nitrofurantoin has been noticed,
integrons have not been found in class 1 and 2 related to resistance,
demonstrating that, in the State of Para, the phenomenon of resistance and
multidrug resistance found in several regions of the world has not occurred yet.
We found four (2.65%) Vi-negative samples, which may be so due to the long
storage period, as the pathogenicity island SPI-7 is genetically unstable and

may be lost after repeated subcultures.
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1. INTRODUCAO
1.1 O GENERO Salmonella

A Salmonella € uma bactéria pertencente a familia Enterobacteriaceae,
conhecida mundialmente como o agente causador de toxi-infeccdes
alimentares em seres humanos (Lan et al., 2009).

O género Salmonella compreende bacilos Gram-negativos com diametro
em torno de 0,7 - 1,5 x 2,0 — 2,5 um, néo esporulados; em geral méveis com
flagelos peritriquios, com excecdo dos sorovares S. Gallinarum e S. Pullorum;
possuem temperatura 6tima de crescimento em torno de 37 C; sdo anaerobios
facultativos; formam colonias que medem cerca de 2 a 4 mm de diametro;
apresentam os testes da oxidase e Voges-ProsKauer negativos; reduzem
nitrato a nitrito; fermentam glicose e outros carboidratos com producdo de
acidos, produzem sulfeto de hidrogénio (H,S); utilizam o citrato como Unica
fonte de carbono e, geralmente, séao lisina e ornitina descarboxilase positivas
(Winn Jr et al., 2008).

Figura 1 - Visualizacdo da
Salmonella Typhi através da
técnica de imunofluorescéncia.
(Fonte: Baker et al., 2007).

A Salmonella Typhi se diferencia dos demais sorovares por meio de
caracteristicas bioquimicas e soroldgicas (Ewing, 1986). A S. Typhi fermenta
glicose sem producdo de gas, é citrato negativo, produz H,S em pequena
quantidade em comparagdo aos demais sorovares, bem como, apresenta o

teste da ornitina descarboxilase negativo (Brenner et al., 2005). As principais
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provas de identificacdo bioquimica para Salmonella spp. e S. Typhi estéao

listadas no Quadro 1.

Quadro 1 - Reacdes tipicas da Salmonella spp. e Salmonella Typhi na
identificacdo bioquimica.

Identificacdo Bioguimica Salmonella spp Salmonella Typhi
Agar triplice acucar ferro AllAcg Al/AC

(TSI)

Sulfeto de hidrogénio (H,S) Positivo Pequena quantidade*
Uréia Negativo Negativo

Motilidade Positiva* Positiva*

Indol Negativo Negativo

Citrato Positivo Negativo

Lisina Positivo Positivo

Ornitina Positivo Negativo

Al= Alcalino (Apice vermelho); Ac= Acido (Base amarelo); g= producéo de
gas (CO,).*Esta reacdo ocorre em 97% das cepas. Positivo = Esta reagéo
ocorre em 90% ou mais das cepas. Negativo = Esta reacéo ocorre em 90%
ou mais das cepas. Fonte: Brenner et al., 2005.

Na taxonomia atual os nomes dos sorovares nao devem estar em italico
e a primeira letra deve ser maiuscula, obedecendo a seguinte citacao:
Salmonella enterica subespécie enterica sorovar Typhimurium (Grimont &
Weill, 2007).

Para os nomes dos sorovares designados pelas formulas antigénicas
na espécie enterica, escreve-se da seguinte forma: (a) designacdo da
subespécie, (b) antigeno somatico mais dois pontos, (c) antigeno flagelar (de
fase 1 mais dois pontos e fase 2 quando presente), por exemplo: Salmonella
sorotipo IV 45:9,Zs,:-. Para a formula antigénica dos sorovares na espécie
bongori, segue-se o exemplo: S. V 61:z35:- (Brenner et al., 2000).

Classificagbes baseadas na técnica de hibridizacdo do DNA dividem o
género Salmonella em duas espécies distintas S. enterica e S. bongori, a
Salmonella enterica é subdividida em seis subespécies e nela encontram-se
cerca de 99,5% dos sorovares mais frequentemente isolados (Patrick et al.,
2007), ver o Quadro 2.

14



Quadro 2 - Distribuicdo do género Samonella em espécies, subespécies e
namero de sorovares, segundo Guibourdenche et al., 2010.

Género Espécie Subespécie Nimero de
sorovares
Salmonella |enterica enterica 1547
salamae (I1) 513
arizonae (llla) 100
diarizonae (ll1b) 341
houtenae (1V) 73
indica (VI) 13
bongori Subespécie V 23
Total 2610

Na Salmonella enterica subespécie enterica, 0S sorovares Sao
designados por um nome geralmente indicativo de doencas associadas,
especificidade do hospedeiro ou origens geograficas. Algumas salmonelas
clinicamente importantes como a S. Typhi foram denominadas de acordo com
a doenga, outras, como a S. Abortusovis foram correlacionadas com a doencga
e/ou animal a partir do qual foram isoladas, ou mesmo pela regido geografica
onde o organismo foi primeiramente isolado, como a S. London e S. Panama
(Patrick et al., 2007).

Os sorovares da subespécie enterica, representam até 98% dos
isolados de processos entéricos e extra-intestinais do homem, com sorovares
distribuidos principalmente entre os grupos sorolégicos O:4 (B), O:6, 7, 8 (Cy,
Cy C3), O9 (Dy) e O3, 10, 15 e 19 (E1 e E4) do esquema de White-
Kauffmann-Le Minor. Os sorovares da Samonella enterica subspécie enterica
e Salmonella enterica subspécie salamae acometem animais homeotérmicos,
e 0s demais sorovares, com destaque para IV e VI, sdo detectados em
animais de sangue frio e no meio ambiente (Hofer & Hofer, 2005).
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A caracterizacdo sorologica do género Salmonella tem como base a
identificacdo dos antigenos “O” (somaticos), “H” (flagelares) e “Vi’ (capsular),
levando em consideracéao ao esquema de White-Kauffmann-Le Minor (Quadro
3), cujas férmulas antigénicas séo identificadas com letras e nimeros. O
antigeno O reflete a variacdo do polissacarideo e o antigeno H, reflete a
variacdo da flagelina, que possui natureza protéica (Parry et al., 2002).

O componente LPS da membrana externa possui uma porcao
polissacaridica composta de acglcares, denominados polissacarideos O, que
atuam como antigenos. No lécus rfb do cromossomo da Salmonella, sao
encontrados genes responsaveis pela sintese e variabilidade do antigeno O
(Fierer & Guiney, 2001).

Quadro 3 - Classificacdo dos sorotipos ou sorovares de Salmonella segundo o
esquema abreviado de  White-Kauffmann-Le Minor com base na sua
composicao antigénica.

Formula Antigénica

Sorotipo Grupo Antigeno O Antigeno H
Fase 1 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 1,4,12 f,g0,s [1,2]
S. Derby 1,4,[5],12 f,g [1,2]
S. Saintpaul 1,4,[5],12 e,h 1,2
S. Choleraesui 0:7 (Cy) 6,7 C 15
S. Oranienburg 6,7,14 m,t [z57]
S. Infantis 6,7,14 r 15
S. Newport 0:8 (C—-C3) [6,8,20 e,h 1,2
S. Typhi 0:9 (Dy) 9,12[Vi] d -
S. Enteritidis 1,9,12 g,m -
S. Anatum 0:3,10 (Ey) 3,10[15] [15,34] |e,h 1,6

[ ]* = pode ou nao ocorrer. Fonte: Ferreira & Campos, 2008.

Existe uma grande variacdo na porcdo central dos genes da flagelina,

essa variagdo é usada para definir antigenos flagelares especificos. A maioria

das salmonelas tem dois genes distintos da flagelina, a expressédo deles é
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alternada em uma taxa de 10° a 10°, de forma que apenas um alelo é
expresso pela bactéria (Fierer & Guiney, 2001).

O Vi é um antigeno de superficie encontrado apenas em trés sorovares
de Salmonella (S. Typhi, S. Paratyphi C e S. Dublin), possui importancia na
diferenciacdo sorologica do sorovar, bem como, apresenta-se como
mecanismo de defesa bacteriana durante a infeccdo (Ferreira & Campos,
2008).

Os sorovares de Salmonella sdo ubiquitarios e podem infectar humanos
e animais. Alguns sorovares de Salmonella sdo adaptados exclusivamente ao
homem, como a S. Typhi e S. Paratyphi A, B e C que usualmente causam
doencas graves como febres tiféide e paratifdides (Brenner et al., 2005). Os
sorovares S. Choleraesuis e S. Dublin estdo relacionados a bacteremia ao
invés de diarréia (Fierer & Guiney, 2001). Determinados sorovares s&o
adaptados a uma espécie animal, como a S. Gallinarum em aves e a S.
Abortusovis em carneiros, enquanto que outros sorovares como a S.
Typhimurium e a S. Enteritidis podem causar infec¢des tanto no homem como
em diferentes espécies de animais, atuando como reservatérios naturais da
infeccdo humana, o que confere a salmonelose o carater de zoonose,
tornando-a responsavel por quadros de gastroenterites (Ferreira & Campos,
2008).

A salmonelose é transmitida de pessoa a pessoa, sem um hospedeiro
intermediario, por meio da contaminagdo da 4gua e alimentos crus ou mal
cozidos, como: carne bovina, suino, aves, ovos, leite e derivados, e frutos do
mar. Veterinarios e trabalhadores de granjas e fazendas que possuem maior
contato com animais infectados, também podem adquirir a doenca; e em
hospitais pode ocorrer a transmissao interpessoal (Shinohara et al., 2008).

As gastroenterites sdo quadros clinicos curtos causados por Salmonella
nao-Typhi, com periodo de incubacdo de 12 a 72 horas, indicando que a
ativacdo da resposta imune adaptativa contribui para o término dos sintomas
(Raffatellu et al., 2008).

A S. Enteritidis € o sorovar mais comum associado a infeccdo de

origem alimentar em humanos por Salmonella em todo o mundo, sobretudo na
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Europa onde representa 85% dos casos de Salmonella, Asia (38%), América
Latina e Caribe (31%) (Galanis et al., 2006). Desde a primeira pandemia
relatada em 1980, ela tem emergido como um dos principais patdogenos
associados a transmissdo da Salmonella através de ovos contaminados
(Galanis et al., 2006).

Os sorovares que causam a febre tiféide e paratifoide destacam-se
dentro do género como importantes problemas de saude publica,
principalmente, nos paises em desenvolvimento onde a assisténcia a saude e

as condic¢des socioecondmicas sao limitadas (Kanungo et al., 2008).
1.2 FEBRE TIFOIDE
1.2.1 Consideracdes Gerais

Em 1884, o bacteriologista aleméao Gaffky, conseguiu isolar o bacilo tifico
a partir de fragmentos de baco de pacientes infectados. Estudos subsequentes
foram realizados, obtendo-se dois grandes avancos na identificacdo sorolégica
e no isolamento da bactéria, com a soroaglutinacdo de Widal em 1896 e a
hemocultura de Schotmduller em 1900, respectivamente (Ledermann, 2003).

No inicio do século XX, Schotmiller e posteriormente Bryon e Kyser
propuseram a separacdo dos agentes das febres tificas (febre tiféide e febre
paratiféide) (Ledermann, 2003). A definicho do nome Salmonella deu-se em
homenagem ao bacteriologista americano Daniel EImer Salmon.

A febre tiféide € uma doenca infecciosa e sistémica causada pela S.
Typhi, que se caracteriza por febre alta e sintomas gastrointestinais.
Apresenta distribuicdo mundial, sendo os paises em desenvolvimento 0os mais
acometidos pela doenca, que estd associada ao saneamento basico e
condicdes de higiene pessoal e ambiental precérios. No Brasil, a doenca é de
notificacdo compulsoria, ocorre de forma endémica, e acomete principalmente

as regides Norte e Nordeste (Brasil, 2007).
1.2.2 Epidemiologia

A febre tiféide é um importante problema de saldde publica,

principalmente nos paises em desenvolvimento da Africa, Asia, América
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Central e do Sul. A cada ano, estima-se que ocorram 22 milhdes de casos e
200.000 6bitos de febre tiféide em todo o0 mundo (CDC, 2009).

Em um estudo realizado na Asia entre os anos de 2001 e 2003, em
cinco paises considerados endémicos para a febre tiféide, foram avaliadas
441.435 pessoas que estavam sob um sistema de vigilancia pré-vacinacgéo,
sendo que destas, 21.874 apresentaram febre com duracgéo igual ou superior a
trés dias, e dentre estas, 475 pessoas apresentaram hemocultura positiva para
S. Typhi. A ocorréncia da doenca foi maior na India, Paquistdo e Indonésia
(Ochiai et al., 2008).

Hotez & Kamath (2009) realizaram um levantamento epidemioldgico na
Africa Subsaariana sobre doencas tropicais negligenciadas, as infeccées
helminticas foram as mais comuns, seguido das doencas bacterianas, com
destaque para a febre tiféide que foi uma das principais doencas com a
prevaléncia subestimada nesses paises.

Na Europa, o numero de casos de febre tiféide tem diminuido nos
altimos anos. De 1995 a 2004 a maior proporcao de casos da doenca (31%) foi
observada na Italia. Rizzo et al. (2008), realizou um levantamento dos casos de
febre tifdide ocorridos entre 2000 e 2006 na lItalia, no qual, os dados mostraram
uma tendéncia decrescente da febre tiféide no pais (de 1,1/100.000 em 2000
para 0,4/100.000 habitantes em 2006).

Nos paises desenvolvidos o0s casos de febre tiféide ocorrem
principalmente devido a viajantes que retornam de areas endémicas (Lynch et
al., 2009). Nos Estados Unidos, um estudo realizado entre 1994 e 1999,
detectou 1.393 casos de febre tifoide, sendo 74% relacionados a casos
importados (Olsen et al., 2003). Posteriormente, Lynch et al. (2009), analisando
dados de 1999 a 2006, encontrou 1.902 casos de febre tiféide, com cerca de
79% associados a casos importados. Na Suica, um estudo realizado entre
1993 e 2004, identificou 208 casos da doenca, com 88,5% associados a
viagens recentes (Keller et al., 2008).

Nos paises Latino-americanos, verificamos que durante décadas os
indices de febre tifoide no Chile variaram entre 40 e 50 casos/100.000

habitantes. Em 1977 houve o inicio de uma epidemia que perdurou dez anos,
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nesse periodo, as taxas chegaram a alcancar o indice de 120 casos/100.000
habitantes, anos mais tarde, em 1997, houve o declinio da doenca com valores
abaixo de 10 casos/100.000 habitantes (Fica et al., 2001). Em 2003 foram 3,7
casos de febre tiféide por 100.000 habitantes no Chile, diminuicdo indicada
através de um estudo epidemioldgico realizado por Luque et al. (2006).

No Brasil, ha um declinio dos coeficientes de incidéncia e letalidade por
febre tifdide entre os anos de 1981 e 2004. Em S&o Paulo a incidéncia de febre
tifoide diminuiu consideravelmente de 1960 quando apresentava mais de 600
casos para menos de 50 casos em 2004 (DDTHA, 2005).

Entre 1998 e 2008 foram 4.406 casos confirmados de febre tiféide em
todo o Brasil, destes 2.094 ocorreram na regido Norte (Brasil, 2008b). Em 2009
foram notificados 318 casos de febre tifoide em todo o pais (Datasus, 2011).
Quando analisadas somente as regides Norte e Nordeste, verificam-se
coeficientes mais elevados da doenca, devido a precariedade das condi¢cbes
sanitarias e ao abastecimento de &agua inadequado (Brasil, 2007; Brasil,
2008a).

Na década de 1980, o Estado do Para atingiu 0 maior nimero de casos
de febre tiféide da regido amazonica. Em 1985 foram 281 casos notificados da
doenca (Santos et al., 1992). No final da década de 1980, ocorreram surtos nos
municipios de Maraba e Abaetetuba com a média de 20 casos/ano (Ramos,
2005).

De acordo com registros no periodo de 1993 a 1997, na regido
amazonica, o Instituto Evandro Chagas (IEC) atendeu e diagnosticou 85 casos
de febre tifoide, onde 57 (66,3%) foram originarios de Belém, 18 (20,9%) do
interior do Estado do Pard e 11 (12,8%) provenientes de outros estados,
incluindo 9 casos do municipio de Tarauaca, estado do Acre. A doenca
apresentou distribuicdo sazonal com 75,6% dos casos acontecendo entre o0s
meses de julho a dezembro (Ramos & Lins-Lainson, 1997).

Surtos de maiores proporgdes foram relatados em Obidos, Moju e
Anajas. No municipio de Obidos, o surto de febre tiféide ocorreu no ano de
1997, com 61 casos identificados na localidade de Cipoal situada a Noroeste

do municipio. No surto registrado em Moju no ano de 1999 detectou-se 72
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casos de febre tiféide. Em 2001, no municipio de Anajas foram identificados 79
casos da doenca (Ramos et al., 1998; Ramos, 1999; 2001). Outros surtos de
menor dimenséao foram relatados em Breves, Barcarena e lgarapé Miri. Ramos
(2005) relatou 443 casos de febre tiféide diagnosticados pelo IEC no periodo
entre 1987 e 2004 com distribuicdo sazonal da doenca.

No Estado do Para, no periodo de 1991 a 2008, identificaram-se 835
casos de salmonelose em 43 municipios, destes 492 (58,9%) casos de febre
tifoide. Dos 47 sorovares de Salmonella identificados, a S. Typhi foi 0 mais
frequente com 77,8%, demonstrando assim a importancia epidemiolégica da
febre tiféide na regido (Loureiro et al., 2010). O Quadro 4 mostra

resumidamente a distribuicdo dos casos de febre tiféide em diferentes regiodes.

Quadro 4 - Distribuicdo de casos de febre tiféide em diferentes locais e periodos
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Local Periodo Numero de casos Referéncia
Asia 2001 a 2003 475 (441.435 sistema | Ochiai et al., 2008
de vigilancia/ 21.874
com febre)
Italia 2000 1,1/100.000 hab. Rizzo et al., 2008
2006 0,4/100.000 hab.
EUA 1999 a 2006 1.902 (79% viajantes) | Lynch et al., 2009
Chile Durante décadas | 40 a 50/100.000 hab. Luque et al., 2006
2003 3,7/100.000 hab.
Brasil 1998 a 2008 4.406 (2.094 no Norte) | Brasil, 2008b
Regiao 1993 a 1997 85 casos Ramos & Lins-
Amazobnica Lainson, 1997
Obidos, Moju, | 1997, 1999 e 2001 | 61, 72 e 79 casos Ramos et al., 1998;
Anajas respectivamente respectivamente Ramos, 1999;
Ramos, 2001.




1.2.3 Patogenia

O ser humano € o unico reservatorio e hospedeiro natural da S. Typhi. A
transmissao ocorre através da ingestdo de agua ou alimentos contaminados
com fezes ou urina de doentes, portadores ou oligossintomaticos, a dose
infectante média é de 10° a 10° bactérias (Lambertucci et al., 2005).

Apoés a ingestdo, as bactérias passam através do piloro e chegam ao
intestino delgado, a invasao ocorre em toda a extensédo do intestino delgado,
preferencialmente na regido ileocecal. Os bacilos multiplicam-se nos tecidos
linféides locais (placas de Peyer), induzindo os enterOcitos e macrofagos a
realizar a fagocitose, processo conhecido como endocitose mediada pela
bactéria, ocorre linfangite e necrose multifocal, pela acdo de endotoxinas que
aumentam a resposta inflamatoria local nos tecidos onde a Salmonella se
multiplica. Alguns bacilos permanecem nos macrofagos do intestino delgado,
enquanto outros bacilos sdo drenados pelos linfonodos mesentéricos, onde
ocorre mais endocitose pelos macrofagos, acredita-se que essa drenagem seja
o fator pelo qual a Salmonella Typhi alcanca a corrente sanguinea (WHO,
2003; Lambertucci et al., 2005).

Como resultado da bacteremia primaria, o patégeno dissemina-se por
todo o organismo, e atinge preferencialmente os 6rgaos do sistema reticulo
endotelial (baco, figado, medula éssea, etc.), onde residem durante 8 a 14 dias
(periodo de incubacao). O periodo de incubacdo depende da quantidade do
indculo e fatores do hospedeiro (WHO, 2003; Lambertucci et al., 2005; Ferreira
& Campos, 2008). Na bacteremia secundéria comegam os sintomas clinicos. A
vesicula biliar € um o6rgao frequentemente atingido. As manifestacdes clinicas
incluem adenomegalia, pancitopenia, hepatoesplenomegalia (Lambertucci et
al., 2005), além disso, dor abdominal, febre em torno de 39 °C e sintomas
inespecificos como calafrios, constipagcdo, diarréia, nauseas e tosse também

podem ocorrer (Kanungo, 2008).
1.2.4 Diagndstico Laboratorial

O diagnostico da febre tiféide baseia-se no isolamento e identificacdo do

agente etiologico. Usualmente sdo empregados exames laboratoriais como a
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hemocultura, coprocultura e Reacdo de Widal. Outras técnicas como a
mielocultura, urocultura e o diagnéstico molecular também podem ser
realizadas (Brasil, 2008a).

A hemocultura é um método de diagnostico importante na primeira
semana da doenga, com positividade de 80%. O material biolégico usado é o
sangue que deve ser coletado 0 mais precocemente possivel a partir do inicio
dos sintomas. Quando proveniente de um individuo adulto sédo necessarios 10
mL da amostra, se for uma crianca sédo necessarios de 3 a 5 mL. Recomenda-
se coletar pelo menos 3 amostras com intervalo de 30 minutos entre cada uma.
E importante que o material seja coletado antes da antibioticoterapia e de
forma asséptica para ndo haver interferéncia no resultado do exame
(Lambertucci et al., 2005; Brasil, 2008a).

A coprocultura é indicada a partir da segunda a quinta semanas da
doenca, sendo particularmente Util no controle de cura dos pacientes e na
deteccdo dos portadores cronicos de S. Typhi. Na realizagdo do exame, o
material bioldgico (fezes) deve ser coletado in natura e encaminhado ao
laboratério em, no maximo, duas horas, até a realizacdo do exame. Pode ser
utilizado meio de transporte Cary & Blair caso seja necessario um maior
periodo entre a coleta e a chegada da amostra para a analise laboratorial
(Brasil 2007, Brasil, 2008a).

A reacdo de Widal trata-se de exame sorologico auxiliar para o
diagnostico da febre tifoide. O teste baseia-se na deteccédo de aglutininas anti-
O e anti-H no soro de pacientes suspeitos. O exame possui limitagcdes na
sensibilidade e especificidade. Podem ocorrer resultados falso-positivos devido
a reacdo cruzada com aglutininas formadas contra outros sorovares do grupo D
de Salmonella, vacinacdo anti-tifica, e valores de corte muito baixos para os
titulos de aglutininas. As reacfes falso-negativas também podem ocorrer pelo
uso de cloranfenicol que pode interferir na formacéo das aglutininas especificas
(Lambertucci et al., 2005).

A mielocultura € o exame mais sensivel (90% de sensibilidade) e nao
sofre influéncia da antibioticoterapia. Entretanto, sua limitacdo esta na forma

invasiva e desconfortdvel com a qual o método € empregado, além da
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dificuldade na operacionalizacdo e da necessidade de pessoal médico com
treinamento especifico para puncdo medular (Brasil, 2008a).

A urocultura possui positividade maxima na terceira semana da doenca
e apresenta valor diagndstico limitado, possui sensibilidade em torno de 15% a
30%, e pacientes com anormalidades no trato urinario podem excretar a
bactéria por longos periodos (Lambertucci et al., 2005; Brasil, 2008a).

Outros exames atualmente usados para o diagnostico sdo 0 ensaio
imunoenzimatico (ELISA), e métodos moleculares baseados na amplificacdo do
DNA, como a PCR multiplex e 0 PCR em Tempo Real, pois sdo métodos mais
sensiveis, especificos, rapidos e reprodutiveis (Brasil, 2008a; Fadeel et al.,
2004; Lim & Thong, 2009; Massi et al., 2005).

1.2.5 Tratamento

O tratamento € preferencialmente ambulatorial. O antibiético de escolha
dependera do quadro clinico da doenca e do perfil de sensibilidade aos
antimicrobianos.

Em 1948, foi introduzido o cloranfenicol para o tratamento da febre
tifoide. Com o surgimento de falhas no tratamento, resisténcia e efeitos
colaterais como a toxicidade medular, que pode se manifestar sob a forma de
anemia (dose-dependente) ou anemia aplastica (reacdo idiossincrasica);
passou-se entdo a optar por outros medicamentos como a ampicilina e o
cotrimoxazol, no entanto também ha relatos de resisténcia a esses
medicamentos (Kariuki et al., 2000; Arjyal & Pandit, 2008; Brasil, 2008a).

As fluoroquinolonas, as cefalosporinas de terceira geracdo e a
azitromicina tém sido o tratamento de escolha para casos de febre tiféide multi-
droga resistentes (Thaver et al., 2005). As fluoroquinolonas sdo antibacterianos
de amplo espectro, penetram nos macréfagos e alcancam altas concentracdes
na bile. As cefalosporinas de terceira geracao tém sido Uteis em casos de
septicemia bacteriana (Arjyal & Pandit, 2008). A azitromicina € um
medicamento novo no tratamento da febre tiféide, ela atua em casos de
resisténcia ao acido nalidixico e em cepas multi-droga resistentes (Parry et al.,
2007).
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Além disso, outras drogas também sdo usadas no tratamento de
pacientes com febre tiféide, como: sulfametoxazol — trimetoprim, amoxicilina e

quinolonas (Brasil, 2008a).
1.2.6 Prevencéo e Controle

A febre tiféide tem como reservatério Unico o ser humano, e a
transmissdo da doenca ocorre pela via fecal-oral, desta forma as principais
medidas preventivas incluem agua potavel, alimentos seguros, higiene pessoal
e condi¢cbes sanitarias adequadas (Bhan et al.,, 2005). No entanto, essas
medidas exigem um enorme investimento, tornando-se uma tarefa quase
inatingivel, principalmente em paises com recursos escassos que acabam
sendo os mais necessitados. De forma mais abrangente os casos devem ser
diagnosticados precocemente, seguido da oferta de tratamento imediato e
adequado. E valido ressaltar que um forte sistema de vigilancia deve ser posto
em pratica para a deteccdo precoce de casos e portadores (Kanungo et al.,
2008).

As vacinas contra a febre tiféide ndo sao eficazes no combate a surtos
por ndo apresentarem um alto poder imunogénico e por conferirem imunidade
de curta duracao (Brasil, 2008a). Existem duas vacinas para febre tifoide, uma
baseada no polissacarideo Vi, e outra baseada em um conjunto de células
vivas atenuadas; estdo atualmente licenciadas, no entanto possuem eficacia
moderada (Bhan et al., 2005).

1.3 RESISTENCIA DA Salmonella Typhi AOS ANTIMICROBIANOS

A obtencao de informacdes sobre o perfil de suscetibilidade da S. Typhi,
€ importante para escolha coerente da terapia antimicrobiana adequada
mediante o surgimento de resisténcia a varios medicamentos de escolha para o
tratamento da febre tifoide.

Apés dois anos da introducdo do cloranfenicol para o tratamento da
febre tiféide, em 1948, surgiram relatos de resisténcia ao antimicrobiano. No
entanto, somente em 1972, a resisténcia ao cloranfenicol tornou-se um

problema de maior escala. Surtos de febre tifoide foram relatados na Tailandia,
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México, india, Vietnd, Coréia e Peru, e os isolados de S. Typhi foram
resistentes a sulfonamida, tetraciclina e estreptomicina (Parry et al., 2002).

No periodo de 1980 a 1990 surgiram cepas de S. Typhi resistentes a
todos os medicamentos de primeira linha usados no tratamento da febre tifoide
(cloranfenicol, trimetoprim, sulfametoxazol e ampicilina), por ocasidao de surtos
na india, Paquistdo, Bangladesh, Vietnd, Oriente médio e Africa (Parry et al.,
2002).

Cepas multi-droga resistentes de S. Typhi vém se tornando um grande
problema na Asia (Parry et al., 2007). Em 2008, na india, o estudo de Kumar et
al. (2009) com 50 amostras de S. Typhi demonstrou que 48 (96%) foram
resistentes ao acido nalidixico, a frequéncia foi considerada elevada quando
comparada com o estudo realizado por Kadhiravam et al. (2005) entre 2001 e
2003, com 78% resisténcia ao antimicrobiano, fato que demonstra o aumento
da resisténcia ao acido nalidixico na regido. Em 1999, 2002 e 2005, cepas de
S. Typhi isoladas na India apresentaram reduzida sensibilidade a
fluoroquinolonas, cloranfenicol, amoxicilina/acido clavulanico, acido nalidixico e
cefalosporinas (Kumar et al., 2008).

Na Amazonia brasileira foi identificado um caso de um jovem portador de
S. Typhi resistente ao cloranfenicol, medicamento de primeira escolha para o
tratamento da febre tifoide no Brasil em funcdo do seu baixo custo e

terapéutica satisfatoria (Alecrim et al., 2002).

1.4 RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS ASSOCIADA AOS
INTEGRONS NA Salmonella Typhi

Os integrons sé@o elementos que contém o gene int (gene que codifica a
integrase), um sitio de recombinacdo adjacente attl, e que eventualmente
podem apresentar cassetes génicos. Os integrons de resisténcia carreiam
principalmente cassetes génicos que codificam resisténcia aos antibioticos e
desinfetantes, e estdo localizados em cromossomos ou plasmideos (Fluit &
Schmitz, 2004).

Os cassetes génicos consistem em gene unico e em um elemento base

59 (contém sequéncias de repeti¢cdes invertidas) localizado dowstrean a regido
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codificante do gene, que na maioria das vezes é reconhecido pela recombinase
sitio especifica codificada pelo integron (Intl). Os cassetes génicos podem
existir como moléculas circulares livres e sao transcritos apenas quando
capturados e inseridos em um integron (Recchia & Hall, 1995).

Os integrons sao frequentemente encontrados como parte de
transposons Tn21, Tn1403, Tnl1404, Tnl696, Tnl412 e Tn2000. Esses
transposons podem estar localizados em cromossomos ou plasmideos
(grandes plasmideos conjugativos pertencentes a grupos IncFl, IncFll ou
IncL/M) (Fluit & Schmitz, 2004).

Os integrons de classe 1 e 2 estdo associados a uma variedade de
cassetes génicos de resisténcia (Rowe-Magnus & Mazel, 2002). Pai et al.
(2003) mostrou em um estudo realizado na Korea no ano de 1999, isolados de
S. Typhi multi-droga resistentes associados ao integron de classe 1 contendo
seis cassetes génicos de resisténcia, ainda na Asia, Ploy et al. (2003) detectou
18 cepas resistentes (15 a trimetoprim e 3 a espectomicina e estreptomicina)

com a presenca do integron de classe 1.
1.5 GENOMA DA Salmonella Typhi

O genoma da S. Typhi foi descrito com a analise de dois isolados, uma
cepa classica Ty2 (isolada originalmente em 1900) e uma cepa CT18
multirresistente isolada no Vietna, em 1992. A compara¢do dos cromossomos
da S.Typhi CT18 e Ty2 demonstram um notavel grau de conservacéao (Baker &
Dougan, 2007). A Figura 2 mostra a comparacdo do genoma de Ty2 com
CT18.

No entanto, algumas diferencas sdo observadas entre os isolados, a
cepa patogénica de S. Typhi Ty2 foi isolada antes do surgimento de resisténcia
a drogas em 1970, portanto ndo contém plasmideos, em contraste com a cepa
CT18 que carreia cassetes resistentes a multiplas drogas em um grande
plasmideo e contém outro grande plasmideo estreitamente relacionado com

pMT1 da Yersinia pestis.
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O genoma do Ty2 consiste de um dnico cromossomo circular de
4.791.961 pb com em média 52,05% de G+C, possui sete 6perons rRNA com
cinco copias em um replicon e duas em outro (Deng et al., 2003).

O genoma do CT18 possui um cromossomo com 4.809.037 pb com em
média 52,09% de G+C, a cepa também possui os plasmideos pHCM1 com
218.150 pb e pHCM2 com 106.516 pb. O pHCM1 é conjugativo e codifica
resisténcia a todas as drogas de primeira linha usadas no tratamento da febre
tifoide. O pHCM2 compartilha mais de 56% de sua sequéncia com o plasmideo
pMT1 associado a viruléncia da Yersinia pestis (Parkill et al., 2001).

Ty2 possui relativamente poucas sequéncias de insercdo (IS), com 26
copias de IS200F e apenas trés copias (1 de cada) de outros elementos de
inser¢do: 1S1230B, 1S285 e 1S1351. Além desses elementos CT18 contém
outros trés elementos IS1. Genes relacionados a viruléncia iroBCDEN (codifica
o sistema de armazenamento e absorcéo de ferro) e sopE (codifica a proteina
efetora de secrecéo tipo Il associada a invaséo) estéo localizados em profagos
nos dois genomas. Talvez a diferenca mais significativa entre Ty2 e CT18
esteja no seletivo silenciamento de genes funcionais em forma de
pseudogenes. Em CT18 existem 204 pseudogenes, onde 9 destes sdo genes
intactos em Ty2. Verificam-se 11 pseudogenes unicos em Ty2 e 195 sédo
compartilhados com CT18 (Deng et al., 2003).

A comparacdo dos cromossomos da S.Typhi CT18 e Ty2 demonstra um
notdvel grau de conservacdo. Os isolados de S. Typhi sdo altamente
relacionados, significando que muitas vezes é dificil diferenciar entre isolados
de uma determinada area ou local e torna-se ainda mais dificil definir linhagens

evolutivas dentro da populacao.
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4.791,241 bp

Figura 2 - Mapa do genoma circular de Ty2. O genoma de Ty2 possui 4, 545
ORFs e 4, 516 pseudogenes que sdo compartilhados com CT18 (Primeiro circulo azul)
e 29 que sdo Unicos (na cor rosa). As pontas das setas dentro do segundo circulo
mostram a localizacéo e orientacao dos éperons de r RNA (em vermelho) e tRNA (em
turquesa). O terceiro circulo mostra a distribuicdo dos elementos de insercdo: em azul,
IS200; em vermelho, outros elementos de inser¢do. O Quarto circulo mostra a escala
de pares de bases. O Quinto circulo mostra a relacdo C/G calculada para cada janela
com 10 kb ao longo do genoma. O sexto e sétimo circulos mostram a comparagao dos
genomas de Ty2 e CT18: em azul (acima do eixo em CT18) indica regides colineares,
em vermelho (abaixo do eixo em CT18) indica regides invertidas, verde indica regides
translocadas e invertidas dentro do genoma na regido de inversdo, e o amarelo indica
regides Unicas (Fonte: Deng et al., 2003).
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1.6 FATORES DE VIRULECIA DA Salmonella Typhi

Genes que codificam as proteinas que compde a estrutura de superficie
bacteriana como LPS, flagelo e fimbria estdo envolvidos com a viruléncia do
patogeno e, além disso, estimulam a resposta imunoldgica do hospedeiro. Os
determinantes especificos de viruléncia podem ser agrupados em ilhas de
patogenicidade (SPI), esse agrupamento de genes frequentemente apresenta
um conteudo de CG diferente do core do genoma, e possuem sua origem
frequentemente associada a plasmideos ou fagos (Baker & Dougan, 2007).

Até 0 momento sdo conhecidas 15 SPI na S. Typhi, a SPI-1 contém
genes envolvidos na invasdo das células epiteliais, enquanto a SPI-2 contribui
para a sobrevivéncia da Salmonella dentro dos macréfagos, ambas sédo
encontradas em todos os sovares de Salmonella (Daigle, 2008). Uma
caracteristica importante dos isolados de S. Typhi € a capsula polissacaridica
Vi, a sua producdo esta relacionada com a ilha de patogenicidade SPI-7, o
antigeno Vi protege o patdgeno dos mecanismos de imunidade inata e
mediada por anticorpos do hospedeiro, além de aumentar a resisténcia
bacteriana a acdo do sistema complemento, e da sua importancia para
sobrevivéncia do patégeno dentro dos fagécitos (Ferreira & Campos, 2008).

O LPS protege a bactéria da acdo de defensinas, durante a infec¢do da
mucosa intestinal, seria produzida uma pequena quantidade do
lipopolisssacarideo para promover a invasdo, enquanto que no sangue e nos
tecidos seria produzida uma quantidade maior do antigeno para conferir
resisténcia a acado bactericida do sistema complemento (Hoare et al., 2006).

A adesédo bacteriana as células do hospedeiro por meio de fimbrias é
frequentemente considerado um fator importante para a colonizacdo. O
genoma da S. Typhi contém 13 déperons correspondentes a genes fimbriais,
dos quais 5 (sef, sta, ste, stg, tcf) podem ser importantes para a especificidade
do hospedeiro na infecgao por S. Typhi (Daigle, 2008).

Eichelberg & Galan (2000) estudaram as mutacdes em genes flagelares
e verificaram que ocorria diminuicdo da capacidade de entrada da S. Typhi em

culturas de células e reducéo significativa da expressdo dos componentes do
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sistema de secrecao do tipo Ill, demonstrando assim a importancia destes

genes na viruléncia da bactéria.

1.7 METODOS PARA A ANALISE DA DIVERSIDADE GENETICA DA
Salmonella Typhi

A diversidade genética em populagfes de S. enterica subespécie enterica
vem sendo analisada por vérias técnicas como MLEE (Multilocus enzyme
eletrophoresis) (Beltran et al.,, 1988; Reeves et al., 1989), MLST (Multilocus
Sequence Typing) e PFGE (Pulsed Field Gel Eletrophoresis) (Torpdahl et al.,
2005; Soyer et al., 2010).

Um método usado para realizar estudos genéticos em populagdes
bacterianas € o MLST. Essa técnica é baseada na determinacéo de sequéncias
de DNA, e, tem sido aplicada para muitos patégenos importantes fornecendo
informacdes sobre a evolucdo e a diversificacdo de espécies, sendo util para
entender a evolucdo de clones e a patogenicidade da Salmonella. No entanto,
possui desvantagens como a acessibilidade limitada e o custo elevado (Belkum
et al., 2007; Lan et al., 2009).

O PFGE revela-se um método util para distinguir isolados na vigilancia e
investigacdo de surtos, no mapeamento do genoma de diferentes espécies, e,
além disso, mais de 20 anos desde o seu desenvolvimento destaca-se como
uma técnica empregada para avaliar as relacbes epidemiolégicas na maioria
das bactérias clinicamente relevantes (Torpdahl et al., 2005; Goering 2010).

Estudos da epidemiologia molecular de S. Typhi estdo sendo realizados
por meio da técnica de PFGE demonstrando significativa diversidade genética
das cepas isoladas em surtos e casos esporadicos de febre tifdide (Thong et
al., 1994; Thong et al., 1995; Moehario, 2009).

No estudo de Thong et al. (1994) realizado na Maléasia, foi possivel
observar através da técnica de PFGE, usando-se trés endonucleases de
restricdo (Xbal, Spel e Avrll), que varios clones de S. Typhi sdo endémicos,
co-existindo simultaneamente, causando surtos e casos esporadicos de febre
tiféide.
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Em um estudo realizado na Malasia, Tailandia e Indonésia, paises
endémicos para a febre tifoide; foi possivel observar através da técnica de
PFGE, uma consideravel diversidade genética entre os isolados de casos
esporadicos, sugerindo a mobilidade e circulacdo destas cepas (Thong et al.,
1995).

Outros meétodos genotipicos usados para estudos com isolados de
S.Typhi também s&o descritos como: RAPD-PCR (Random Amplified
Polymorfic DNA), Ribotipagem (técnica baseada na hibridacdo DNA-DNA), e
Micro arranjo de DNA (Nair et al., 1999; Hirose et al., 2003; Frye et al., 2010).

1.8 ELETROFORESE EM GEL DE CAMPO PULSADO (PFGE)

O PFGE é um método empregado na analise de fragmentos de DNA
gendmico com alto peso molecular digeridos por endonucleases. Na técnica, as
moléculas de DNA sao submetidas a campos elétricos que mudam de direcéo
de acordo com um padrao pré-determinado, o que permite que as moléculas
sejam reorientadas antes de ocorrer a migracéo, levando a uma separagao de
acordo com o tamanho do fragmento da molécula, a corrida eletroforética
acontece em uma base de gel de agarose (Magalhdes et al., 2005). A
resolucdo desta técnica depende de alguns fatores como voltagem,
concentracdo de agarose, temperatura, solucdo tamponante, tempo de pulso e
de corrida eletroforética, bem como, da integridade do DNA.

A técnica possui poder discriminatério bastante elevado apresentando-
se como um instrumento eficaz na avaliagdo da diversidade genética de S.
Typhi, além de ser considerado como padréo ouro em epidemiologia molecular
(Thong et al., 2002; Magalhaes et al., 2005).

E possivel, por meio do PFGE, determinar as relagdes genéticas entre
cepas circulantes em diferentes locais, podendo-se aplicar a técnica em
estudos que envolvem casos esporadicos ou surtos, bem como, na
comparacdo de populagbes bacterianas envolvendo cepas de diferentes
paises. No trabalho de Salve et al. (2006), foi possivel determinar as relacdes
genéticas entre cepas circulantes no periodo compreendido entre 1988 e 2004

na Argentina e na Coldombia. Moehario (2009) investigou cepas de cinco areas
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geograficas diferentes na Indonésia, isoladas de pacientes com febre tifoide,
identificando diferentes clones estando um clone presente em todas as regifes
estudadas.

Um emprego importante da técnica foi demonstrado no estudo do Centro
de Controle e Prevencao de Doencas (CDC), onde em 1996 e 1997, foi
realizada uma vigilancia ativa para febre tifoide nos Estados Unidos. Os
isolados foram obtidos de pessoas que viajaram para 31 paises diferentes,
encontrando-se através da técnica de PFGE, diversidade de clones no
Sudoeste Asiatico e subcontinente Indiano, e clones idénticos presentes em
locais geograficamente distantes. Foi importante o emprego da genotipagem
por PFGE, pois, sugeriu origem geografica especifica e ajudou a focalizar a
investigacdo epidemiolégica sobre alimentos importados e visitantes oriundos
destes paises (Kubota et al., 2005).

E importante ressaltar que os resultados da anélise molecular devem ser
discutidos em conjunto com dados epidemiolégicos para determinar a

ocorréncia de um surto.
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1.9 OBJETIVOS
1.9.1 Objetivo Geral

Caracterizar molecularmente amostras de Salmonella Typhi isoladas de
casos clinicos entre o periodo de 1970 a 2009 no Estado do Para e verificar o

perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos.

1.9.2 Objetivos Especificos

» Verificar o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos de S. Typhi

isoladas de casos clinicos de febre tiféide;

» Identificar a presenca do gene viaB que esta envolvido no mecanismo de

viruléncia da S. Typhi.

» Detectar a presenca dos integrons de classe 1 e 2 que podem estar

relacionados a resisténcia antimicrobiana.

» Analisar a variabilidade genética da S. Typhi em amostras isoladas de

casos clinicos.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 AMOSTRAGEM

Considerando variaveis de demografia, tempo e espaco foram
selecionadas 151 amostras de Salmonella Typhi disponiveis na Bacterioteca da
Secao de Bacteriologia do Instituto Evandro Chagas (IEC). Todas as amostras
foram provenientes de casos de febre tiféide com isolamento de S. Typhi a
partir de 51 hemoculturas e 100 coproculturas no Laboratério de
Enteroinfeccdes Bacterianas do IEC, no periodo entre 1970 e 2009, sendo
procedentes de 35 municipios do Estado do Para: em Belém foram 52
amostras, 5 em Limoeiro do Ajuru, 1 em Curionépolis, 2 em Paragominas, 1 em
Santarém, 4 em Curralinho, 11 em Abaetetuba, 5 em Breves, 12 em
Ananindeua, 5 em Portel, 2 em Obidos, 1 em Capanema, 6 em Anajas, 1 em
Gurupa, 1 em Maraba, 1 em Tailandia, 3 em Bagre, 2 em Bujaru, 3 em
Marituba, 7 em Igarapé-Miri, 2 em Barcarena, 3 em Acara, 3 em Moju, 1 em
Oeiras do Para, 2 em Castanhal, 1 em Chaves, 1 em Santarém Novo, 1 em
Tracuateua, 2 em Ponta de Pedras, 1 em lrituia, 1 em Colares, 4 em Cameta, 2
em Muand, 1 em Sao Sebastido da Boa Vista e 1 em Mocajuba (Figuras 3 e 4).
Informacdes adicionais sobre as amostras deste estudo podem ser observadas

no Apéndice 1.
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Figura 4 - Distribuicdo espacial das 151 amostras de Salmonella Typhi isoladas a partir de 51 hemoculturas e
100 coproculturas no Laboratério de Enteroinfeccdes Bacterianas do Instituto Evandro Chagas no periodo de
1970 a 2009 em 35 municipios do Estado do Para. Coluna 1: Limoeiro do Ajuru, coluna 2: Curionopolis,
coluna 3: Paragominas, coluna 4: Santarém, coluna 5: Curralinho, coluna 6: Abaetetuba, coluna 7: Breves,
coluna 8: Ananindeua, coluna 9: Portel, coluna 10: Obidos, coluna 11: Capanema, coluna 12: Anajas, coluna
13: Gurupa, coluna 14: Marabd, coluna 15: Tailandia, coluna 16: Bagre, coluna 17: Bujaru, coluna 18:
Marituba, coluna 19: Igarapé-Miri, coluna 20: Barcarena, coluna 21: Acara, coluna 22: Moju, coluna 23: Oeiras
do Pard, coluna 24: Castanhal, coluna 25: Chaves, coluna 26: Santarém Novo, coluna 27: Tracuateua, coluna
28: Ponta de Pedras, coluna 29: Irituia, coluna 30: Colares, coluna 31: Cameta, coluna 32: Muan4, coluna 33:
Sao Sebastido da Boa Vista, coluna 34: Mocajuba, coluna 35: Belém.
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2.2  REIDENTIFICACAO E MANUTENCAO DAS AMOSTRAS

As amostras de Salmonella Typhi armazenadas em agar estoque (Difco,
U.S.A) foram repicadas para o caldo Luria Bertani (LB) (Difco, U.S.A) e
incubadas em estufa na temperatura de 37 °C durante 24 horas. Apds a
turvacdo do caldo uma aliquota foi semeada em placas de agar Salmonella-
Shigella (SS) (Difco, U.S.A) e incubada a 37 °C por 24 horas. De cada placa
foram selecionadas duas colbnias lactose negativas e semeadas em agar
triplice-acucar-ferro (TSI) (Difco, U.S.A) e agar lisina ferro (LIA) (Difco, U.S.A),
e incubadas a 37 °C por 24 horas. As amostras que apresentaram reacdes
bioquimicas caracteristicas nos meios de triagem (Alcalino/Acida, sem gas, e
com pouco H,S, e reacdo positiva para lisina descarboxilase) foram
identificadas bioquimicamente segundo as recomendacdes de Ewing (1986).
ApOs a caracterizacdo bioquimica realizou-se a identificacdo sorolégica por
meio da determinacdo dos antigenos somaticos (OD1), flagelares (Hd) e do
envoltorio (Vi) para a confirmacgao do sorovar Salmonella Typhi.

As culturas puras de S. Typhi confirmadas foram usadas para as
analises propostas no presente estudo, além de serem armazenadas em tubos
de criopreservacao de 2 mL contendo caldo Luria Bertani (LB) acrescido com
glicerol a 20% e congelados em freezer a temperatura de — 70 °C, bem como,
em tubos 12x75mm contendo agar Luria (Difco, U.S.A) arrolhados com rolhas
de borracha e parafinados, e mantidos na Bacterioteca do Instituto Evandro

Chagas (Figura 5).
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Andlises do presente estudo Criopreservagéo (-70C) e

Agar Luria (Difco)

Figura 5 — Fluxograma da reidentificacdo e manutencédo das amostras de Salmonella
Typhi isoladas no Estado do Para no periodo de 1970 a 2009.
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2.3 TESTE DE SUSCETIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

Foram realizados testes para a analise da suscetibilidade da S. Typhi
aos onze antimicrobianos recomendados pelo Ministério da Saude para o
tratamento da febre tiféide. As amostras de S. Typhi foram avaliadas pelo
sistema automatizado Vitek 2 (bioMérieux, Franca), onde foram empregados
oito antimicrobianos contidos na cartela de exame; foi também realizado o teste
de disco-difuséo, onde foram avaliados trés antimicrobianos que nao estavam
contidos na cartela do sistema automatizado Vitek 2 (bioMerieux, Franca). Os
meétodos estdo de acordo com as normas preconizadas pela décima nona
edicdo do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) de 2009 que se
baseia no método descrito originalmente por Bauer et al. (1966).

No método de disco-difusdo cada amostra previamente armazenada em
agar Luria foi semeada em caldo Mueller-Hinton (5 mL) e incubada a 35°C por
6 horas. A turbidez do in6culo foi avaliada usando um turbidimetro comparavel
ao padrdo da escala de McFarland 0,5 (1,5 x 10® UFC/mL). A semeadura foi
realizada usando um swab estéril embebido da suspenséo bacteriana que foi
passado em toda a superficie do Agar obtendo-se uma distribuicdo uniforme do
in6culo. A tampa da placa foi deixada entreaberta por trés a cinco minutos
antes da aplicagcdo dos discos impregnados com a droga. Os discos foram
pressionados de encontro ao Agar e as placas foram invertidas e colocadas em
estufa a 35°C. Apos 16-18 horas de incubacao, realizou-se a leitura usando um
paquimetro. Os tamanhos dos halos de inibicdo classificaram os organismos
como sensiveis, intermediarios ou resistentes as drogas testadas de acordo
com recomendacdes do CLSI (2009). Os antimicrobianos testados pelo método

sao descritos na Quadro 5.

Quadro 5 - Agentes antimicrobianos testados pelo método de disco-difusédo
e interpretacao do teste de sensibilidade antimicrobiana.

Agente )

Antimicrobiano | Abreviacdo | Concentracdo | R I S
Cloranfenicol C 30 ug <12 |13-17 =18
Cefotaxima CTX 30 ug <14 | 15-22 >23
Gentamicina GM 10 ug <12 |13-14 =15

Controle de qualidade recomendado pelo CLSI (2009): ATCC: Escherichia
coli 25922. Resistente (R), Intermediario (I) e Sensivel (S).
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No sistema automatizado Vitek® 2 Systems (BioMeérieux, Franca), foi
usado o cartéo Vitek® 2 Systems (AST-GNO5 / REF 22001). A carta do sistema
do teste de sensibilidade é um método automatizado baseado na técnica da
Concentracdo Minima Inibitéria (CMI). A suspensdo bacteriana foi diluida em
solucédo salina 0,45%. No modulo de preenchimento do aparelho, a suspensao
foi transferida para o cartdo, que em seguida foi cheio, selado e colocado no
modulo de incubadora e leitura do aparelho. O aparelho monitora o
crescimento em cada um dos poc¢os durante 18 horas, no final do ciclo de
incubacdo, os valores da CMI sdo determinados para cada antibidtico
especificado na carta. Os agentes antimicrobianos testados através do método

automatizado sao descritos na Quadro 6.

Quadro 6 - Agentes antimicrobianos testados pelo sistema automatizado Vitek 2 e
interpretacéo do teste de sensibilidade antimicrobiana.

Agente

Antimicrobiano Abreviacao | Concentracéo Resistente | Sensivel

Amoxicilina/Acido | AMC 4/2 pg/mL, <21 > 32/16

Clavulanico 16/8 pg/mL;
32/16 pg/mL

Ampicilina AM 4 ng/mL, 8 ug/mL, | <2 > 32
32 pg/mL

Ceftazidima CAZ lpg/mL, 2 pg/mL <1 =64
8 ng/mL, 32 pg/mL

Ciprofloxacina CIP 0,5 pg/mL, <0,25 >4
2ug/mL, 4 pg/mL

Acido Nalidixico NA 8 ug/mL, 16 pg/mL, | <2 > 32
32 pug/mL

Nitrofurontoina NIT 16 pg/mL, <16 =512
32 pg/mL,
64 pug/mL

Tetraciclina TE 2ug/mL, 4 pg/mL, <1 >16
8 ng/mL

Sulfametoxazol/ SXT 0,5/9,5 pug/mL, <20(1/19) | =320

Trimetoprim 2/38 pg/mL, (16/304)
16/304 pg/mL




2.4 REACAO EM CADEIA MEDIADA PELA POLIMERASE (PCR)
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Para a deteccdo do gene viaB e dos integrons de classe 1 e 2 foi

empregada a técnica da Reacdo em Cadeia Mediada pela Polimerase (PCR). A

presenca dos integrons foi analisada através da amplificacdo de fragmentos

dos genes da integrase Intll e Intl2. O DNA total das cepas foi extraido pela

técnica de fervura e congelamento (Baloda, et al. 1995). Os fragmentos dos

genes ViaB, intl e intl2 foram amplificados por PCR pelos iniciadores vi, Intl e

Int2, respectivamente. As sequéncias usadas séo descritas na Quadro 7.

Quadro 7 — Descricao dos genes e iniciadores empregados na reacao de PCR

Sequéncia do Tamanho
Gene Iniciador do Amplicon | Referéncia
Nucleotideo (5°- 37) (pb)
. vi-for GTTATTCAGCATAAGGAG 439 Levy et al.,
vi-tev | CTTCCATACCACTTTCCG 2008.
Gene da
Intl-for AAAACCGCCACTGCGCCGTTA Fonseca et
integrase 1068 L 2005
Intl-rev | GAAGACGGCTGCACTGAACG al., -
de classe |
Gene da
Int2-for GCGTTTTATGTCTAACAGTCC 4
i Saetal,
integrase 972 2010
Int2-rev. | AAGTAGCATCAGTCCATCC :
de classe Il

As reacdes de amplificacdo foram preparadas com volume final de 25

uL, sendo constituidas por tampéao de reacédo 1X (15mM MgSO,; 100 mM KCI;
80mM (NH4)2S0,4; 100mM Tris-HCI [pH 9.0]; 0,5% NP-40; 1,5mM MgCl, —
NeoBio, B.R); 5,0 mM de dNTP (Invitrogen, U.S.A); 2,5 pmol/uL de cada
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oligonucleotideo (Bioneer, U.S.A); 1,0 U de taq DNA polimerase (NeoBio B.R) e
1 pL de DNA gendmico.

As amplificacdes foram realizadas em um termociclador Veriti ™ 96-Well
Thermal Cycler (Applied Biosystems, EUA), com as condicbes de
termociclagem descritas no Quadro 8.

Para visualizacdo do produto final da PCR, todas as amostras foram
aplicadas em gel de agarose (2%) contendo brometo de etidio (1.0x10
*mg/mL), no qual foram aplicados 8 pL da PCR, misturado a 2 pL de corante
DYE 6X. Os fragmentos foram observados em transluminador de ultravioleta
para posterior registro em sistema de deteccao Biolmaging Systems (UPV,
E.U.A), os tamanhos dos fragmentos amplificados foram mensurados pelo
tamanho do produto amplificado, juntamente com os controles positivos (S57/
Instituto Pasteur, V492/ Instituto Evandro Chagas/Belém, L34/ Fiocruz-RJ, e o
marcador de peso molecular (1 kb).



Quadro 8 - Condicdes de amplificacdo na Reacdo em Cadeia Mediada pela

Polimerase (PCR) para os primers Intl, Int2 e vi.

Primer | Etapas da PCR Temperatura | Tempo Ne Ciclos
Desnaturagao inicial | 94°C 5 min. 1
Y
Desnaturagao 94°C 1 min.
Intl Hibridizac&o 65 °C 50 seg. > 35
Extensao 72°C 50 seg/.
Extensao final 72°C 7 min. 1
Desnaturagéo inicial | 94°C 5 min. 1
\
Desnaturacao 94°C 1 min.
Int2 Hibridizac&o 55 °C 1 min. > 35
Extensao 72 °C 1 min./
Extensao final 72 °C 7 min. 1
Desnaturacéo inicial | 95°C 2 min. 1
\
Desnaturacao 95°C 1 min.
vi Hibridizac&o 55 °C 1 min. > 35
Extensao 72°C 1 min.
/
Extensao final 72°C 7 min. 1
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2.5 ELETROFORESE EM GEL DE CAMPO PULSADO (PFGE)

Para a andlise do DNA gendmico das amostras de S. Typhi foi usada a
técnica de Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE) segundo protocolo
padronizado para Salmonella (Ribot et al., 2006), com algumas modificagdes,
usando-se a endonuclease de restricdo Xbal. Foi usada também a cepa padréo
universal Salmonella Braenderup H9812 (Hunter et al., 2005). As etapas para a

realizacdo da PFGE sao descritas a seguir:
2.5.1 Semeadura das amostras

As amostras de S.Typhi foram semeadas em caldo triptona de soja
(TSB) (Difco, U.S.A) e incubadas a 37 por 6h, apds turvacdo do meio de
cultura realizou-se o semeio em placas contendo agar triptona de soja (TSA)
(Difco, U.S.A) para obtencao de colbnias isoladas incubando-se a 37°C por 14
a 18h, apos selecionou-se uma colénia e novamente semeou-se em TSA para
obtencado de crescimento confluente (a partir de uma Unica colénia) incubando-
se a 37°C por 14 a 18h.

2.5.2 Preparacdo dos Plugs de PFGE

Foram distribuidos 3 mL da solucdo de suspensédo celular (Tris 1M
[pH:8,0]; EDTA 0,5 M [pH:8,0]) em tubos de 12x75mm para o preparo da
suspensao bacteriana, com a turvacdo compativel com a escala 1,0 de
McFarland (3X10°UFC/mL).

Foram transferidos para um Eppendorf 300 puL do in6culo, 15 pL de
proteinase K (0,020g/mL) e 300 pL (0,3mL) de agarose Seakem Gold 1,0%
(Tris 1M [pH:8,0] e SDS 20%) fundida. Em seguida, a mistura foi distribuida na
cavidade de um molde para plugs. Os plugs solidificam a temperatura ambiente
por aproximadamente 10 minutos.

Foram distribuidos 5 mL da solucdo de lise celular (Tris 1M [pH:8,0],
EDTA 0,5M [pH 8.0], Sarcosyl 10% e Proteinase K), previamente preparada,
em tubos cénicos de 50mL. Os plugs foram retirados do molde e transferidos
para os tubos contendo a solugéo de lise celular, com incubacéo a 54°C por 2h,

sob leve agitacao.
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Os tubos foram retirados da estufa e a solucdo de lise foi descartada.
Foram realizadas duas lavagens adicionando-se 15 mL de agua destilada pré-
aguecida a 50°C, com incubacdo em banho-maria a 50°C por 15 minutos.
Outras quatro lavagens foram realizadas adicionando-se 15 mL de tampéo TE
(Tris 1M [pH:8,0] e EDTA 0,5 M [pH:8,0]) pré-aquecido a 50°C, com incubacédo
em banho-maria a 50°C por 15 minutos. Os plugs foram armazenados com 20

mL de TE, sob refrigeracao a 4°C.
2.5.3 Digestdo de DNA com Enzimas de Restricao

Foi cortado um plug de aproximadamente 2 mm de largura e transferido
a um Eppendorf contendo 200 pyL da solugcédo de pré-digestdo, composta por
Buffer 1X (50 mM Tris-HCI [pH:8,0]; 10 mM MgCl, e 50 mM NaCl) e Agua Milli-
Q, incubando-se a 37°C por 10 minutos.

ApOs a incubacdo a solucdo de pré-digestdo foi retirada com uma
micropipeta, em seguida, foi preparada a solugcéo de digestdo contendo Buffer
1X (50 mM Tris-HCI [pH:8,0]; 10 mM MgCl, e 50 mM NaCl), enzima de
restricdo Xbal (50 U - invitrogen) e Agua Milli-Q, com posterior incubacéo de 18
a 24h a 37°C. Os procedimentos também foram realizados para a cepa
controle Salmonella Braenderup H9812. (Hunter et al., 2005). No Quadro 9 é

descrita a enzima de restricdo usada neste estudo.

Quadro 9 - Enzima de restricdo usada para digestdo de DNA gendémico da S.
Typhi pela técnica de Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE).

Sequéncia de

DNA alvo Quantidade de fragmentos

Enzima de Restricdo

Xbal 5 _TCTAG A— 3 35

2.5.4 Aplicacdo das Amostras no Gel de Agarose

A solucéo de digestdo encontrada no Eppendorf foi retirada e os plugs
foram colocados na extremidade do pente, com posterior fixacdo no molde,
apos a secagem, o gel de agarose Seakem Gold (SKG) a 1% em TBE 0.5X foi
despejado deixando-se solidificar por aproximadamente 30 minutos, usou-se

também o marcador de alto peso molecular ladder (BIOLABS New England
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Biolabs, MA, USA). Posteriormente, o gel foi colocado na cuba para a corrida

eletroforética.
2.5.5 Condi¢bes para a Corrida Eletroforética

O gel foi submerso em 1900 mL de tampao TBE 0.5X contido na cuba
eletroforética. Os fragmentos de DNA gendmico foram separados por
eletroforese usando-se o equipamento CHEF-DR®IIl (Bio-Rad, Hercules, CA)
com refrigeracédo do TBE a 14 °C.

A corrida eletroforética foi de 24 horas; com gradiente de voltagem de 6
V/cm; tempo de pulso inicial de 5 s; tempo de pulso final de 30 s e angulo de
inclinacdo de 120°. Apds o término da corrida o gel foi corado com brometo de
etidio (10 mg/mL) por 1 hora, com posterior lavagem em H,O Milli-Q. O padréo
de bandas foi observado sob luz ultravioleta (UV) e fotografado no formato
TIFF usando-se o sistema de foto-documentacdo modelo Photo-Print IP-
010.SD, versaolO (VILBER LOURMAT). A figura 6 mostra um fluxograma da
técnica de Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE).

2.5.6 Interpretacdo e Analise de Dados

Foi realizada analise visual das fotografias e analise através do software
BioNumerics v. 5.1 (Applied Maths/Bélgica). As fotos foram normalizadas com
nove marcadores (de 48.5 a 436.5 Kb), analisando-se todos os fragmentos
obtidos. Os percentuais de similaridade do dendograma foram estimados pelo
Coeficiente de Dice, onde foram calculados com 2,5% de tolerancia usando-se
o método UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Averages).
Para a determinacdo dos clusters, foi adotado o percentual de similaridade
80% de acordo com descrito por Kim et al. (2009), levando-se também em
consideracao o agrupamento realizado pelo software (Cluster cutoff values). Os
perfis de PFGE obtidos no presente estudo foram denominados de pulsotipos;
os perfis considerados geneticamente idénticos foram aqueles que
apresentaram percentual de similaridade de 100%, e aqueles com uma ou mais

bandas de diferenca, foram considerados diferentes.
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Figura 6 — Fluxograma da técnica de Eletroforese em Gel de Campo Pulsado
(PFGE) para a analise do DNA gendmico da S. Typhi.
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2.6 CONSIDERACOES ETICAS

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa do Instituto
Evandro Chagas (IEC) e teve resolucdo favoravel, obtendo o numero de

protocolo n°® 011/10 e parecer de aprovacao n° 0023/2010.
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3 RESULTADOS
3.1 ANALISE BIOQUIMICA E SOROLOGICA DA Salmonella Typhi

Todos os 151 isolados foram submetidos a recuperacéo e apresentaram
caracteristicas bioquimicas inerentes da Salmonella Typhi (Figura 7).

Foi realizada identificacdo sorologica em todas as amostras. Houve
soro-aglutinacdo dos antigenos somatico (OD1) e flagelar (Hd) em todos os
151 isolados, no entanto o antigeno do envoltério (Vi) apresentou soro-
aglutinacdo em 147 (97,35%) amostras. Os 4 (2,65%) isolados que foram
negativos para o Vi, pertencem aos anos de 1979, 1982, 1985 e 1986.

Figura 7 - Série bioquimica usada no presente estudo para
identificagdo da Salmonella Typhi. A — S. Typhi isolada em &gar
TSI, B — Glicose (+), C — Lactose ( - ), D — Sacarose ( - ), E -
Manitol ( + ), F — Maltose ( + ), G — Indol ( - ), H — Vermelho de
Metila ( +), | — Motilidade ( +), J — Citrato (- ), K— Uréia (-), L —
Fenilalanina ( - ), M — Lisina Descarboxilase ( + ),N- Ornitina
descarboxilase ( - ), O - Controle negativo dos aminoécidos.
Fonte: Acervo IEC.
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3.2 PERFIL DE SUSCETIBILIDADE DA Salmonella Typhi AOS
ANTIMICROBIANOS

No presente estudo o resultado do teste de suscetibilidade indicou que
todos os isolados de S. Typhi foram sensiveis a Gentamicina, Cloranfenicol,
Cefotaxima, Amoxicilina - Acido Clavulanico, Ampicilina, Ceftazidina,
Ciprofloxacina, Acido Nalidixico, Tetraciclina e Sulfametoxazol — Trimetoprim.
Foi observado perfil de resisténcia a nitrofurontoina em 3 (1,99%) isolados, e
10 (6,62%) apresentaram o perfil de resisténcia intermediaria a0 mesmo

antimicrobiano (Tabela 1).

Tabela 1 - Frequéncia absoluta e relativa da suscetibilidade aos antimicrobianos
de 151 S. Typhi isoladas no Estado do Para.

Sensivel Intermediario Resistente
Antimicrobianos N° % N° % N° %
Gentamicina (GM) 151 100 |O 0 0 0
Cloranfenicol (C) 151 100 |0 0 0 0
Cefotaxima (CTX) 151 100 0 0 0 0
Amoxicilina/Acido Clavulanico
(AMC) 151 100 |O 0 0 0
Ampicilina (AM) 151 100 |O 0 0 0
Ceftazidina (CAZ) 151 100 |O 0 0 0
Ciprofloxacina (CIP) 151 100 |0 0 0 0
Acido Nalidixico (NA) 151 100 |O 0 0 0
Nitrofurontoina (NIT) 138 91,39 |10 6,62 |3 1,99
Tetraciclina (TE) 151 100 0 0 0 0
Sulfametoxazol/Trimetoprim (SXT) |151 100 |0 0 0 0

N°: nimero absoluto; (): abreviagbes dos antimicrobianos
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Dentre as trés amostras de S. Typhi resistentes pode-se observar
somente um padrdo de monorresisténcia a nitrofurontoina, destacando-se os
anos de 1975, 1995 e 2002 (Quadro 10).

Quadro 10 - Periodo, procedéncia e perfil de resisténcia a
Nitrofurontoina de 151 S. Typhi isoladas no Estado do Para.
Registro SABAC | Ano Procedéncia Perfil

IEC 29.716 1975 Paragominas Intermediario
IEC 60 1975 Belém Resistente
IEC 3171 1995 Belém Resistente
IEC 9366 1997 Belém Intermediario
IEC 4172 1998 Ananindeua Intermediario
IEC 281 1998 Belém Intermediario
IEC 2186 2002 Igarapé Miri Resistente
IEC 2432 2005 Muané Intermediario
IEC 8254 2006 Abaetetuba Intermediario
IEC 2796 2006 Breves Intermediario
IEC 1535 2007 Cameta Intermediario
IEC 6984 2007 lgarapé Miri Intermediario
IEC 2756 2008 Portel Intermediario

SABAC: Secao de Bacteriologia e Micologia/IEC.
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3.3 DETECCAO DO GENE viaB ENVOLVIDO NO MECANISMO DE
VIRULENCIA DA Salmonella Typhi

O gene viaB foi pesquisado em todas as 151 amostras do presente
estudo. O produto de amplificacédo de 439 pb foi visualizado em 147 (97,35%)
amostras analisadas, somente 4 (2,65%) isolados dos anos de 1979, 1982,
1985 e 1986 apresentaram-se negativos, 0 que esta de acordo com o resultado
obtido na soroaglutinacdo do antigeno Vi. O produto de amplificacdo do gene

viaB pode ser visualizado na Figura 8.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17

<+—1.650 pb
viaB

500 pb
_h—-—_—__-_____ " J_ p
“L400 pb

<€+=100 pb

Figura 8 - Eletroforese em gel de agarose a 2% para visualizacdo do
produto de amplificacdo usando o iniciador vi. Coluna 1 a 15:
amostras de S. Typhi; coluna 16: controle positivo e coluna 17:
Ladder 1Kb. Fonte: Acervo IEC.
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3.4 DETECGCAO DOS INTEGRONS DE CLASSE 1 E 2 RELACIONADOS A
RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

Para a deteccdo dos integrons de classe 1 e 2 foram pesquisados 0s
genes da integrase Intll e Intl2, que sdo parte do cassete génico que constitui
este elemento, o produto de amplificacdo € de 1068 e 972 pb, respectivamente.
Nao foi possivel observar a presenca dos integrons associados a resisténcia
em todas as 151 (100%) amostras estudadas.
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3.5 ANALISE DA VARIABILIDADE GENETICA

O perfil de macro-restricdo do DNA gendémico da S. Typhi foi definido por
meio da técnica de PFGE usando-se a enzima Xbal, que possibilitou a
obtencdo de 14 a 18 fragmentos de DNA genbmico, apresentando, desta
forma, de 1 a 4 fragmentos de diferenca, entre algumas amostras (Figura 9). As
imagens dos géis foram analisadas no software Bionumerics v. 5.1, onde foi
construido um dendograma que demonstrou a presenca de 68 pulsotipos
diferentes em um total de 151 amostras analisadas, obtendo-se um percentual

médio de similaridade de 71,7%.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

'
|
L
|
|
|

I

436.5 Kb
388.0 Kb

339.5Kb
291.0Kb
242.5 Kb

RN
RN
)

2 1L1R

194.0 Kb

145.5 kb

97.0 kb

[ 0 N B BN R

| 4
-
a
s

48.5 kb

Figura 9 - Perfil de macro-restricdo do genoma de S. Typhi através da
técnica Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE). Colunas 1, 7 e 13:
Ladder Lambda. Coluna 12: S. Braenderup. Colunas 2, 3, 4,5, 6,8,9,10 e
11: Amostras de S. Typhi. Fonte: Acervo IEC.



56

O critério para definicdo dos grupamentos gendmicos (clusters)
formados, foi o percentual de similaridade de 80%. Em 151 amostras
pode-se observar 68 diferentes pulsotipos, destes, 66 estavam em 5
grupamentos gendmicos, e 2 apresentam-se mais distantes destes 5
clusters. No total 100 amostras foram agrupadas em 17 pulsotipos
diferentes e 51 apresentaram perfil Unico. Os pulsotipos estédo
destacados no dendograma através de algarismos romanos e 0s
clusters através das letras A, B, C, D e E (figura 10). Os pulsotipos |, I,
", 1v, Vv, VI, VI, VI, IX, X, XI, XII, X, XIV, XV, XVI e XVII
apresentaram duas ou mais amostras com 100% de similaridade.

No cluster A encontram-se 5 pulsotipos (XLVII, LXIV, XLV, XLIX e
LXIl) de 5 diferentes amostras, com um percentual de similaridade de
81,0%. Todas as amostras foram isoladas em diferentes anos (1999,
2007, 2000, 2002 e 2006) e em diferentes localidades do Estado do Para
(Acara, Belém, Portel, Ananindeua e Castanhal). Informacdes adicionais

encontram-se no Quadro 11.

Quadro 11 - Caracteristicas das S. Typhi pertencentes ao Cluster A

gigBIZt(r:(;IEC Pulsotipo | Ano | Procedéncia | Fonte Eﬁrsgfitr'glrl:g ?g:a viaB
6426 XLVII 2000 |Belém Fezes |Sensivel (+)
7454 LXIV 2007 |Belém Sangue | Sensivel (+)
3540 XLV 2000 |Portel Fezes |Sensivel (+)
4103 XLIX 2002 |[Ananindeua |Fezes |Sensivel (+)
2642 LXII 2006 |Castanhal Fezes |Sensivel (+)
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Figura 10 - Dendograma mostrando o grupamento pelo método UPGMA e os perfis de
macrorestricdo (enzima Xbal) definidos por PFGE de 151 amostras de S. Typhi. Os
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A maioria das amostras foi agrupada no cluster B com um
percentual de similaridade de 81,8%. Neste grupo encontram-se 45
pulsotipos e 128 amostras, no qual, 96 amostras estdo agrupadas em 15
pulsotipos diferentes e 32 apresentaram perfil Unico (Quadro 12). Em
pulsotipos idénticos foi possivel observar uma variagdo de tempo e
espaco que abrangeu amostras desde 1975 até o ano de 2009. Nos
pulsotipos VIII e Xl os clones foram encontrados somente na regiao
metropolitana de Belém nos anos de 1989, 1995, 1997, 2005 e 2007. No
pulsotipo IV clones com 100% de similaridade foram encontrados em
municipios (Tracuateua, Belém, Moju, Portel e Paragominas) que sao
regides geograficas distantes uma da outra.

N&o foi possivel detectar o gene viaB nas amostras IEC 20.686
(pulsotipo XXVI), IEC 16.106 (pulsotipo VII) e IEC 8945 (pulsotipo XIX).
As amostras IEC 3171 (pulsotipo Ill) e IEC 60 (pulsotipo Il) apresentaram
resisténcia a nitrofurontoina. Pdde-se observar perfil de resisténcia
intermediaria a nitrofurontoina nas amostras IEC 2432 (pulsotipo 1lI), IEC
29.716 (pulsotipo 1V), IEC 2756 (pulsotipo 1), IEC 4172 (pulsotipo 1), IEC
2796 (pulsotipo 1), IEC 9366 (pulsotipo XXXV), IEC 6984 (pulsotipo V),
IEC 281 (pulsotipo V), IEC 8254 (pulsotipo V) e IEC 1535 (pulsotipo II).
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Registro Suscetibilidade a

SABAC/IEC | Pulsotipo | Ano | Procedéncia |Fonte |Nitrofurontoina |viaB
32.527 XXV 1990 | Belém Sangue | Sensivel (+)
4668 LV 2004 | Belém Sangue | Sensivel (+)
856 XLII 1999 | Acara Sangue | Sensivel (+)
5630 XL 1999 | Bujaru Sangue | Sensivel (+)
6223 XXXVII |1997 | Paragominas | Fezes |Sensivel (+)
854 LIX 2005 | Belém Fezes |Sensivel (+)
1259 XLII 1999 | Belém Sangue | Sensivel (+)
7016 2007 | Marituba Fezes |Sensivel (+)
24.909 VIiI 1989 | Belém Sangue | Sensivel (+)
3598 1995 | Ananindeua |Sangue | Sensivel (+)
6823 X 2009 | Moju Fezes |Sensivel (+)
5935 2004 | Irituia Sangue | Sensivel (+)
695 LXI 2006 | Igarapé Miri |Fezes |Sensivel (+)
5347 LVI 2004 | Bagre Fezes |Sensivel (+)
5749 LVII 2004 | Acara Fezes |Sensivel (+)
2089 L 2002 |lgarapé Miri |Fezes |Sensivel (+)
826 LVII 2005 | Igarapé Miri |Fezes |Sensivel (+)
2946 XVIII 1976 | L. Ajurd Fezes |Sensivel (+)
1125 XXXII 1995 | Belém Fezes |Sensivel (+)
851 2007 | Ananindeua |Fezes |Sensivel (+)
2532 2001 | Anajas Sangue | Sensivel (+)
3040 2002 | Abaetetuba |Fezes |Sensivel (+)
3171 " 1995 | Belém Sangue | Resistente (+)
3963 1999 | Moju Fezes |Sensivel (+)
7621 2007 | Bujaru Fezes |Sensivel (+)
8274 1989 | Abaetetuba |Fezes |Sensivel (+)
2432 2005 | Muana Fezes |Intermediario (+)
2478 X 2002 | Acara Fezes |Sensivel (+)
2665 1994 | Belém Fezes |Sensivel (+)
1050 2002 | Tracuateua |Fezes |Sensivel (+)
2594 2003 | Belém Sangue | Sensivel (+)
2668 (16) 1999 | Moju Fezes |Sensivel (+)
6824 \V 2002 | Belém Sangue | Sensivel (+)
7740 2009 | Portel Fezes |Sensivel (+)
9710 1988 | Belém Fezes |Sensivel (+)
29716 1975 | Paragominas | Sangue | Intermediario (+)
6289 X 2009 | Belém Sangue | Sensivel (+)
4673 2004 | Igarapé Miri |Fezes |Sensivel (+)
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Sensivel (+)
Sensivel (+)
Resistente |(+)
Sensivel (+)
Sensivel (+)
Sensivel (+)
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(Continuacéao)

Quadro 12 - Caracteristicas das S. Typhi pertencentes ao Cluster B

14.881 XXX 11993
2840 Il 2005
388 1997
2434 2003
1511 Vi 2002
2873 2008
98 1996
3077 XXXI 11995
14.930 XXI' 11981

Belém
Ananindeua
Belém
Curralinho
Belém
Curralinho
Portel
Breves
Belém

Fezes
Sangue
Fezes
Sangue
Fezes
Sangue
Sangue
Sangue
Fezes

Sensivel (+)
Sensivel (+)
Sensivel (+)
Sensivel (+)
Sensivel (+)
Sensivel (+)
Sensivel (+)
Sensivel (+)
Sensivel (+)

No cluster C foram agrupados 8 pulsotipos (XLIV, XXXVIII, XIV,
XXXV, XV, XXIX, XXXVI e XXV), de um total de 10 amostras, obtendo-
se um percentual de similaridade de 85,8%. Em todas as amostras foi
possivel observar as variacbes de tempo (1999, 1998, 1997, 1996, 1991,
1985 e 1981) e espac¢o (Ananindeua, Belém, Capanema, Santarém,

Tailandia e Obidos). No pulsotipo XV clones com 100% de similaridade

foram encontrados em Belém e Obidos, que sdo regides geogréaficas

distantes uma da outra. E valido

ressaltar que duas amostras

pertencentes a este cluster foram isoladas em Obidos no ano de 1997 e,

gue em uma amostra isolada no municipio de Santarém no ano de 1985

ndo foi possivel detectar o gene viaB. Dados mostrados no Quadro 13.

Quadro 13 - Caracteristicas das S. Typhi pertencentes ao Cluster C

gnglitg;lEC Pulsotipo |Ano |Procedéncia |Fonte Eﬁrsgfeutrlglrlllt% ?g:a viaB
2423 XLIV 1999 | Ananindeua |Fezes |Sensivel (+)
9002 XXXVIII |1997 | Obidos Sangue | Sensivel (+)
4665 IV 1996 | Ananindeua |Sangue | Sensivel (+)
4665 1998 | Tailandia Fezes |Sensivel (+)
4692 XXXIV {1996 |Belém Fezes |Sensivel (+)
27 . 1997 | Obidos Fezes |Sensivel (+)
4476 1981 |Belém Fezes |Sensivel (+)
2933 XXIX 1991 |Belém Sangue | Sensivel (+)
6484 XXXVI 1997 |Capanema |Sangue |Sensivel (+)
15.163 XXV 1985 | Santarém Fezes |Sensivel (-)
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O cluster D, apresentou 83,9% de similaridade, entre as amostras
IEC 23.558 (pulsotipo XXIV) e IEC 16.473 (pulsotipo XXVII) que compde
0 grupamento gendmico. As amostras foram isoladas nos anos de 1985
e 1989 (Quadro 14).

Quadro 14 - Caracteristicas das S. Typhi pertencentes ao Cluster D

Registro , I Suscetibilidade a | .

SABAC/IEC Pulsotipo |Ano | Procedéncia | Fonte Nitrofurontoina viaB
23.558 XXVII 1989 | Curralinho Fezes |Sensivel (+)
16.473 XXIV 1985 | Belém Fezes |Sensivel (+)

No cluster E, encontram-se as amostras IEC 2186 (pulsotipo LIlI),
IEC 4551 (pulsotipo LXVII), IEC 279 (pulsotipo LXVI) e IEC 5664

(pulsotpio LXVIII) que apresentaram 83,4% de similaridade. As
amostras possuem diferentes origens e periodos (Quadro 15).
Quadro 15 - Caracteristicas das S. Typhi pertencentes ao Cluster E
Registro . A Suscetibilidade a | .
SABAC/IEC Pulsotipo | Ano | Procedéncia | Fonte Nitrofurontoina viaB
2186 LIl 2002 | Igarapé Miri |Fezes |Resistente (+)
4551 LXVII 2009 | Belém Fezes |Sensivel (+)
279 LXVI 2008 | Cameta Sangue | Sensivel (+)
5664 LXVIII 2009 | P. Pedras Fezes |Sensivel (+)

O pulsotipo XXIII apresentou 77,1% de similaridade e o pulsotipo XLVI

apresentou 78,5% de similaridade mostrando-se mais distantes quando

comparados aos demais pulsotipos (Quadro 16).

Quadro 16 - Caracteristicas das S. Typhi ndo agrupadas em Clusters

Registro , A Suscetibilidade a | .

SABAC/IEC Pulsotipo |Ano | Procedéncia |Fonte Nitrofurontoina viaB
19.502 XXIII 1984 |Belém Fezes |Sensivel (+)
3511 XLVI 2000 [O. Para Fezes |Sensivel (+)
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4. DISCUSSAO

A febre tiféide acomete principalmente pessoas que vivem nos paises
em desenvolvimento, pois, esta associada a precarias condicbes de
saneamento basico e de educacdo em saude. No Brasil, as regides Norte e
Nordeste séo as que detém os indices mais elevados da doenca (Brasil, 2008a;
2008b). No Estado do Para, a febre tifoide € endémica, possibilitando o relato
de um vasto numero de surtos ou casos esporadicos em diferentes municipios
(Loureiro et al., 2010).

O uso indiscriminado e a administragédo incorreta de antibioticos usados
no tratamento da febre tiféide sdo fatores que contribuem com o aumento da
resisténcia e multi-resisténcia a drogas (Akinyemi et al., 2005). Estudos que
abordam tematicas voltadas a resisténcia antimicrobiana, sdo de fundamental
importancia, em decorréncia de inUmeros relatos na literatura que indicam o
aumento de isolados de S. Typhi resistente aos mais diferentes farmacos
usados no tratamento da doenca.

Em vérios paises da Africa e da Asia a resisténcia ao cloranfenicol,
ciprofloxacina, acido nalidixico e ampicilina ja € uma realidade (Nagshetty,
2010; Kumar, 2009; Kumar, 2008; Akinyemi et al., 2005). No Brasil existem
poucos relatos de resisténcia da S. Typhi aos antimicrobianos. No trabalho de
Souza et al. (2010), com 44 amostras isoladas no Estado do Para, p6de-se
observar resisténcia a nitrofurontoina (15,90%), acido nalidixico (2,28%),
tretraciclina (2,28%) e cloranfenicol (2,28%), demonstrando dados mais
preocupantes do que os encontrados no presente estudo, onde verificou-se a
sensibilidade aos medicamentos de primeira (cloranfenicol) e segunda escolha
(ampicilina, sulfametoxazol-trimetoprim, amoxicilina, quinolonas e ceftriaxona),
e resisténcia apenas a nitrofurontoina (1,99%).

A resisténcia a nitrofurontoina é relatada em diferentes sorovares de
Salmonella (Tsai & Hsiang, 2005). Alguns fatores como o micro-organismo, a
taxa de crescimento microbiano, a dindmica da infecgdo e medicagéo prévia
afetam bastante a terapéutica e a eficacia de um antibiético (Sandegren et al.,

2008). A resisténcia bacteriana pode ser em decorréncia de mutacoes,
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aquisicdo de plasmidios, transposons ou integrons de resisténcia (Ferreira &
Campos, 2008).

Elementos que favorecem a multi-resisténcia a drogas como o0s
integrons ndo foram encontrados nesta pesquisa. No entanto, em todo o
mundo, sado referidos estudos que indicam que os genes de resisténcia podem
ser carreados por cassetes génicos presentes em integrons (Tamang et al.
2007).

No Canada, no periodo entre 2000 e 2006, foi realizada genotipagem
por PFGE em isolados de S. Typhi, e observou-se que isolados resistentes e
principalmente os que apresentaram o fenétipo de multi-resisténcia, indicaram
ser altamente relacionados genotipicamente (Demczuk et al., 2010). Resultado
semelhante foi obtido neste estudo, onde alguns perfis de resisténcia e
resisténcia intermediaria foram encontrados entre isolados pertencentes aos
pulsotipos (lll, I, V e 1), em diferentes anos, o que indica que estao
relacionados genotipicamente, e que fendtipos recentes de resisténcia ou
resisténcia intermediaria podem ter surgido a partir de uma expanséao clonal.

Os genes também podem estar associados a viruléncia de um micro-
organismo. A S. Typhi possui varios fatores de viruléncia, inclusive o
polissacarideo Vi, que apresentou-se negativo em 2,65% das amostras aqui
estudadas; isto pode ser explicado pelo longo periodo de armazenamento,
pois, quanto maior este periodo, maior serd a probabilidade das cepas
perderem a positividade da aglutinacdo com anti-soros Vi (Maurya et al., 2010).
O meio de armazenamento leva a uma pressao seletiva que causa a perda do
gene viaB, visto que a ilha de patogenicidade (SPI-7) em que ele se encontra é
geneticamente instavel e pode ser perdida apds sucessivos repiques realizados
em laboratério (Nair et al., 2004; Bueno et al., 2004). No entanto é dificil
explicar porque cepas armazenadas nas mesmas condicdes nao sofreram
essas modificacdes.

O estudo de Baker et al. (2005) indicou que o fenbmeno de cepas Vi-
negativas ocorre naturalmente, pois resultados viaB-negativos foram obtidos
por PCR realizada diretamente do sangue periférico de pacientes com febre

tifdide. Estudos realizados com cepas de isolamento primario ou previamente
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estocadas também relatam a deteccdo de Vi-negativos, resultados que estdo
de acordo com o obtido no presente estudo (Wain et al., 2005; Scodro et al.,
2008).

Isolados Vi-negativos parecem nao apresentar dificuldades para o
desenvolvimento da infeccdo; como observado no estudo de Bueno et al.
(2004), onde a maioria das cepas de S. Typhi que ndo apresentaram a ilha de
patogenicidade SPI-7, perderam a capacidade de produzir o antigeno Vi e, em
culturas de tecidos foram hiper-invasivas em células epiteliais humanas.
Resultado semelhante foi obtido por Zhao et al. (2001) em que a expressao do
antigeno Vi reprimida levou a maior invasdo de células epiteliais e destruicdo
nas placas de Peyer. Quando a expressao do antigeno Vi € reprimida ocorre a
secrecdo de Sips (proteinas de invasao) e formacéo de flagelos necessarios
para a invasdo (Zhao et al., 2001).

Na genotipagem por PFGE pode-se concluir que as amostras negativas
para a presenca do fator de viruléncia Vi séo distinguiveis genotipicamente. Le
et al. (2007), também demonstrou que isolados Vi-negativos ndo apresentam
forte correlacdo genotipica.

De acordo com a andlise obtida pelo perfil de macro-restricdo, as 151
amostras de S. Typhi, quando comparadas entre si, independente de sua
procedéncia, fonte de isolamento ou ano, apresentaram elevada similaridade
genética que variou de 80 a 100%.

VariagcOes de bandas encontradas nas amostras refletiram em diferentes
coeficientes de similaridade observados. As diferencas encontradas nos
clones estudados podem ser devido a mudancas no tamanho dos fragmentos
de macro-restricdo, que podem ocorrer através inser¢des, dele¢des, rearranjos
ou substituicdes. Qualquer mudanca no tamanho do fragmento corresponde a
uma mudanca de migracdo eletroforética, que pode ou ndo ser detectado
visualmente dependendo da magnitude da diferenca. Estes eventos genéticos
podem influenciar de diferentes formas nos padrdoes de PFGE, pois, podem
ocorrer dentro ou fora do sitio de restricdo da enzima (Goering, 2010).

No cluster B foi possivel observar pulsotipos com 100% de similaridade

que circularam desde 1975 e 1980 até 2009. Os dados demonstram que estes
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clones adentraram nesta regido ha décadas atrds, e permaneceram em
circulacdo até os dias atuais, isso indica que esses isolados sdo altamente
estaveis e muito difundidos, revelando as frageis estratégias de vigilancia
epidemioldgica que tem como um dos seus objetivos impedir ou dificultar a
propagacéo da doenca (Brasil, 2008a).

Estes resultados séo reforcados por dados encontrados na literatura que
indicam a existéncia de clones que circulam por varios anos. Em Papua Nova
Guiné, através de genotipagem por PFGE, pode-se observar a circulacdo de
varios clones no periodo entre 1997 e 1999, provavelmente originados de
clones que ja estavam circulando no periodo entre 1992 e 1994 (Thong et al.,
2002).

Nos clusters B e C pbde-se observar que clones circularam em
diferentes municipios (Tracuateua, Belém, Moju, Portel, Paragominas e
Obidos). Esses municipios sdo geograficamente distantes uns dos outros,
demonstrando que o fluxo populacional ocorrido nos dltimos anos, decorrente
da construcdo de novas estradas, construcdo de novas pontes que interligam
municipios, e, do transporte aéreo mais difundido para o interior do Estado,
podem ter colaborado para a dispersao e continua circulacao destes clones.

Neste estudo, quando analisadas as fontes de isolamento (sangue ou
fezes), pdde-se observar diferencas genotipicas, resultado que discorda com o
encontrado por Kam et al. (2007), onde os pulsotipos obtidos por PFGE foram
indistinguiveis nas cepas isoladas de sangue ou fezes.

No Brasil, existem poucos estudos que enfocam as caracteristicas
genotipipicas da S. Typhi. Trabalhos realizados no Estado do Pard, através da
técnica de PFGE, indicaram a presenca de um clone gerando surtos e casos
esporadicos de febre tifoide (Bastos et al., 2008; Carreira, 2004). Dados que
reforcam os resultados obtidos no presente estudo, no qual, observou-se
elevada similaridade entre as amostras, onde pulsotipos forneceram a
evidéncia de que surtos e também casos esporadicos podem ter sido
originados a partir de clones que acumularam diversidade genética ao longo

dos anos.
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E importante a determinagdo de genotipos em surtos ou casos
esporadicos de febre tifdide com a finalidade de identificar a origem de surtos,
estabelecer fontes de infeccao, compreender melhor a epidemiologia da febre
tifdide ao longo de vérios anos, além de fornecer meios para facilitar o estudo
da propagacdo de isolados resistentes a farmacos. De modo geral, a
caracterizacdo fenotipica e genotipica apresentou grande relevancia para a

epidemiologia da febre tifdide na regiao.
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CONCLUSOES

POode-se observar um baixo percentual de resisténcia aos
antimicrobianos estudados, demonstrando-se que ainda n&o ocorre o
fendbmeno de multi-resisténcia encontrado em diversos paises, e que
integrons relacionados a resisténcia ainda nado foram encontrados nos
clones circulantes no Estado, usando-se os marcadores empregados
neste estudo;

As amostras que apresentaram resisténcia ou resisténcia intermediaria
estdo relacionadas genotipicamente, e fendtipos recentes podem ter
surgido a partir de uma expanséo clonal,

O gene viaB nado foi encontrado em algumas amostras, fato este que
pode ser devido ao longo periodo de estocagem,;

Foram observadas diferencas genotipicas quando comparadas amostras
isoladas de sangue ou fezes;

Todas as amostras estudas apresentaram alta similaridade genética;
podendo-se sugerir que surtos e também casos esporadicos foram
originados a partir de clones que circulam a quatro décadas em

diferentes municipios do Estado do Para.
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APENDICE 1

Quadro 1: Relagédo das amostras de Salmonella Typhi isoladas a partir

de surtos e casos esporadicos de febre tiféide no periodo de 1970 a

2009.

SEE?%ETEC Género|ldade | Ano | Procedéncia isFo(IJQrtr?ecr{l?o
29716 M 24 1975 [ Paragominas | Sangue
60 F 60 1975 |Belém Fezes
2946 M 28 1976 | L.Ajuru Fezes
8945 F 22 1979 |Belém Fezes
2506 F - 1980 | Belém Fezes
24.49 M - 1980 | Belém Fezes
4476 M 5 1981 | Belém Fezes
14.93 M - 1981 | Belém Fezes
27.5 F - 1981 | Belém Fezes
16 F - 1982 [ Curionopolis |Fezes
16.106 F 5 1982 | Belém Fezes
19.502 M - 1984 | Belém Fezes
16.473 F - 1985 | Belém Fezes
15.163 M 69 1985 [ Santarém Fezes
24.992 F 8 1986 | Curralinho Fezes
20.686 M - 1986 | Belém Fezes
15.423 M 12 1987 | Belém Fezes
21.547 M - 1987 | Belém Fezes
321 M 15 1988 | Belém Fezes
9710 M - 1988 | Belém Fezes
24.909 F 25 1989 [ Belém Sangue
23.558 F 13 1989 [ Curralinho Fezes
8274 F 49 1989 [ Abaetetuba |Fezes
32.527 M - 1990 [ Belém Sangue
2933 F - 1991 [ Belém Sangue
16.294 F 17 1992 [ Belém Fezes
14.881 M 8 1993 | Belém Fezes
2665 M - 1994 | Belém Fezes
1196 M 19 1994 [ Belém Sangue
1055 F - 1994 | Abaetetuba |Fezes
148 F 16 1994 | Belém Fezes
444 M - 1994 | Abaetetuba |Fezes
1579 M 26 1995 | Belém Fezes
3077 F 24 1995 [ Breves Sangue
3171 F 27 1995 [ Belém Sangue
3598 M 35 1995 [ Ananindeua |Sangue
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Continuacao
Quadro 1: Relacdo das amostras de Salmonella Typhi isoladas a
partir de surtos e casos esporadicos de febre tiféide no periodo de
1970 a 20009.

1125 M 26 |1995 |Belém Fezes
794 M 33 |1996 |Belém Sangue
98 F 15 |1996 |Portel Sangue
4692 M 28 |1996 |Belém Fezes
4665 M 5 1996 |Ananindeua |Sangue
388 M 25 |1997 |Belém Fezes
27 - - 1997 |Obidos Fezes
9366 F 9 1997 |Belém Sangue
6484 M 32 |1997 |Capanema |Sangue
6223 F 4 1997 |Paragominas |Fezes
9002 M 39 1997 |Obidos Sangue
6499 M 9 1998 |Belém Sangue
6607 F 14 11998 |Anajas Sangue
4965 F 26 1998 |Gurupa Sangue
4315 M 29 |1998 |Abaetetuba |Fezes
4172 M 39 1998 |Ananindeua |Fezes
281 F 13 1998 |Belém Sangue
4593 M 34 |1998 |Maraba Fezes
4665 F 36 1998 |Tailandia Fezes
3047 F 25 [1999 |Bagre Fezes
5630 F 30 [1999 |Bujaru Sangue
3894 M 22 |1999 |Abaetetuba |Sangue
3154 F 22 |1999 |Barcarena Fezes
3399 M 14 1999 |Belém Sangue
856 F 7 1999 |Acara Sangue
1259 M 21 |1999 |Belém Sangue
2423 M 54 11999 |Ananindeua |Fezes
540 M 28 |1999 |Belém Fezes
3963 M 2 1999 |MUJU Fezes
2668 (16) M 16 |1999 |Moju Fezes
3540 M 29 |2000 |Portel Fezes
3511 M 31 2000 |O. Para Fezes
1895 F 9 2000 |lgarapa Miri |Sangue
682 M 46 2000 |Castanhal Fezes
6445 M 35 |2000 |Chaves Fezes
6426 M 26 |2000 |Belém Fezes
2532 M 34 |2001 |Anajas Sangue
644 M 31 |2001 |Belém Sangue
1572 M 42 2001 |San Novo Fezes




Continuacao
Quadro 1: Relacdo das amostras de Salmonella Typhi isoladas a
partir de surtos e casos esporadicos de febre tiféide no periodo de
1970 a 20009.

636 F 14 2001 |Ananindeua |Fezes
4232 F 13 |2001 |Abaetetuba |Sangue
3844 M 56 |2001 |Anajas Fezes
4029 M 8 2001 |Belém Fezes
2478 M 31 2002 |Acara Fezes
3278 F 10 |2002 |Belém Fezes
3040 F 11 |2002 |Abaetetuba |Fezes
1050 F 24 12002 |Tracuateua |Fezes
4103 M 38 2002 |Ananindeua |Fezes
1511 M 22 |2002 |Belém Fezes
2089 F 7 2002 |lgarapa Miri |Fezes
1432 M 13 |2002 |Anajas Fezes
2186 M 14 2002 |lgarapa Miri |Fezes
6824 M 32 |2002 |Belém Sangue
2279 F 12 2003 |L.Ajuru Fezes
2434 M 16 |2003 |Curralinho |Sangue
2594 M 14 |2003 |Belém Sangue
162 F 25 2003 |Ananindeua |Fezes
481 M 32 |2003 |Belém Fezes
60 M 21 2004 |P.Pedra Fezes
228 M 20 |2004 |Ananindeua | Sangue
550 F 10 |2004 |L.Ajuru Fezes
2852 F 13 |2004 |Marituba Sangue
4668 M 26 |2004 |Belém Sangue
5935 M 34 |2004 |lrituia Sangue
4673 M 11 |2004 |Igarapa Miri |Fezes
3291 M 37 |2004 |Anajas Fezes
5347 M 24 2004 |Bagre Fezes
5749 M 26 2004 |Acara Fezes
3333 F 39 |2004 |Colares Sangue
51 F 6 2004 |Belém Sangue
2721 F 6 2005 |Cameta Fezes
2840 M 25 |2005 |Ananindeua | Sangue
826 M 16 |2005 |lgarapa Miri |Fezes
618 M 61 2005 |L.Ajuru Fezes
854 M 14 |2005 |Belém Fezes
119 M 31 |2005 |Cameta Fezes




Continuacao
Quadro 1: Relacdo das amostras de Salmonella Typhi isoladas a
partir de surtos e casos esporadicos de febre tiféide no periodo de
1970 a 20009.

2432 F 38 |2005 |Muana Fezes
2341 M 30 |2005 |Abaetetuba |Fezes
1270 M 35 |2006 |Portel Sangue
8254 M 19 |2006 |Abaetetuba |Sangue
8666 F 19 2006 |Barcarena |Fezes
695 F 23 |2006 |lgarapa Miri |Fezes
2833 M 25 2006 |Ananindeua |Fezes
2642 M 31 |2006 |Castanhal |Fezes
2257 M 91 |2006 |Anajas Fezes
2796 M 14 |2006 |Breves Sangue
815 M 47 2007 |Belém Fezes
851 M 22 2007 |Ananindeua |Fezes
7415 M 29 2007 |L.Ajuru Fezes
1535 M 22 2007 |Cameta Fezes
7621 M 12 |2007 |Bujaru Fezes
7553 M 38 2007 |Breves Fezes
7454 M 46 |2007 |Belém Sangue
6818 M 22 2007 |Breves Sangue
7016 M 28 |2007 |Marituba Fezes
6984 M 26 |2007 |lgarapa Miri |Fezes
2756 F 36 |2008 |Portel Fezes
2873 F 20 |2008 |Curralinho |Sangue
3048 M 33 |2008 |Breves Fezes
4052 M 24 2008 |Belém Sangue
4140 M 11 |2008 |Ananindeua | Sangue
2308 M 6 2008 |Abaetetuba |Fezes
28 M 22 |2008 |Belém Sangue
143 M 19 2008 |Bagre Sangue
172 F 38 2008 |Marituba Sangue
279 M 21 |2008 |Cameta Sangue
291 F 16 |2008 |SSBVista Fezes
4551 M 17 |2009 |Belém Fezes
5664 M 21 |2009 |P. Pedras Fezes
6205 M 33 2009 |Muana Sangue
6289 M 20 |2009 |Belém Sangue
6823 F 8 2009 |Moju Fezes
7047 F 32 2009 |Abaetetuba |Fezes
7139 M 26 |2009 |Mocajuba Fezes
7740 F 28 2009 |Portel Fezes




