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RESUMO

As salmonelas fazem parte da microbiota intestinal de muitos animais de sangue
quente e frio. Podem causar gastroenterite leve ou até mesmo doencas invasivas graves,
causadoras de 216 mil mortes/ano, e geralmente estd associada a regides de baixos niveis
socioecondmicos e de saneamento béasico. O objetivo deste estudo foi descrever as
caracteristicas genotipicas e fenotipicas de Salmonella isolada de area rural e urbana de
Manaus/AM. Foram utilizadas amostras diarreicas coletadas de criancas de 0 a 10 anos de
idade e amostras ndo diarreicas, coletadas de adultos, criancas, animais, além de amostras da
agua. Estas amostras foram isoladas em meio liquido Tetrationato de soédio, semeadas em
meios solidos seletivos para Salmonella. Em seguida foram selecionadas colonias com as
caracteristicas morfologicas para Salmonella e semeadas em provas bioquimicas para a
caracterizacdo fenotipica e identificacdo. Foi realizada a amplificacdo e o sequenciamento do
gene 16S rRNA e andlise da similaridade genética pela técnica de Pulsed Field para
caracterizacdo genotipica e identificagdo destas cepas. No total foram caracterizadas 22
salmonelas, sendo 3 (13,6%) S. Paratyphi B, 3 (13,6%) S. Javiana, 3 (13,6%) S. enterica
subsp. arizonae, 3 (13,6%) Salmonella enterica, 3 (13,6%) Salmonella sp., 2 (9%) S. Bareilly,
2 (9%) S. Typhimurium, 1 (4,5%) S. Agona, 1 (4,5%) S. Stanley e 1 (4,5%) S. Enteritidis.
Entre os 22 isolados, 100% foram sensiveis a ciprofloxacina e, 10 (46%) resistentes a
Nitrofurantoina e 8 (36, 3%) a Sulfametaxazol + trimetropima. Estas cepas tém a capacidade
para causar infec¢Oes invasivas, pois todas apresentaram fatores de viruléncia com capacidade
de invasdo, aderéncia e sobrevivéncia no interior da célula. A analise de similaridade genética
formou perfis diferentes entre os isolados clinicos e isolados selvagens. Chama-se a atencdo
para realizacdo continua desse tipo de pesquisa, visando a melhoria no diagndstico e
diminuicdo da resisténcia aos antibidticos, além da criacdo de programas de controle e

prevencédo da doenca.

Palavras-chave: Diarreia infantil, Pulsed Field, Salmonella sp., Viruléncia



ABSTRACT

Salmonella sp. lives in the intestinal tract of many warm and cold blooded animals.
Salmonella can cause mild gastroenteritis and severe invasive diseases. Those are responsible
for 216 thousands deaths /year, and are most commonly linked with areas of low
socioeconomic status and sanitation. The aim of this study was to describe the genotypic and
phenotypic characteristics of Salmonella isolated from countryside and urban areas of Manaus
/ AM. Samples were collected from children 0-10 years old with and without diarrhea in the
urban area and in the countryside samples were collected from stools of adults, children,
animals, and the water. These strains were isolated in liquid sodium Tetrationado, then, sown
on solid media selective for Salmonella, reproduced in predetermined conditions for
Salmonella. Colonies were then selected with morphological characteristics for Salmonella
and sown in biochemical tests for phenotypic characterization and identification. We
performed the amplification and sequencing of 16S rRNA and analyzed genetic similarity
using the Pulsed Field technique for genotypic characterization and identification of these
strains. In total, 22 Salmonella samples were characterized, 3 of (13.6%) S. Paratyphi B, 3 of
(13.6%) S. Javiana, 3 of (13.6%) S. enterica subsp. arizonae, 3 of (13.6%) Salmonella
enterica, 3 of (13.6%) Salmonella sp., 2 of (9%) S. Bareilly, 2 of (9%) S. Typhimurium, 1lof
(4.5%) S. Agona, 1 of (4.5%) S. Stanley and 1 of (4.5%) S. Enteritidis. Among the 22 isolates,
100% were sensitive to Ciprofloxacin, 10 (46%) were resistant to Nitrofurantoin and 8 (36,
3%) were resistant to Sulfametaxazol + trimethropim. These strains have the ability to cause
infections. All of them presented virulence factors with invasion, adhesion and survival
capacity into the cell. The genetic similarity analysis generated different profiles among
clinical isolates and wild isolates. We must call attention to this type of research and continue
focusing on improving the diagnosis and decreasing resistance to antibiotics and ultimately

the creation of programs for control and prevention of that disease.

Keywords: Childhood diarrhea, Pulsed Field, Salmonella sp., Virulence.
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1. Introducéo

As salmonelas pertencem & familia Enterobacteriaceae, compreende bacilos Gram-
negativos, ndo produtores de esporos, anaerdbios facultativos e a maioria sdo produtores de
gés a partir da glicose, exceto Salmonella enterica sorovar Typhi. Grande parte dos sorovares
é movel, movimentam-se por flagelos peritriquiais, com excecdo de Salmonella enterica
sorovar Pullorum e sorovar Gallinarum, que sdo imdveis. Bactérias deste género podem ser
encontradas em diferentes habitats, alguns sorovares fazem parte da flora normal de muitos
animais e outros sao patogénicos aos seres humanos.

O Centro de Controle e Prevencdo de Doengas classifica o género Salmonella em duas
espécies, Salmonella enterica e Salmonella bongori. A espécie S. enterica acomete 0 homem
e epidemiologicamente seus sorovares estdo classificados em trés diferentes grupos de acordo
com o tipo de hospedeiro (CDC, 2005).

No primeiro grupo estdo as salmonelas que ndo possuem hospedeiro eletivo, como
Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis, que infectam tanto humanos como
animais. Nos outros dois grupos estdo as salmonelas que acometem somente seres humanos,
como Salmonella enterica subsp. enterica ser. Typhi e aquelas que estdo adaptadas somente
aos animais, como aves (S. enterica subsp. enterica ser. Gallinarum) e bovinos (S. enterica
subsp. enterica ser. Abortusovis) (CDC, 2005; POPOFF; LE MINOR, 2001). S. bongori esta
mais associada a infeccGes em animais de sangue frio, mas pode causar também doencas em
seres humanos e outros animais de sangue quente (GIAMMANCO et al, 2002).

Animais como caes, gatos, alguns répteis e aves podem ser portadores de Salmonella,
representando grande risco de infeccdo para pessoas que estam em contatofrequente com estes
animais (CDC, 2013; POPOFF; LE MINOR, 2001). As criangcas, 0s idosos e pessoas

imunocomprometidas sdo 0s grupos mais propensos a ter salmonelose grave. Criancas com
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menos de cinco anos de idade sofrem cerca de cinco vezes mais episodios do que todas as
outras faixas etarias (CDC, 2013).

As salmonelas constituem uma das principais causas de doencas intestinais bacteriana
no homem e nos animais, como as enterocolites e febres entéricas (febre tifoide e paratifoide),
causada por S. enterica sorovar Thypi e Pratyphi respectivamente. Estas febres se
caracterizam como as mais graves doengas causadas por S. enterica, podendo apresentar-se de
forma aguda, sdo transmissiveis, de carater endémico e acometem somente o homem. Os
sintomas mais comuns incluem febre alta, diarreia e vomito, podendo causar danos
respiratorios e hepaticos. A disseminacdo da infeccdo ocorre pelo contato interpessoal e
através da agua ou de alimentos contaminados com fezes humanas.

A Amazodnia brasileira é responsavel pela maioria das notificacbes de febre tifoide
ocorridas no Pais. Febres entéricas e gastroenterites sdo doencas frequentes nessa regido,
apresentando indices elevados tanto em criancas como em adultos. Outro fator importante na
disseminacdo dessa doenca é a falta de saneamento béasico, principalmente no Estado do
Amazonas, onde populagdes ribeirinhas utilizam aguas de rios, lagos, igarapés, cacimbas ou
pocos artesianos como Unica fonte de abastecimento doméstico, sendo que estas fontes
encontram-se precariamente protegidas contra os dejetos humanos e de animais, tornando a
agua um veiculo eficiente na transmissdo e propagacdo de Salmonella, entre outros agentes
patogénicos.

Pouco se conhece sobre a gravidade da viruléncia de S. enterica, sua prevaléncia em
ambiente rural e urbano, resisténcia bacteriana, caracterizacdo molecular e muitas outras
abordagens que apresentam relevancia para a comunidade cientifica e para a regido norte do
Brasil. Para isto, sdo necessarios estudos que busquem informacdes, além da busca das
principais origens de transmissdo e epidemiologia da salmonelose. Dados como estes

orientardo nas acOes para controle das fontes de infeccdes, administracdo correta da
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terapéutica e recuperacdo rapida dos pacientes, assim como tratamento de portadores que
fazem o papel de disseminadores deste patdgeno.

Neste trabalho estdo descritas as caracteristicas genotipicas e fenotipicas de
Salmonella enterica isoladas da agua, de fezes de pessoas e de animais de area rural e a
prevaléncia dessa espécie em criancas de 0 a 10 anos de idade, atendidas em hospitais infantis

da cidade de Manaus, Amazonas.
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2. Objetivos

2.1 Geral: Caracterizar fenotipicamente e genotipicamente as salmonelas entéricas

isoladas de area rural e urbana da cidade de Manaus, Amazonas.

2.2 Especificos:

- Caracterizar biogquimicamente todos os sorovares de Salmonella isolados;

- Determinar o perfil de susceptibilidade dos sorovares aos antimicrobianos;

- Detectar os genes de viruléncia presentes nos isolados;

- Associar 0s genes de viruléncia com os isolados das duas areas de estudo;

- Verificar a similaridade genética entre as amostras de Salmonella isoladas na &rea rural e

na urbana e dentro de cada uma dessas areas.
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3. Revisdo Bibliografica
3.1. Classificacdo e nomenclatura do género Salmonella

Este género foi descoberto pelos veterinarios Daniel EImer Salmon e Theobald Smith
em 1885, quando estudavam a peste suina. Inicialmente descreveram o bacilo desta doenca
como Bacterium choleraesius, que na época ficou conhecido como o segundo agente
etioldgico da peste suina (TORTORA et al, 2005). Alguns anos depois, Joseph Lignieres
nomeou o género Bacterium como Salmonella, em homenagem ao seu descobridor, Daniel
Salmon, sendo assim a espécie passou a ser conhecida como Salmonella choleraesuis
(CRUMP, 2004).

De acordo com o sistema de classificacdo do Centro de Controle e Prevencdo de
Doencas — CDC (2005; 2007) e nomenclatura de POPOFF; LE MINOR (2001), sédo
conhecidas duas espécies deste género, Salmonella enterica e Salmonella bongori. Salmonella
enterica estd dividida em seis subespécies — Salmonella enterica subsp. enterica, salamae,
arizonae, diarizonae, houtenae e indica, que por sua vez sao classificadas em sorotipos ou
sorovares (grupos de linhagens que compartilnam antigenos de superficie reconhecidos por
anticorpos especificos).

Os sorovares de Salmonella enterica subespécie enterica possuem uma nomenclatura
diferenciada, onde a primeira letra fica em maidsculo e ndo italico, por exemplo, Salmonella
enterica subespécie enterica sorovar Typhimurium, portanto quando descrevem determinada
Salmonella costuma-se escrever somente 0 nome do género e do sorovar como, por exemplo,
Salmonella Enteritidis. Para os sorovares das demais subespécies e para espécie S. bongori
sdo utilizadas formulas antigénicas, de acordo com identificacdo de Kauffmann & White, que
classifica os sorovares tendo como base seus antigenos somatico (O), capsular (Vi) e flagelar
(H) (BRENNER et al, 2000; CAMPOS, 1999; YAN et al, 2003; POPOFF; LE MINOR 2001;

POPOFF et al, 2003).
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O numero de sorovares aumenta a cada ano e, com a identificacdo antigénica de
Kauffmann e White ja foi possivel descrever mais de 2.500 sorovares. Destes, mais da metade
pertencem a espécie S. enterica, como descrito na tabela 1 (CDC, 2007f;, POPOFF; LE
MINOR, 2001; PORWOLLIK et al, 2004). A subespécie enterica agrupa mais de 60% dos
sorovares e tém como principal habitat, o trato intestinal dos animais de sangue quente (aves e
mamiferos), ao contrario dos demais sorovares e da espécie S. bongori que sdo encontradas no
ambiente e em animais de sangue frio, raramente em pessoas (BRENNER, 2000; CDC,
2007f; FOTI et al, 2009; POPOFF, M.Y. et al, 2001).

Tabela 1. Distribuicdo dos sorovares de Salmonella.

Espécie e subespécie N° de sorovares
Salmonella enterica enterica 1490
Salmonella enterica salamae 500
Salmonella enterica arizonae 94
Salmonella enterica diarizonae 329
Salmonella enterica houtenae 72
Salmonella enterica indica 12
Salmonella bongori 22

Fonte: CDC (2007f)

3.2. Caracteristicas morfoldgicas, isolamento e testes bioquimicos.

As salmonelas sdo bactérias Gram negativas, ndo capsuladas, em forma de bastonetes,
que medem de 2 a 5 um de comprimento, possuem flagelos peritriquiais e fimbrias, com
excecdo de Salmonella ser. Pullorum e Salmonella ser. Gallinarum que sdo imdveis. Em geral,
as salmonelas sdo aerdbias e anaerdbicas facultativas, podendo crescer em temperaturas
Otimas de 37°C e elevadas a 43°C, a qual é geralmente utilizada para a reducdo de seu
crescimento (BRENNER et al, 2000; FRANCO; LANDGRAF, 1996).

De acordo com protocolo de microbiologia clinica, os meios de cultura solidos
geralmente utilizados para o isolamento de Salmonella em laboratorios clinicos sdo Eosina-
Azul de Metileno (EMB) e MacConkey (MC) que apresentam baixa seletividade para este
género, os meios Salmonella-Shigella (SS), Hektoen Enteric (HE), Citrato-Desoxicolato séo

de média seletividade; Verde Brilhante (VB) e Bismuto-Sulfito sdo de alta seletividade para
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isolar Salmonella de amostras de alimentos, mas, atualmente estes meios foram introduzidos
erroneamente na microbiologia clinica (SILVA, 2008). Nestes meios, a maioria dos sorovares
produzem coldnias verdes ou amareladas com ou sem producao de &cido sulfidrico (H2S) no
centro da col6nia ou ainda, coldnias totalmente pretas (KONEMAN et al, 2006).

Nos ultimos anos surgiram diversos meios cromogénicos e flurogénicos Uteis para o
isolamento e identificacdo presuntiva de Salmonella spp., mas ndo sao utilizados com
frequéncia devido ao seu alto custo. Um dos exemplos desses meios € 0 Agar Rambach, que
foi o primeiro cromogénico a ser comercializado e ainda € utilizado na identificacdo de
salmonelas ndo-tifoides, gerando colbnias avermelhadas no meio (MANAFI; SOMMER,
1992; RAMBACH, 1990).

De modo geral em provas bioquimicas (Quadro 1), as salmonelas sdo lactose e
sacarose negativas. Fermentam a D-glucose e outros carboidratos como L-arabinose, maltose,
D-manitol e D-xilose, com producéo de acido e gas. Além das caracteristicas gerais da familia
enterobacteriaceae, os testes de indol e ureia sdo negativos, o que diferenciam as salmonelas
de outros grupos de enterobactérias, produzem lisina e ornitina descaboxilases. A maioria dos
sorovares produz gas sulfidrico (H,S) e utilizam o citrato do meio Citrato de Simmons (CS)
como Unica fonte de carbono, com exce¢do de Salmonella Typhi e S. Paratyphi A, que sdo

citrato negativos (YAN et al, 2003; SILVA, 2008).
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Quadro 1. Identificacdo bioquimica para Salmonella.

Salmonelas EPM MILI Citrato

Lactose | Gas Urease | L-TD | Motilidade Indol Lisina

Salmonella sp. - - - + - + +

+|+

S. Choleraesius -

+ |+

S. Typhi -

1

1
+ |+ |+

1

+ |1

S. Paratyphi -

S. Galinarum -

S. Pullorum -

subsp. salamae -

subsp. arizonae -

subsp. diarizonae -

subsp. houtenae -

|||+ [+ +]
1
1
+| 4|+ |+ [+
L |
|||+ ]+
|||+ [+

subsp. indica -

++++++++-+++§
1
1
1
1

S. bongori - + - + + +

L-TD: L-triptofano desaminase; H,S: gas sulfidrico; EPM: Escola Paulista de Medicina; MILI: Matilidade, Indol
e Lisina. (Fonte: KONEMAN et al, 2001).

Os sorovares da espécie S.enterica podem causar diversas doencas em humanos,
conhecidas popularmente como salmoneloses, que variam desde as gastroenterites leves até
formas mais graves, como a febre tifoide ou febres entéricas.

As provas da hemocultura sdo utilizadas em caso suspeito de salmonelose e, para o
diagnostico laboratorial das enfermidades mais graves, faz-se o isolamento da bactéria para
identificacdo do tipo de sorovar. A hemocultura tem alta sensibilidade durante a primeira
semana da infeccdo, na terceira semana a cropocultura é o método mais utilizado para
identificar o estado do portador e 0 método da mielocultura, que é um método mais invasivo e
de maior sensibilidade para o isolamento de Salmonella, esta se mantém positiva mesmo
guando o paciente ja foi tratado com algum antimicrobiano e quando os exames de
hemocultura e cropocultura ndo foram conclusivos, existindo ainda suspeita de febre tifoide
no paciente (PARRY et al, 2002).

No diagnoéstico da febre tifoide, utiliza-se também um método auxiliar, conhecido
como reacdo soroldgica de Widal que se baseia na quantificacdo dos antigenos somatico (O) e
flagelar (H) de Salmonella Typhi e Salmonella Paratyphi que ir&o reconhecer seus respectivos

anticorpos no soro do paciente (HOUSE et al, 2001; NASCIMENTO, 2007).
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A identificacdo e isolamento de Salmonella incluem tanto reacfes quimicas quanto
soroldgicas, mas ainda existem erros nestes processos que precisam ser analisados, pois na
maioria das vezes a administracdo dos medicamentos ja iniciou antes mesmo de se saber 0

diagnostico correto.

3.3. Epidemiologia de salmonelose tifoide e nao tifoide

As salmonelas entéricas constituem importante problema de saude publica no Brasil e
no mundo, apresentam distribuicdo cosmopolita e acometem todas as faixas etarias.

As salmonelas entéricas sdo responsaveis pela doenca salmonelose, que se propaga
pela 4gua contaminada com fezes de humanos e de animais, por alimentos contaminados,
principalmente aqueles de origem animal, como os derivados dos ovos, frangos e do leite
(BRASIL, 2005b; WHO, 2008).

Desde o final dos anos 1990 e inicio dos anos 2000 quando houve muitos registros de
salmoneloses em todo o mundo, alguns estudos como de Abbijit et al (2010); CDC (2007,
2008); Costalunga (2002); Crump et al (2004); Loureiro (2010); Petersen et al (2011) e
Shenghui Cui et al (2009) foram desenvolvidos para explicar o comportamento do agente
etioldgico e os diversos fatores ambientais associados a essa doenca.

Nos Estados Unidos, o Centro de Controle e Prevencdo de Doencas tem divulgado
resultados sobre os surtos ocorridos em diferentes regides do pais e de acordo com seus
achados, as infec¢des causadas por Salmonella enterica sdo responsaveis por 1,4 milhdes de
casos ao ano no pais, resultando em aproximadamente 16.000 hospitalizacdes e 600 mortes,
sendo as criangas menores de cinco anos de idade a faixa etaria mais acometida e ainda, 0s
sorovares Typhimurium e Enteritidis os mais frequentes, transmitidos principalmente por

alimentos contaminados. Outros sorovares como, Newport, Mississippi e Javiana também
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foram identificados em surtos nos Gltimos anos em varios paises da América do Norte (CDC,
2007, 2008).

Em 2006, nos paises da Europa foram confirmados mais de 168 mil casos de
salmonelose, os paises Islandia e Noruega apresentaram mais de 36 casos a cada 100 mil
habitantes da populacdo e, os sorovares S. Typhimurium e S. Enteritidis foram isolados com
maior frequéncia assim como ocorreu nos Estados Unidos (ECDC, 2008).

No norte da Espanha, 14 casos de infec¢do pelo sorovar S. Paratyphi B foram
identificados pela unidade de epidemiologia do Departamento de Salde Publica do pais entre
0s anos de 2009 e 2011, associados a estes achados estavam o contato com répteis e aquarios
de peixes tropicais comumente criados em domicilio.

No Brasil, em um levantamento epidemioldgico realizado pelo Centro de Vigilancia
epidemioldgica do Ministério da Saude, mais de 3500 amostras de Salmonella de diferentes
regibes do pais foram isoladas no periodo de 2000 a 2005 e, dentre estas, estavam 0sS
sorovares Enteritidis e Typhimurium, como os mais frequentes, S. Typhi isolado na regido
norte, Dublin, Infantis, Agona, Panama e ainda outros 60 sorovares ndo identificados
(CARNEIRO, 2009).

Os sorovares Heidelberg, Newport, Montevideo e Saintpaul também sdo prevalentes
em surtos de salmonelose humana, pois tém os seres humanos e 0s animais como hospedeiro,
sendo propagados através dos alimentos contaminados (ABBUIT et al, 2010; FERNANDES,
2006; MURMANN et al, 2008; SHENGHUI CUI 2009; WELKER et al, 2009).

Doengas transmitidas por alimentos contaminados, como a salmonelose, t¢ém sido
investigadas com frequéncia no sul do Brasil. Na cidade do Rio Grande do Sul, Costalunga &
Tondo (2002) descreveram os surtos de salmonelose ocorridos na regido, apresentando 36%
dos surtos entre o periodo de 1997 a 1999, aumentando essa frequéncia para 75% nos anos

seguintes, de acordo com o estudo de Nadvorny et al, (2004). A fonte de infeccdo desses
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surtos foram os produtos de origem avicola, que desde o inicio dos anos 90 tém apresentado
problema na producao e consequentemente problemas para a satde pablica nessa regiao.

Souza (2008) identificou 16 diferentes sorovares de Salmonella ao avaliar cepas
isoladas de pacientes e de alimentos no Parana e em uma pesquisa de sete anos, confirmou S.
Enteritidis como o sorovar mais frequente. Neste estudo também foram isolados S. Infantis, S.
Typhimurium, S. Derby e, de acordo com seus achados, Salmonella estava associado a
elevados indices de bacteremia em criancas (57,1%) com resisténcia bacteriana. No ano
seguinte, Carneiro (2009) obteve resultados semelhantes ao analisar cepas isoladas de fonte
humana e ambiental na regido Nordeste do Brasil.

Em recém-nascidos e criancas que apresentam atrasos de crescimento tanto em regides
brasileiras como estrangeiras, doencas infecciosas como a salmonelose e a desnutri¢do que as
acompanha sdo responsaveis por uma parte das 13 milhdes de mortes e, também da
diminuicdo da resisténcia a outras infec¢des, determinando assim que a crianca entre em um
ciclo vicioso de infeccdes e de ma nutrigdo (CDC, 2007).

A salmonelose apresenta casos graves com sintomas de febre alta, conhecidas como
febres entéricas ou febre tifoide. A febre tifoide ocorre de forma endémica, com epidemias
principalmente nas regides norte e nordeste do Brasil, estando associada a baixos niveis
socioecondmicos e de saneamento bésico, de acordo com levantamentos realizados pelo
Sistema de Vigilancia em Salde.

No ano 2000, os sorovares S. Typhi e S. Paratyphi foram os responsaveis por mais 2
milhdes de casos de febre tifoide no mundo, resultando em 216 mil mortes, sendo que mais de
90% desses casos ocorreram na Asia (CRUMP et al, 2004; CDC, 2007; WILDE, 2007).

Os registros de S. Typhi e S. Paratyphi no sudoeste da Asia iniciaram desde 1999 e,
entre 2002 e 2003 S. Paratyphi A foi o sorovar responsavel pela alta incidéncia de febres

entéricas em regides da Indonésia (14%), Paquistdo (15%), india (24%) e na China (64%), de
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acordo com estudo realizado por Leon Ochiai e colaboradores (2005). Nos estudos de Gupta
et al (2009), citam que na India, o sorovar S. Paratyphi A, que causa a forma mais grave da
doenca, j& apresenta baixa frequéncia nos ultimos anos.

Devido ao alto indice de febre tifoide, desde o ano 2006 a doenca passou a fazer parte
da lista de notificagdo obrigatéria do Sistema Unico de Satde (SUS) e, de acordo com dados
epidemioldgicos disponiveis a partir desse periodo, 0s casos predominam no sexo masculino
(55%) e na regido norte (51,3%), sendo a maioria dos casos notificados no Estado do Para
(BRASIL, 2007).

Em consequéncia de diversos fatores envolvidos com a doenca salmonelose ou febre
tifoide, estudos epidemiologicos comecaram a ser desenvolvidos. Na cidade de Santos/SP
foram notificados dois casos de febre tifoide em 2004 por iniciativa de um levantamento
epidemioldgico. Estudos desse tipo e principalmente aqueles que retratam a infeccdo humana
estdo baseados na caracterizacao do sorotipo, descrevendo seu comportamento no ambiente e
no hospedeiro, portanto, em 2005, o Conselho de Epidemiologia aprovou um documento em
que todos os laboratérios tém que analisar os casos e relatar 0s sorotipos envolvidos nos casos
confirmados de salmonelose (CDC, 2008).

Ainda ha falta de informacdes epidemioldgicas das salmoneloses em animais
domeésticos, os gatos e cdes sdo importantes reservatérios de Salmonella, mas ndo apresentam
sintomatologia, apresentando risco para as pessoas amadoras desses animais.

Foi descrito no trabalho de Maciel et al (2004) que a prevaléncia de assintomaticos foi
de 83,3% em cées, na Bahia. Esses animais representam risco para idosos e criangas que
costumam té-los em sua companhia e, ainda nesse grupo de pessoas fica mais dificil controlar

0s habitos de higiene, favorecendo a transmissao e proliferacdo do agente.
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O conhecimento dos sorovares de Salmonella envolvidos em surtos tanto no Brasil
como em outros paises sdo de grande relevancia, facilitando o trabalho de controle e

prevencdo dessa doenca.

3.4. Sensibilidade aos antimicrobianos

O perfil da resisténcia aos antimicrobianos passou a ser uma ferramenta importante na
caracterizacdo das linhagens resistentes, colaborando para o uso adequado do antibidtico,
evitando falhas no tratamento.

A salmonelose é comumente tratada com os antibioticos ciprofloxacina, cloranfenicol,
ampicilina, acido nalidixico, ofloxacina e amoxilina (NCCLS, 2003).

Alguns sorovares ja apresentam multirresisténcia, como S. Enteristidis, S.
Typhimurium, S. Hadar e S. Panama (BRITO, 2010; YANG et al 2002) e isso tem sido
estudado com maior prioridade. Threlfall (2002) também destacou a resisténcia dos sorovares
S. Typhimurium e S. Hadar a ciprofloxacina na Inglaterra.

Em uma conferencia realizada na Suica em 2010, a Agéncia de Protecdo a Saude do
Reino Unido, descreveu o aumento da resisténcia as quinolonas e cefalosporinas,
principalmente entre sorovares isolados de aves e também de isolados de porco e seus
derivados, que tém causados alguns surtos em paises europeus (CASADESUS, 2010).

No sul da Asia, foi realizado um levantamento de febre tifoide em 58 pacientes, dentre
os diferentes sorovares identificados, S. Typhi e S. Choleraesius foram 0s sorovares mais
comuns. Nos testes de antibiograma, S. Typhi foi sensivel a ciprofloxacina e S. Choleraesius
apresentou resisténcia a azitromicina, tornando dificil o tratamento dessa doenca, ja que séo
drogas preconizadas para o tratamento desse tipo de doenca (VLIEGHE et al, 2012).

No Brasil, Ribeiro et al (2006), ao analisar cepas isoladas de aves no Estado do

Parana, descreveu que o sorovar S. Hadar apresentou um percentual alto de resisténcia a



27
Caracterizagao fenotipica e genotipica de salmonelas isoladas de area rural e urbana de Manaus, Amazonas.

estreptomicina, tetraciclina, cloranfenicol e acido nalidixico, apresentando sensibilidade s6 a
ciprofloxacina. Resultados semelhantes foram obtidos por Cortez et al (2006) em Séo Paulo
que, além dos antibioticos ja citados, as salmonelas apresentaram resisténcia a aztroenam,
ampicilina e sulfazotrim.

Em um estudo recente de Souza et al (2010), salmonelas isoladas de pessoas no
Estado do Pard apresentaram resisténcia aos antibidticos cloranfenicol, &c. nalidixico,
nitrofuratoina, sulfametaxazol e tetraciclina, comumente usados no tratamento de
salmonelose.

No Estado do Amazonas, uma crianca com onze dias de febre alta foi diagnosticada
com S. Typhi e mesmo apds o tratamento com cloranfenicol, os sintomas continuaram
(ALECRIM et al, 2002). Este fato passou a ser considerado como primeiro caso de resisténcia
in vivo e in vitro de S. Typhi ao cloranfenicol para Amazonia brasileira.

No Brasil, a resisténcia bacteriana € muito estudada, principalmente quando o agente
da doenca apresenta endemicidade e alto poder de letalidade. No caso de resisténcia de
S.Typhi ainda ndo existem muitos registros que comprovem essa informacdo e também a
maioria dos estudos de resisténcia aos antimicrobianos de Salmonella sp. estdo voltados aos
sorovares isolados de fonte ambiental e de animal (OLIVEIRA et al, 2005; OPS, 2005).

Os sorovares isolados de animais apresentam resisténcia aos antimicrobianos porque
muitos antibidticos além de serem utilizados para tratamento de suas doencas, também sdo
utilizados como suplementos para o rapido crescimento do animal. J& os sorovares isolados de
pessoas, apresentam resisténcia porque geralmente se administra um antibidtico comum a
qualquer problema gastrointestinal, sem saber qual o agente etiolégico da doenca,
continuando com a administracdo do antimicrobiano incorreto para este tipo de doenca,

possibilitando que esse agente passe a ser multirresistente.
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3.5. Patogenia e viruléncia de S. enterica

O género Salmonella sp. é representado por microrganismos entéricos capazes de
causar doenca e assim como qualquer outro patogeno, estd em continua modificacdo para se
adaptar e manter-se no ambiente, apresentando seus variados fatores de viruléncia como
principal recurso para sua sobrevivéncia no interior das células hospedeiras.

As salmonelas tém os seres humanos e 0s animais como seu reservatorio natural e para
sobreviver dentro desses organismos, invadem o epitélio intestinal, alcancando a lamina
propria, que € a regido onde as células epiteliais estdo ancoradas, como por exemplo, as
células M. Se o sistema imune responder a entrada desses patdgenos, evita as infeccbes
sistémicas em 6rgdos como o figado e tecidos linfaticos, diminuindo a liberacdo de agua e
eletrolitos estimulados pelas glandulas secretoras, evitando as diarreias aquosas e
sanguinolentas, permitindo que ocorra apenas uma gastroenterite (FRANCO; LANDGRAF,

1996; OHL; MILLER, 2001). (Figura 1).
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Figura 1. Mecanismo de colonizacdo do trato intestinal por Salmonella. (Fonte: www.veterinariadigital.com
(modificado)).
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A infeccdo por Salmonella sp. é determinada pelo estado do hospedeiro e pela
capacidade invasiva da bactéria, entretanto, alguns fatores genéticos determinam a
susceptibilidade do hospedeiro, enquanto a capacidade da bactéria é determinada pelos fatores
de viruléncia que cada uma possui (FRANCO; LANDGRAF, 1996; PEREZ, 2008; VAN
ASTEN; VAN DK, 2005).

Esses fatores de viruléncia nas salmonelas estdo presentes nos flagelos e fimbrias, na
capacidade de mobilidade, capacidade para passar pela barreira intestinal, capacidade de
invadir as células, se reproduzir no epitélio intestinal e producdo de toxinas (substancias
capazes de causar danos ao organismo animal), além de outras caracteristicas também
descritas na Tabela 2 (RODRIGUES, 2005).

Tabela 2: Genes usados na identificacdo da viruléncia de Salmonella e suas caracteristicas.

Genes  Tam (pb) Caracteristicas Referéncia
fliC 404 Motilidade, invasédo e aderéncia. Carneiro et al, 2009
phoP/Q 299 Sobrevivéncia no interior do macréfago; regulador. Miller; Kukral; Mekalanos, 1989
slyA 700 Sobrevivéncia no macrofago e transcricdo de Soto et al, 2000
proteinas; regulador.
aceK 240 Codifica a enzima bi-funcional reguladora de O’Regan et al, 2008
isocitrato (IDHK/P)
sfdA 146 Componente do sistema transportador de ferro. Carneiro et al, 2009
spvC 571 Plasmidial Chiu; Ou, 1996
invA 244 Invaséo Chiu; Ou, 1996
fimA 385 Aderéncia Carneiro et al, 2009
agfA 241 Aderéncia Carneiro et al, 2009

Alguns desses fatores de viruléncia estdo restritos as regides especificas do
cromossomo da bactéria, conhecidas como Ilhas de Patogenicidade (extensos trechos
cromossémicos das bactérias que atuam no momento da infec¢do), designadas SPIs (llhas de
patogenicidade de Salmonella) e cada ilha apresenta uma funcéo especifica (VAN ASTEN;
VAN DK, 2005). J& foram identificadas mais de oito ilhas de patogenicidade em
Salmonella, sendo as cinco primeiras ilhas (SPI- 1 a SP15) as mais estudadas, pois, codificam
os fatores de viruléncia relacionados a invasdo, inflamacdo e secrecdo de substéncias que

caracterizam a fase entérica da infeccdo (MARCUS et al, 2000).
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Fatores de viruléncia como os genes invA, fliC, fimA, agfA, phoP, slyA, aceK, spvC,
sfdA e sdf s@o genes muito utilizados para detec¢do da viruléncia de S. enterica, pois estdo
envolvidos na invasdo, aderéncia, motilidade e sobrevivéncia no momento da infeccdo e
podem ser encontrados em diferentes regides cromossomais da bactéria (CARDONA,;
CASTRO et al, 2009; CARNEIRO et al, 2009; CHIU; OU, 1996; O'REGAN et al, 2008).

Para causar infeccdo o primeiro passo é invadir as células do epitélio intestinal. Para
isto possuem fatores de viruléncias especificos que atuam nesse processo, Como acontece com
0 invA, gene conservado em Salmonella que atua na invasao celular (OLIVEIRA et al, 2003)
e também o gene fliC, encontrado nos flagelos da bactéria, que além de auxiliar na invaséo,
atua também na aderéncia e motilidade no interior da célula hospedeira (CARNEIRO, 2009).

De acordo com Bhatta et al, (2007), o gene inv apresenta cinco grupos (A, B, C, D e
E) e todos sempre estdo presentes em Salmonella enterica, 0 que ajuda na diferenciacdo em
relacdo a outras cepas bacterianas, principalmente para diferenciar estas de Escherichia coli.
Estes genes estdo presentes nas SPIs | e Il, onde sdo encontrados todos 0s mecanismos para
invasdo e multiplicacdo da bactéria (BUENO, 2010).

Outro gene utilizado para diferenciar Salmonella de outros géneros bacterianos é o
gene aceK, pois tem como funcgdo controlar o fluxo do isocitrato no interior das células
(SUKHNANAND et al, 2005). Nelson et al, (1997) em um estudo realizado com Salmonella
e Escherichia coli, utilizaram este gene ace (K e A) para verificar quais diferencas ocorriam
nas sequéncias nucleotidicas destas bactérias, e observou que houve variacdo nessas
sequéncias, sendo que em S. enterica havia maior nimero de bases, mas, mesmo assim, este
gene atuou com igual funcdo nas duas cepas.

Outros mecanismos utilizados para patogenia de Salmoenella sdo 0s pequenos
filamentos fimbriais que estdo presentes na superficie da bactéria, auxiliando no momento da

aderéncia e a persisténcia da bactéeria as células epiteliais durante a infecgdo. As salmonelas
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apresentam diferentes tipos de fimbrias que sdo utilizadas para detectar sua viruléncia, sendo
as fimbrias do tipo I (fimA) e fimbrias agregativas (agfA) frequentemente utilizadas para esse
tipo de estudo (BISHOP et al, 2006).

Além dos fatores ja citados, Salmonella sp. possuem fatores de viruléncia que as
mantém viva no interior do macréfago e que regulam o processo inflamatério no interior das
células. Os genes phoP e slyA sdo genes utilizados para observar essas caracteristicas em
salmonelas entéricas. Soto et al (2001) observou a presenca do gene slyA na maioria das cepas
de S. Panama provenientes de infeccdes entéricas em pessoas. Merighi et al (2005) em um de
seus estudos in vivo de Salmonella Typhimurium em roedores, observou que o gene phoP
também pode ser encontrado no meio extracelular.

Embora nem todos os sorovares de Salmonella possuam um plasmidio de viruléncia,
Van Asthen e van Dijik (2005) descreveram mais de seis sorovares (Salmonella Arbotusovis,
S. Galinarum, S.Pullorum, S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Choleraesuis e S. Dublin) que ja
apresentam este mecanismo. Estes sorovares agregam o gene plasmidial de viruléncia spvC, o
qual é ativado para sobrevivéncia da bactéria em ambientes desfavoraveis como por exemplo,
em ambiente de pH &cido que limita seu crescimento.

O gene sfdA é um componente do sistema trasnportador de ferro que no momento da
infeccdo é ativado por proteinas ligantes para obter a quantidade de ferro necessario requerido
pela bactéria no momento da infeccdo (CARNEIRO, 2009). A funcdo do gene sdf ainda é
desconhecida, mas, é utilizado para detectar especificamente o sorovar S. Enteritidis
(CARNEIRO et al, 2009; CHIU; OU, 1996; O REGAN et al, 2008).

Estudos bacterianos do comportamento celular e molecular de S. enterica (BARMAN
et al, 2008; BONALLI et al, 2011; CASADESUS, 2010; CHART et al, 2007; DIAS et al,
2007; PETERSEN et al, 2011; WINTER et al, 2010) descrevem que essa espécie utiliza

estratégias especificas de viruléncia no momento da infeccdo, que ajuda a penetrar na barreira



32
Caracterizagao fenotipica e genotipica de salmonelas isoladas de area rural e urbana de Manaus, Amazonas.

intestinal, atuando como parasita intracelular e interagindo com as células do sistema imune
(GUINEY, 2005).

Os genes de viruléncia variam de acordo com o tipo de sorovar e cada um desempenha
uma funcdo diferente no organismo, podendo desencadear sintomatologia leves ou avancadas,

dependendo do sistema imune do hospedeiro infectado.

3.6. Métodos de Tipificacdo de Salmonella enterica

Atualmente métodos de caracterizagdo fenotipica e moleculares tém sido destaques em
pesquisas com Salmonella sp. e outras enterobactérias. Embora existam métodos tradicionais
para a identificacdo e caracterizagdo dessas espécies, ainda hd necessidade de técnicas
inovadoras e eficazes para sua descricao.

Métodos fenotipicos reportam as reais expressdes do gendtipo e determinam como o
organismo consegue realizar uma reacdo quimica dentro de um hospedeiro (CASE et al,
2011). Resisténcia aos antimicrobianos (CRUMP, 2010; DIAS et al, 2007; SHENGHUI CUI
et al, 2009), fagotipagem, baseada nos estudos do bacteriéfago (DIAS et al, 2007; LIEBANA
et al, 2002) e sorotipagem, baseada nas analises dos antigenos O, H e Vi (CHART et al,
2007; LOUREIRO 2010) foram os métodos fenotipicos mais utilizados para a caracterizacdo
de salmonelas entéricas identificadas em casos de salmonelose ocorridos nos Gltimos 10 anos
e apresentaram resultados significativos.

Em S. Typhimurium a fagotipagem é um método preciso na diferenciacdo com outras
cepas, pois apresenta o antigeno O5 que suas variantes ndo possuem, portanto trata-se de um
método eficaz para caracterizacéo desse sorotipo (RABSCH et al, 2002).

Técnicas como, Reacdo em cadeia de polimerase (SHENGHUI CUI et al, 2009; ZOU
et al, 2011), Repetitive extragenic palindromic elements (OLIVEIRA et al, 2007),Randomly

amplified polimorphic DNA fingerprints, Real-Time Reverse-Transcriptase Polymerase
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Chain Reaction (D’SOUZA et al, 2009) e Pulsed field gel eletrophoresis (CHEN et al, 2011;
PETERSEN et al, 2011; SHENGHUI CUI et al, 2009) sdo exemplos de métodos moleculares
que permitem a tipagem rapida de microrganismos entéricos e frequentemente sdo utilizadas
como ferramentas na identificacdo e classificacdo de diversas bactérias entéricas.

Paralelo as analises de caracterizacdo fenotipica sdo realizadas analises moleculares,
que sdo cada vez mais eficientes, permitindo fazer uma identificacdo rapida e precisa do tipo
de patégeno envolvido em diversos tipos de doencas, através da observacdo do seu material
genético. A técnica da Reacdo em cadeia de polimerase (PCR) é uma das ferramentas mais
utilizadas em estudos do DNA bacteriano.

A técnica de eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) faz o processo de
separacdo de grandes moléculas de DNA pela sua carga elétrica, formando bandas ou faixas
gue reunem fragmentos semelhantes do DNA. No PFGE, ao invés de se aplicar um Unico
campo elétrico uniforme através do gel, sdo aplicados pulsos de dois campos separados em
um angulo de 90° possibilitando a separacdo de grandes fragmentos de DNA, diferente
daqueles que séo separados na eletroforese comum (RIBOT et al, 2009).

De acordo com D’Souza et al (2009) e O’Regan et al (2008), a técnica em tempo real
apresenta alto potencial para analise rapida de salmonelas em produtos alimenticios,
principalmente de alimentos frescos dos suinos e das aves, comumente contaminados com 0s
sorovares S. Choleraesius e S. Enteritidis, respectivamente.

E de suma importancia o uso de métodos fenotipicos e genotipicos na deteccdo de
Salmonella para se obter a descri¢do rapida e correta do patdgeno envolvido em surtos e para

aplicacdo de medidas preventivas relacionadas a populacéo.
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4. Material e Métodos

Este estudo utilizou cepas de Salmonella provenientes de uma area rural e uma area
urbana da cidade de Manaus/AM. As amostras da area rural foram coletadas no ano de 2009 e
as da area urbana em 2011, conforme os protocolos dos comités de ética em pesquisa em
anexo. Para levantamento sécio-epidemioldgico, uma ficha individual/ questionario
epidemioldgico, assim como termos de consentimentos foram preenchidos por responsaveis

apos as explicacdes desta pesquisa (Anexos 1 a 4).

4.1. Local de estudo: area urbana

Foi realizado um estudo com criancas atendidas em dois hospitais publicos infantis de
Manaus, Pronto Socorro da Crianga Zona Sul e Pronto Socorro da Crianca Zona Leste, 0s
quais atendem a populacdo infantil carente da capital e de cidades vizinhas. A coleta foi
realizada trés vezes na semana, no periodo de fevereiro a junho de 2011.

Amostras fecais e informacgdes foram obtidas de criancas na faixa etaria de 0 a 10 anos
de idade. Para os participantes do grupo caso, foram obtidas amostras de fezes de criancas que
apresentavam um quadro clinico de diarreia e para o grupo controle, amostras fecais de
criancas que ha um més ndo apresentaram diarreia e estavam no Pronto Socorro por outras
razoes.

Para a selecdo das amostras fecais de criancas de ambos 0s sexos, foram estabelecidos

0s seguintes critérios clinicos:

v Foi estabelecida como diarreia aguda & mudanca abrupta do hébito intestinal,
caracterizada pela eliminagdo de trés ou mais evacuacgdes liquidas ou amolecidas por um
periodo de 24 horas, com duracdo maxima de mais de dois dias a uma semana de etiologia

presumivelmente infecciosa. N&o se considerou como portadoras de diarreia aguda, criancas
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que apresentaram alteracdo do habito intestinal, em consequéncia de emprego de
medicamentos, como por exemplo, antibioticos e sais de ferro ou que apresentaram outros

distdrbios do tubo digestivo, como por exemplo, a sindrome do cdélon irritavel.

v Para compor o grupo dos controles foram selecionadas criancas pertencentes a
mesma faixa etaria do caso diarreico e que ndo apresentaram sinais ou sintomas
gastrintestinais (vomito e diarreia) nos ultimos trinta dias anteriores a coleta das fezes, além
de necessariamente ndo estarem fazendo uso de antibidticos. Essas criancas foram atendidas
nos hospitais por outras queixas e razdes.

v Considerou-se como febre, temperatura axilar acima de 37°C quando verificada
na sala de triagem ou quando referida pela mae. A desidratacdo foi diagnosticada pelo
profissional médico responsavel. A presenca ou auséncia de vémito foi relatada pelo
responsavel da crianca. A presenca de sangue nas fezes foi observada no momento da coleta.

As amostras foram coletadas por evacuacgdo espontanea e em seguida acondicionadas
em recipientes apropriados. Para o isolamento de Salmonella sp., selecionou-se
imediatamente a parte mais liquida com muco e/ou sangue das fezes com auxilio de um swab
estéril de algoddo, que foi passado sobre as fezes e inserido dentro de tubos de vidro
contendo meio de crescimento e enriquecimento Tetrationato de sédio, de acordo com

metodologia descrita por Carvalho & Ferrarini (2000).

4.2. Local de estudo: area rural

Para a coleta das amostras da &rea rural, foi realizado um estudo descritivo de
prevaléncia com a populacdo da comunidade rural Rio Pardo. Esta comunidade pertence ao
Municipio de Presidente Figueiredo/AM, habitada por uma populacdo de aproximadamente
550 individuos, distribuidos em areas de igarapé e ramais de terra (Figura 2 e 9). Esta

comunidade € desprovida de saneamento basico, agua potavel e coleta de lixo diariamente, o
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que permite a proliferacdo de microrganismos infectantes além da presenca de abutres nos

lixos jogados proximos as residéncias.

Plano do assentamento do Rio Pardo

Ramal Terra preta

pelo igarape

Kilémetros
ILMD 14/05/2009 v.2

Figura 2. Plano de assentamento da comunidade Rio Pardo/AM. (Fonte: Sylvain JM
Desmouliére)
Obs: As setas indicam os ramais da comunidade.

A busca por Salmonella entérica da &rea rural foi feita em trés diferentes origens
amostrais: da agua que utilizam para o consumo diario, de fezes de pessoas (criangas e
adultos) e de fezes de animais domésticos saudaveis ou ndo, em quarenta residéncias
selecionadas de acordo com 4 critérios utilizados para dar significancia a amostragem de
aproximadamente 300 familias que comp&em a comunidade de Rio Pardo/AM: 10 Casas com
criancas e com animais; 10 Casas com criancas e sem animais; 10 Casas sem criancas e com
animais e 10 Casas sem crian¢as e sem animais. Durante a pesquisa foram observadas quatro
diferentes fontes de 4gua que a populacdo utiliza para o consumo diério: agua do igarapé, de

cacimbas, de pocos e das nascentes.
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Foram coletados 2 litros de agua de cada fonte de acordo com o que esta preconizado
pela legislacdo em relacdo a coleta de agua. Em cada residéncia foi levado em conta o relato
do responsavel que consta no questionario. Existem casos que os moradores utilizavam duas
fontes diferentes de agua por residéncia e ainda, casos onde as fontes eram comuns a mais de
uma residéncia. Estas amostras foram armazenadas em garrafas estéreis e acondicionadas
adequadamente para posterior analise microbioldgica no laboratorio.

Foram coletadas amostras de fezes dos animais domésticos, assim como das pessoas
gue moravam nas residéncias que participaram do estudo. Em relac¢do aos animais, quando na
residéncia encontrava-se mais de trés animais da mesma espécie, s6 foram coletadas até trés
amostras.

Para o estudo bacteriologico nas fezes, as bactérias foram imediatamente crescidas em
meio diferencial e posteriormente diagnosticadas. Todos os participantes assinaram o termo
de consentimento, passaram por entrevista para obter as informacdes individuais e também foi

feito o levantamento de dados fisicos de cada residéncia participante (Anexos 1 e 3).

4.3. Analises laboratoriais para a caracterizacdo de Salmonella

Os trabalhos laboratoriais de todas as amostras foram realizados no Laboratorio de
biodiversidade do Instituto Lednidas e Maria Deane — ILMD/Fiocruz Amazénia.

Para o isolamento dos microrganismos da agua, inicialmente foi feito uma filtragem
com bomba a vacuo, utilizando membrana de celulose Millipori de 0,45 pum e 0,22 um. Apds
a filtragem essa membrana foi inserida em tubos de vidro contendo meio de crescimento
liquido e incubados a 37 C por 24 horas.

Os espécimes clinicos das fezes, tanto da area urbana como rural, foram
imediatamente semeados em meios liquidos apropriados para cultivo bacteriano por 24 horas

em estufa a 37°C. Ap6s este periodo, foram semeados em placas de Petri contendo diferentes
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meios de cultura para isolamento de enterobactérias: Agar Shigella-Salmonella (SS) e
Hektoen, meios seletivos para o género Salmonella, Agar Verde Brilhante (VB), Agar
MacConkey (MC), Agar Xilose-Lisina Desoxicolato (XLD) e Pseudomonas isolation Agar
(PIA), incubados a 37°C por 24 horas (CARVALHO; FERRARINI, 2000). Passada as 24
horas, uma coldnia ndo fermentadora de lactose (lac -) com caracteristicas tipicas de
Salmonella, foi armazenada.

Geralmente as colonias de Salmonella apresentavam cor transparente e as vezes centro
negro, evidenciando a formacdo de acido sulfidrico (H,S) no meio Agar SS (Fig. 2A). No
meio Hektoen apresentaram cor verde e também algumas amostras apresentaram o centro
negro (Fig. 3B). Ja no meio VB, as colbnias eram grandes, brancas, avermelhadas ou
amareladas (Fig. 3C), no meio XLD as coldnias eram grandes avermelhadas com centro negro
ou totalmente preta (Fig. 3D). Em Agar MC e PIA as colbnias eram pequenas e amarelas
claras. De acordo com protocolos de identificacdo da Probac do Brasil e meios de cultura
usados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Todas as col6nias foram

separadas para posterior caracterizagdo bioquimica.

Figura 3. Meios de cultura em placa para o isolamento de Salmonella sp. A- S. Typhimurium no
meio SS; B- S. Stanley no meio HEK; C- S. Choleraesius no meio VB; D - S. Barielly no meio
XLD. (Fonte: Santa-Rita, A.M.)
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4.3.1. Teste bioquimico

Todas as coldnias lac- selecionadas nos diferentes meios de isolamento para
enterobactérias, foram individualmente semeadas nos testes bioquimicos EPM, MILi e Citrato
de Simmons (Fig. 4), incubadas & temperatura de 37°C durante 24 horas (CARVALHO;
FERRARINI, 2000). Esses trés meios, totalizam oito provas bioquimicas. No meio EPM é
possivel verificar a producéo de gas, urease, acido sulfidrico e triptofano desaminase, no meio
MILi pode-se observar a motilidade, lisina e indol. No citrato observa-se a utilizacdo ou ndo
do carbono como Unica fonte de carbono. Apds 24 horas, foi realizada a leitura dos testes
utilizando a tabela de leitura descrita pela Probac do Brasil (Quadro 1). Os resultados das
reacOes bioguimicas observadas nos meios de identificacdo, anteriormente referidos,

permitiram o diagnostico presuntivo dos géneros e eventualmente das salmonelas isoladas.

Figura 4. Meios bioquimicos EPM, MILI, Citrato. (Fonte: Santa-Rita, A.M.).

4.3.2. Caracterizacao do perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos

A suscetibilidade aos antibidticos foi testada de acordo com as recomendagfes do
“Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI, 2009) pela técnica de difusdo com
discos comerciais (Oxoid). Foram testados onze antimicrobianos: acido nalidixico - NAL

(30pg), ciprofloxacina - CIP (5ug), cloranfenicol - CLO (30pg), nitrofurantoina - NIT
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(300pg), gentamicina - GEN (20ug), Amicacina — AMI (30ug), Norfloxacina — NOR (10pg),
sulfametaxazol + trimetropima — SUT (23,75/1,25ug), aztreonam — ATM (30ug), piperacilina
+ tazobactam — PPT (110ug), amoxacilina/ ac. Clavulanico — AMC (20/10ug). Para a
realizacdo do teste, cada amostra foi reativada em meio sélido SS e Hektoen, incubadas a
37°C por 12-18 horas, de onde foram selecionadas 5 colénias do mesmo tipo morfoldgico.
Essas colonias foram transferidas para um tubo contendo 3mL de caldo LB e incubadas a
37°C por cerca de 2 a 6 horas até alcancar a turvagdo equivalente ao tubo 0,5 da escala de
McFarland (1,5 X 108 UFC/mL), de acordo com protocolo da ANVISA.

As suspensdes bacterianas para o teste de difusdo em disco foi feita com meio Agar
Mueller Hinton (AMH), onde cada cultura foi semeada de forma homogénea em placas, para
obtencdo de crescimento confluente. Até 15 minutos apds a semeadura, os discos contendo 0s
antibidticos foram adicionados com auxilio de uma pinca esterilizada, incubadas a 35°C por
18-24 horas. Apds esse periodo, foram adicionados 10 ml de cloridato de trifenil tetrazélio
(CTT) na superficie de cada placa para observacdes e leituras dos halos de inibicéo.

A leitura do didmetro dos halos foi feita com um paquimetro, observando como
resultado, sensivel (S), intermediario (I) e resistente (R) comparando com a tabela padréo,

segundo as recomendagdes do CLSI (2009).

4.3.3. Extracdo do DNA

Apbs o isolamento das salmonelas por metodologia classica descrita anteriormente,
foram analisadas por biologia molecular para confirmacédo dos resultados.

Uma alca da cultura armazenada em meio solido foi transferida para um tubo contendo
3 mL de meio LB liquido e incubado a 37°C por 24h. Da cultura bacteriana crescida foi
transferido para um microtubo contendo 500uL de H,O MilliQ autoclavada e resuspensa

vigorosamente em homogeneizador (tipo vortex — Daigger Vortex Genie 2). A suspensao foi
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centrifugada em mini - centrifuga (mini Spin-Eppendorf) a 12000 rpm por 10 minutos a 4°C.
Descartou-se o sobrenadante e resuspendeu o pellet em 200uL de H,O ultrapura. A suspensédo
foi fervida a 100°C por 10 minutos em banho seco (Dry Bath), depois choque térmico a -4°C
por 10 minutos. Centrifugou-se novamente por mais 10 minutos, retirou o sobrenadante em
um novo tubo e iniciou-se o processo de limpeza com etanol 70% por duas vezes repetidas. O
pellet foi resuspenso em TE (Tris-EDTA) e congelado a -20°C em freezer, de acordo com

método de Otsuki et al (1997) com algumas modificacdes.

4.3.4. Sequenciamento do gene 16s

O gene 16s ¢ um gene universal, sensivel e muito utilizado em estudos de
caracterizacdo molecular bacteriana. Para sua amplificacdo foram utilizados os
oligonucleotideos iniciadores: 530 F (5'-TGA CTG ACT GAG TGC CAG CMG CCG CGG -
3 e 1492R (5°- TGA CTG ACT GAG AGC TCT ACC TTG TTA CGM YTT-3)
recomendados por Borneman & Triplett (1997) e destacados esquematicamente na figura 5
para visualizacdo das regifes conservadas V3 e V9 de anelamento dos iniciadores.

O isolamento foi realizado nas seguintes condi¢des: 40 ng de DNA, 5,0 Mm de
tampdo 10X (Invitrogen), 0,25 mM de dNTPs (Invitrogen), 2,5 mM de MgClI, (Invitrogen),
10 mM de cada primer (Invitrogen), 2,5 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen), agua
deionizada esterilizada para um volume total de 25 pL. Foi feito uma reagdo PCR simplex em
termociclador (Eppendorf Mastercycle Gradient) composto pelos seguintes passos:
desnaturacdo inicial a 94°C por 3 minutos seguida de ciclo de 30 vezes com um passo de
desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento dos primers com temperatura a 59°C por
45 segundos e um passo de extensdo das fitas a 72°C por 1,5 minutos, além de um passo de
extensdo final a 72°C por 10 minutos. Os produtos da reacdo da PCR foram analisados quanto

a sua qualidade e concentragéo por eletroforese utilizando gel de agarose a 1% corado com
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brometo de etidio (0,5 mg/mL) e visualizado sob luz ultravioleta e foto documentado
(OTSUKI et al,1997).

A purificacdo do DNA foi feito com Polietilenoglicol (PEG) de acordo com
protocolo descrito por Lis (1980) modificado por Paithankar & Prasad (1991), em seguida as
amostras foram enviadas para o sequenciamento na plataforma da FIOCRUZ/CPqGM/Bahia,

com os indicadores descritos na tabela abaixo.

165rRMNA
V3
S30F
—
1 310 &20 930 1240 e 1550
1492R
V9

Figura 5. Esquema da localizacdo aproximada do anelamento dos iniciadores 530F e 1492R (Borneman e
Triplett 1997), de acordo com o tamanho do gene 16S rRNA (Clarridge, 2004).

4.3.5. Analises das sequéncias de DNA das salmonelas isoladas

As sequéncias obtidas foram processadas para remocdo de sequéncias de baixa
qualidade utilizando o programa ‘“Phred/Phrap”. Cada sequencia foi comparada com
sequéncias depositada no “Genebank” (NCBI), BLAST do “National Center for

Biotechnology Information”.

4.3.6. Perfil dos genes de viruléncia presentes nas salmonelas

Para detectar os genes de viruléncia presentes nas salmonelas, foram testadas varias
temperaturas de anelamento, concentracfes de reagentes e incorporacdo progressiva dos
oligonucleotideos, utilizando 1 par de primer para cada gene. Os genes de viruléncia
estudados, seus respectivos primers e tamanhos estdo descritos na tabela 3. Os fragmentos
obtidos foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1,5%, em cubas horizontais, a

80V, em tampédo TBE. Em cada poco do gel foram aplicados 10uL do produto da reacdo da
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PCR, juntamente com 2uL do tampéo de ressuspensdo 2X. O gel foi corado em solucédo de

brometo de etidio e visualizado em transiluminador, de acordo com método de Biao Suo et al

(2010).

Tabela 3. Genes e primers para deteccdo de viruléncia de Salmonella enterica.

Gene Primer Tam. (pb) Referéncia

InvA invAO1F-ACA GTG CTC GTT TAC GAC CTG AAT/ 244 Chiu & Ou, 1996
invAO2R-AGA CGA CTG GTA CTG ATC GAT AAT

fimA fimAO1F AGC GTG AGT GGC GGT ACT A/ 385 Carneiro et al, 2009
fimAO2R GCA GCG TAT TGG TGC CTTC

agfA agfAO1F- CCG GCC CGG ACT CAA CG/ 241 Carneiro et al 2009
agfA02R- CCG TAT TGG CCG ACAGTA A

fliC fliCO1F CGT AAC GCT AAC GAC GGC/ 404 Carneiro et al, 2009
fliC02R GCA TGA GTG TCG TAA CCCG

spvC spvCO1F- ACT CCT TGC ACA ACC AAA TGC GGA/ 571 Chiu & Ou, 1996
spvCO2R- TGT CTT CTG CAT TTC GCC ACC ATCA

sfdA sfdAO1F- ACC GAC CGC TGG GAT GGG/ 146 Carneiro et al, 2009
sfdAO2R- TAA TCG TGA TGA GCC CCA ACG

phoP phoP01F- ATG CAA AGC CCG ACC ATG ACG/ 299 Miller,  Kukral &
phoP02R- GTA TCG ACC ACC ACG ATG GTT Mekalanos,1989

slyA slyAO01F- GCC AAA ACT GAA GCT ACA GGT G/ 700 Soto et al, 2000
slyAO2R- CGG CAG GTC AGC GTG TCG TGC

aceK aceK01F — CCGCGCTGGTTGAGTGG 240 O Regan et al, 2008

aceK02R — GCGGGGCGAATTTGTCTTTA

4.3.7. Eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE)

Um subgrupo de amostras de Salmonella foram selecionadas de acordo com sua regido

de procedéncia e analisadas quanto ao perfil de similaridade genética pelo método de

eletroforese em gel de agarose em campo pulsado. Essa técnica permitiu fazer o processo de

separacdo das moléculas de DNA pela sua carga elétrica, através da enzima de ccorte Xbal,

formando as bandas que reuniu fragmentos semelhantes e permitiu observar a variabilidade

genética entre os isolados identificados nestes estudo. Esse procedimento foi realizado

segundo a metodologia padronizada pelo Center for Disease Control and Prevention, Atlanta,
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GO/USA, disponivel no programa PulseNet, seguindo os paradmetros abaixo (Tabela 4)

(RIBOT et al, 2009).

Tabela 4. Parametros da corrida eletroforética do Pulsed Field na camara CHEF DR-III.

DNA (kb) 100 a 2000
% Agarose 1,2
TAE(X) 1,0
Voltagem 6V
Angulo 120°
Tempo inicial 5s

Tempo de mudanca final 35s
Tempo de corrida 20h

4.4. Tratamento e analise dos dados

Os resultados dos exames bacteriolégicos foram inicialmente organizados em
planilhas Excel para posterior analises e testes estatisticos.

Apos a tipagem dos fatores de viruléncia dos 22 isolados de Salmonella (9 de amostras
clinicas e 13 de amostras selvagens), foi realizada uma andlise de correspondéncia que
consiste na exploracdo da associacdo entre os 22 isolados e os 9 fatores de viruléncia
testados. Para isto, foi construida uma tabela de contingéncia de dupla entrada (9 colunas
correspondentes aos fatores de viruléncia e 22 linhas correspondentes aos isolados) para
visualizar associacOes através das distribuicdes geograficas das duas variaveis (isolados e
viruléncias) no gréfico. Foi utilizado o software estatistico R (versdo 2.15.2) com pacote
chamado CA, com o qual as variaveis (isolados e viruléncia) sdo distribuidas geograficamente
em um grafico, permitindo observar as associacBes existentes entre eles. A interpretacdo
dessas associacdes sera observada como associacOes forte, média e baixa.

Os perfis das salmonelas encontrados pela técnica Pulsed Field Gel Eletrophorese
foram analisados e comparados pelo programa BioNumerics versdo 6.5, com coeficiente de

similaridade de Dice, tolerancia 1% e formagéao do Cluster por UPGMA.
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5. Resultados

5.1. Origem e identificacéo das cepas de Salmonella

Neste estudo foram utilizadas 22 cepas de Salmonella isoladas de amostras clinicas e
ambientais. Dentre estas, 9 cepas (4,5%) foram isoladas da analise de 200 amostras fecais de
criancas com diarreia, atendidas em dois Prontos socorros infantis na cidade de Manaus/AM e
4 cepas (1,4%) isoladas de 282 amostras fecais de adultos e criancas, 4 cepas (3%) isoladas de
133 amostras de fezes de animais e 5 cepas (8,8%) isoladas de 57 amostras de agua, que
foram coletadas na comunidade rural de Rio Pardo/AM.

Todas as cepas foram isoladas e caracterizadas através de meios seletivos, testes
bioquimicos e identificadas geneticamente pela amplificacdo e sequenciamento do gene 16S
rRNA.

Para o isolamento e caracterizacdo fenotipica das cepas, foi selecionada uma coldnia
de cada meio seletivo, lactose negativa. Estas coldnias selecionadas, foram inoculadas em
meios bioguimicos EPM, MILi e Citrato de Simons (CS) (Figura 6). A identificacdo atraves
das provas bioquimicas foi realizada através da tabela de leitura padronizada pela Probac do
Brasil (Tabela 5). Podemos observar na figura 6 as diferencas bioguimicas entre duas das
salmonelas isoladas e uma Shigella sp.. As salmonelas se diferenciam da Shigella por
apresentarem como principais caracteristicas, a produc¢do de H,S, gas, motilidade, lisina e
citrato, este ultimo pode ser negativo quando se trata de uma Salmonella Paratyphi, diferentes

de Shigella sp. (Figura 6C) que apresentam todas essas caracteristicas negativas.
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Figura 6. Meios bioquimicos EPM, MILI, CS com cultura bacteriana. (esquerda para direita).
A- Salmonella sp.; B- S. Paratyphi; C- Shigella sp. (Fonte: Santa-Rita, A.M.; Takita, P.)

Na tabela 5 podemos observar as caracteristicas bioquimicas resultantes do processo
metabdlico das cepas isoladas nos testes bioquimicos. Essa tabela é utilizada para
identificacdo cléssica das enterobactérias, além da leitura da fermentagcdo da lactose obtida
pelo crescimento da colonia em placa. Observar-se nas amostras com circulo vermelho
(Tabela 5) que cinco colbnias dentre os 22 isolados ndo puderam ser identificadas pela
metodologia cléssica, pois possuiam caracteristicas bioquimicas diferentes das caracteristicas
que classificam as salmonelas. Estas cinco col6nias ndo apresentaram producdo de gas e nem
motilidade, que sdo caracteristicas comuns entre a maioria dos sorovares de Salmonella, além
da urease positiva apresentada por quatro destas cinco cepas, caracteristica que ndo é comum
ao género. Porém em meio seletivo estas amostras possuiam as mesmas caracteristicas
morfolégicas das cepas que foram caracterizadas como Salmonella. Por isso, resolvemos ndo

descartar estas 5 amostras.
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Tabela 5. Resultado da leitura do teste bioquimico das 22 cepas de Salmonella utilizadas neste estudo, de acordo com a tabela de identificacdo da
Probac do Brasil.

N° Registro Amostra Meio/Col LAC GAS H,S URE TDA MOT INDOL LIS CIT Identificacdo Probac
biolégica
1S 32DZS Diarreia MC col 2 - + - - - + £ + + 213 S. Choleraesius
2S 33DZS Diarreia MC col 6 - + - - - + - + + 213 S. Choleraesius
3S  77DZS Diarreia HEK - O + O - O - + + 143 /Id.
4S 142DZS Diarreia XLD - - + - - + - + + 113 Salmonella spp.
5S 143DZS Diarreia SScol 2 - - + - - + £ + + 113 Salmonella spp.
6S 36DZL Diarreia HEK - - + - - + - + + 113 Salmonella spp.
7S 37DZL Diarreia SS - - + - - + - + + 113 Salmonella spp.
8S 38DZL Diarreia XLD - + - - + - + + 113 Salmonella spp.
9sS 40DZL Diarreia HEK - - + - - + - + + 113 Salmonella spp.
10S C158P1046 Pessoa—-RP VB (R)col 3 - - + - - + - + + 113 Salmonella spp.
11S C71P301 Pessoa— RP  HEK col 7 - + - - - + - - - 210 S. Paratyphi A
12S  C64P237 Pessoa— RP VB col 1 - + - - - + - - - 210 S. Paratyphi A
13S  C45P173 Pessoa— RP VB (R) col 6 - + - - - + - - - 210 S. Paratyphi A
14S  C76A3 Animal - RP  SS (M) col 9 - + - - - + - - - 210 S. Paratyphi A
15S  C65A3 Animal - RP  HEK col 6 - + @D - - + + 143 5/ld.
16S C126A3 Animal -RP  HEK col 3 - § + % - - - - 140¢9/Id.
17S Cl164A1 Animal —-RP  SScol 9 - + - - + + 143 ¢/ld.
18S  4H20 Agua — RP PIA (B) - + - - - + - - - 210S. Paratyphi A
19S  9H20 Agua—RP PIA (B) - + - - - + - + +  213S. Choleraesius
20S 22H20 Agua— RP MC(RB) - + - - - + - - - 210S. Pratyphi A
colA
21S  29H20 Agua—RP MC (R)colC - O - - - O - - + 001 s/Id.
225 56H20 Agua - RP MC (R) - + - - - + - - - 210S. Paratyphi A

LAC — lactose; H,S — gas sulfidrico; URE — uréase; TDA — triptofano desaminase; MOT — motilidade; LIS — lisina; CIT — citrato.
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5.2. ldentificacdo molecular

Para elucidar se as cinco col6nias ndo identificadas por metodologia classica se
tratavam de salmonelas, utilizamos a técnica de identificacdo molecular pelo sequenciamento
das bases nitrogenadas, utilizando os gene 16s rRNA. Para isto, foi feito a extracdo do DNA e
amplificacdo do gene 16s por PCR de cada uma das cepas bacterianas isoladas e identificadas
pelas provas bioguimicas, como esta fotodocumentado nas figuras 7A e 7B, respectivamente.

As sequéncias obtidas foram comparadas em banco de dados do GenBank, onde o
indice de confianca para identidade bacteriana ficou acima de 80% e apds a confirmacéo da
espécie, estas sequéncias foram depositadas neste mesmo banco de dados, através do 1D
1651208 (Anexo 5). Neste anexo pode-se comprovar que todas as cepas foram confirmadas

como Salmonella, inclusive as cinco cepas ndo identificadas pelo teste bioquimico.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
[ Jeerp——— R R

. ) Ak B A B A B e o-aa.a.....‘-.u_>856pb

LY 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 Cc- M 15 16 17 18 19 20 21 22 C-
Lpppp—p———— YT T TR
—oes=egEREES"" -
— - m ~
ok » 856 pb
A B
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Figura 7. A- Gel da extracdo do DNA das 22 cepas de salmonelas isoladas; Agarose 1% TBE. Superior: Poco
M: Marcador 100pb Invitrogen; Pocos 1 a 12: salmonelas; Inferior: Pogo M: Marcador 100pb Invitrogen; Pocos
13 a 22: salmonelas; Pogo C-: Controle negativo da reacdo; B- Amplificacdo do gene 16s das cepas por PCR;
Agarose 1% TBE. Superior: Poco M: Marcador 100pb da Invitrogen; Pogos 1 a 14: amplicons das salmonelas;
Inferior: Pogo M: Marcador 100pb da Invitrogen; Pocos 15 a 22: amplicons das salmonelas; Poco C-: Controle
negativo da reagdo.

5.3. Distribuicéo epidemioldgica das cepas isoladas

Nas 200 amostras de casos clinicos foram isoladas e identificadas por sequenciamento
9 salmonelas, sendo 7 (77%) Salmonella enterica subsp. enterica e 2 (23%) Salmonella

enterica subsp. arizonae. Entre os sorovares da subespécie S. enterica, o mais frequente foi S.
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Paratyphi B, 3 (42%). A distribuicdo espacial destas cepas foi analisada atraves do
questionario socio epidemiolodgico, baseado no local de residéncia das criancas (Figura 8).

O crescimento populacional levou a intensa urbanizacdo desordenada da cidade de
Manaus. Dentre os novos bairros criados, duas zonas geograficas participantes desta pesquisa
podem ser citados: Zona Sul (bairros da Cachoeirinha, Petrépolis e Raiz) e Zona Leste
(bairros Alfredo Nascimento, Tancredo Neves e Jodo Paulo). Estas zonas geograficas ainda
apresentam caréncia no abastecimento de agua e no recolhimento de lixos, residuos e servicos
basicos em saude, fatores agravantes para qualidade de vida da populacéo (Figura 8).

Estes fatores tém relacdo direta com o aparecimento de casos de diarreia em criancas e
adultos residentes nestes bairros, devido a efetiva contaminacdo pela rota fecal-oral. Além
disso, o fato de muitas residéncias se localizarem préximas aos igarapes favorece a
contaminacdo por bactérias e outros patdgenos que tém a agua como principal veiculo de
transmisséo. De acordo com as informacdes obtidas através do questionario epidemiologico, 6
(70%) das residéncias onde as criangas participantes deste estudo moram, bebem e fazem uso
da agua encanada e 3 (30%) utilizam &gua mineral. As condi¢Bes precérias de moradia
acabam favorecendo a contaminagdo por patdgenos intestinais, justificando o quadro por
salmonelas encontradas neste estudo.

Das 62 amostras de Controles (criancas sem diarreia) coletadas e analisadas junto com
as amostras clinicas (Casos), nenhuma Salmonella foi isolada e identificada, sendo assim,
essas criancas nao sdo portadoras assintomaticas de Salmonella, mas, apresentaram outros

patdgenos na microbiota intestinal.
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Figura 8: Distribuicdo das salmonelas encontradas nas amostras clinicas em Manaus/AM. (Fonte: Fonseca, F.R.;
Grupo de apéio a pesquisa do ILMD).

Com relagdo as amostras isoladas na Comunidade Rio Pardo/AM, 4 foram isoladas
das amostras fecais de pessoas, 4 de fezes de animais e 5 das amostras de &gua, identificados
com icones na figura 9. Destas, 8 (61,6%) pertencentes a subespécie enterica, 1 (7,6%)
subespécie arizonae e 4 (30,8 %) foram identificadas somente ao nivel de género, Salmonella
sp. O sorovar S. Javiana foi o mais frequente 3 (30%) dentre 0s sorovares da espécie enterica,

sequido de S. Typhimurium 2 (20%). Estes isolados estdo identificados na figura 9 pelos seus

respectivos desenhos (Pessoa = f; Animal = galinha 7 cachorro : Agua= o

Das amostras fecais de pessoas, 2 foram isoladas de fezes de criancgas, residentes de
uma casa do ramal Samuel e de outra casa as margens do Igarapé Rio Pardo, 2 de fezes de
adultos, residentes de uma casa do ramal Samuel e de outra casa no ramal Novo Paraiso.

Dentre estas pessoas, todos relataram nao ter o habito de lavar as méos ao sairem do banheiro.
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Uma crianca e um adulto relataram que tiveram diarreia sete dias antes da coleta, sendo que
este adulto ndo informou a fonte de 4gua que consome. Trés consomem agua de cacimba
tratada com hipoclorito.

Foram isoladas 4 cepas de amostras fecais de animais, sendo 3 de galinhas e 1 de
cachorro, sendo que 2 dos isolados de fezes de galinhas sdo de duas residéncias proximas que
ficam no ramal Samuel e que utilizam &gua de cacimba para consumo e utilidades domeésticas,
1 de uma residéncia do ramal Principal e o isolado de amostra fecal de cachorro foi
proveniente de uma residéncia que fica as margens do lgarapé Rio Pardo, estas duas ultimas
residéncias (Principal e Igarapé) utilizam agua do Igarapé Rio Pardo para fins domésticos e de
consumo. Responsaveis por estas quatro residéncias ainda relataram que o quintal é o destino
final da &gua utilizada e uma das residéncias do ramal Samuel e uma do lgarapé Rio Pardo
ndo possuem instalacdo sanitéria.

Dentre as 5 cepas isoladas das amostras da agua, 3 foram de cacimbas dos ramais
Gusmao (2) e Principal (1) , 1 do Igarapé Rio Pardo e 1 do Rio Canoas.

Na figura 9 se observa a distribuicdo espacial de todas as 13 salmonelas ambientais
provenientes da comunidade rural Rio Pardo/AM, de acordo com o local de moradia (ramais)
e tipo de amostra (pessoas, animais e agua).

Dentre 0s seis ramais de terra e um igarapé que representam a comunidade Rio Pardo,
o local que apresentou maior niumero de Salmonella sp. isoladas e identificadas foi o ramal
Samuel 4 (30%), no qual reside a maior parte da populagdo desta comunidade, como pode ser

observado na figura 9.
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Fiura 9. Distribuigdo espacial dos isolados ambientais, Rio Pardo/AM. (Fonte: Fonseca, F.R.; Grupo de apoio a pesquisa do ILMD).
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5.4. Perfil de resisténcia dos isolados aos antimicrobiano

As vinte e duas salmonelas isoladas e identificadas foram testadas quanto a resisténcia
aos seguintes antimicrobianos: acido nalidixico — NAL (30 pg), amicacina — AMI (30 ug),
amoxacilina + &cido clavulanico — AMC (20/10 pg), aztreonam — ATM (30 ug),
ciprofloxacina — CIP (5 ug), cloranfenicol — CLO (30 pg), gentamicina — GEN (10 ug),
nitrofurantoina — NIT (300 ug), norfloxacina — NOR (10 pg), piperacilina + tazobactam —
PPT (110 pg) e sulfametaxazol + trimetropima — SUT (23,75/1,25 ug).

Na figura 10 estd representado o perfil de resisténcia das salmonelas isoladas das
amostras clinicas aos onze antibioticos testados. S. Paratyphi B (8S e 9S) e S. Bareilly (4S)
foram 100% sensiveis a todos os antimicrobianos testados. Dentre 0os onze antimicrobianos,
aztreonam, ciprofloxacina, norfloxacina e piperacilina + tazobactam apresentaram 0s
melhores resultados de inibicdo do crescimento bacteriano (36%). S. enterica subsp. arizonae
(1S e 2S) foi resistente ao antibidtico amoxacilina + &c. clavulanico, mas o isolado 2S
também apresentou perfil intermediario ao acido nalidixico. S. enterica subsp. enterica (6S)
foi o unico isolado que apresentou resisténcia a cinco dos antimicrobianos testados, inclusive
ao cloranfenicol, sulfametaxazol + trimetropima e gentamicina, antibioticos comumente
administrados em casos de diarreia por esse tipo de patdgeno, como pode ser observado na

figura abaixo.
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Figura 10: Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos das salmonelas isoladas dos casos clinicos em Manaus.
S: sensivel; I: intermediério; R: resistente.

Nas salmonelas isoladas de pessoas, animais e da d&gua em Rio Pardo/AM (Tabela 5),
o perfil de sensibilidade foi bastante diversificado. Dentre os antimicrobianos testados, todos
os isolados foram sensiveis ao antibiotico ciprofloxacina 13 (100%), alguns isolados a
aztreonam e piperacilina + tazobactam 12 (92%) e outros a amicacina, &c. nalidixico e
norfloxacina 11 (85%). Os isolados 17S e 18S apresentaram perfis idénticos e foram
resistentes a gentamicina. Alguns isolados foram resistentes aos antimicrobianos amoxacilina
+ 4c. clavulanico (10S, 11S, 13S e 22S), nitrofurantoina e gentamicina (10S e 12S). Dentre 0s
demais isolados que apresentaram perfil de resisténcia, nitrofurantoina e sulfametaxazol +
trimetropima 6 (46%) e gentamicina 4 (30%) foram os antibidticos mais frequentes (Figura

11).
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Figura 11: Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos dos isolados selvagens de Rio Pardo.
S: sensivel; I: intermedidrio; R: resistente

5.5. Perfil dos genes de viruléncia das salmonelas isoladas

Foram testados nove genes para analisar o perfil de viruléncia nas salmonelas isoladas,
suas caracteristicas e fungdes estdo descritos na tabela 2 e sua amplificagdo padrdo na figura
12. Para os testes dessas viruléncias utilizou-se a técnica de PCR, realizada em triplicata para
confirmagdo de resultados. A presenca e auséncia desses fatores de viruléncias nos 22

isolados, esta descrito na tabela 6.
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Figura 12. Padrdo da amplificacdo dos genes de viruléncia utilizados. Gel de
Agarose 1%. 110V TBE. Poco 1 - Ladder 100pb, Ludwing; Pocos 2 a 10 — amplicons
dos diferentes genes testados; Po¢co 11 — Controle negativo da reacao.

Foi realizada uma analise de correspondéncia simples para exploracdo de associacOes
entre os 22 isolados e os 9 fatores de viruléncia. Na Figura 13, quanto mais proximos 0s
isolados dos fatores de viruléncias, mais forte foi a associacdo e, quanto mais distante, menos
relacionados estdo estas variaveis. A distribuicdo das variaveis no mapa foi obtido pelo
resultado binario (positivo ou negativo) da amplificacdo dos genes por PCR, como esta

representado na figura 13.
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Figura 13: Analise de correspondé .Componente 2

A =viruléncias @= salmonelas.

22 isolados de Salmonella.

A partir da distribuicdo dos isolados na Figura 13 observa-se que a maioria dos
isolados selvagens (11S, 13S, 15S, 16S, 17S, 18S, 19S, 20S, 21S e 22S) ficou distribuida na
area superior da figura, enquanto que os outros selvagens (10S, 12S e 14S) ficaram abaixo.
Nota-se que todos os isolados clinicos (1S-9S) ficaram na parte inferior do mapa.

Em relacdo as possiveis associacfes entre os fatores de viruléncia e os isolados, 0s
grupos de associaces foram destacados em forma eclipse (A,B,C,D e E, Figura 13). Embora
dois isolados clinicos (1S e 2S) e dois selvagens (10S e 22S) do grupo A, apresentassem
positividade em alguns fatores de viruléncia (Quadro 2) eles ficaram destacados por nédo ter
associagédo forte com nenhum desses fatores.

No grupo B, alguns genes de viruléncia com funcbes importantes na aderéncia,
invasdo e sobrevivéncia da Salmonella (invA, slyA, aceK e agfA) foram presentes em todos 0s

isolados (Quadro 2) e ficaram reunidos proximo a intersec¢do do eixo zero indicando uma
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associacdo forte entre eles. Os isolados selvagens (11S, 13S e 16S) ficaram distribuidos
dentro do grupo B, e o isolado 11S por estar sobre o pontilhado do eixo zero horizontal
carrega mais esta associacdo forte. Vale destacar que o isolado 11S ndo apresentou os fatores
fimA (grupo E) e spvC (Quadro 2) que ficaram distribuidos no grafico nas extremidades
superior e inferior, respectivamente.

Os grupos C e D apresentaram caracteristicas de associacdo com alguns fatores de
viruléncia, pois estdo localizados na regido proxima ao eixo zero vertical e horizontal
respectivamente. Em relacéo ao grupo C, os genes phoP e sfdA apresentaram forte associacao
com os isolados selvagens (12S e 14S) e dois clinicos (3S e 6S). No grupo D, o gene fliC
formou forte associacdo com os isolados clinicos (7S, 8S) e selvagens (15S, 17S e 21S). Um
grupo formado com os isolados clinicos 4S, 5S e 9S ficou distribuido entre os grupos C e D,
apresentando média associacdo com os fatores de viruléncia contidos nestes grupos e ficaram
destacados no grupo F.

Os isolados 19S e 20S, localizados no quadrante superior esquerdo, ndo se associaram
a nenhum dos 9 fatores de viruléncia testados e o isolado 18 também ficou afastado, mas, foi
0 Unico que apresentou tendéncia a ter associagdo com o gene de viruléncia fimA (grupo E).

As associagOes evidenciadas pela analise de distribuicdo indicaram que ndo existe uma

distingdo clara entre isolado de Salmonella ser origem clinica ou selvagem.
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Quadro 2: Isolados de Salmonella de amostras diarreicas e ndo diarreicas, de acordo com a positividade e
negatividade das viruléncias e associa¢cdo com o0s sintomatologia.

Cod. | Amostras| Isolados/ Genes____| aceK | agfA | fimA | fliC | phoP | sfdA | slyA | spvC | invA
w FD Salmonella enterica subsp. arizonae | VP FVD FVD FVD FVD FVD FVD FVD FVD :
2S FD Salmonella enterica subsp. arizonae |
3s FD Salmonella Paratyphi B F F F F F F F F F |
4s Ep | Salmonella Bareilly FV FV FV FV RV FV FV FV RV |
5S FD Salmonella Bareilly Fv FV FV RV FV YV  FV  FV RV :
6S FD Salmonella enterica subsp. enterica | FVSv FVSv FVSv FVSv FVSv FVSv FVSv FVSv FV Sv,
75 FD Salmonella enterica subsp. enterica | FV Sv. FVSv FVSv FVSv FVSv FVSv FVSv FVSv FV Svi
8S FD Salmonella Paratyphi B FSv FSv FSv FSv FSv FSv FSv FSv  FSv '
9s ED Salmonella Paratyphi B FS_v _ .FEV. B F_Sv . ES.V_ - _FS.,v_ . _F.S\i - _ESX N FS_v ) FEV -:
10S EnD Salmonella Stanley
11S FnD Salmonella Javiana
125 FnD Salmonella sp.
13S FnD Salmonella Javiana
14S EnD Salmonella Javiana
155 EnD Salmonella Typhimurium
16S FnD Salmonella Enteritidis
17S FnD Salmonella Typhimurium
18S H,0 Salmonella sp.

195 H,0 Salmonellaenterica subsp. arizonae
20S H,0 Salmonella sp.

21S H,O Salmonella Agona

295 H,O Salmonella sp.

Caselas em laranja = viruléncia positiva; Caselas em branco= viruléncia negativa; FD= fezes diarreicas (1S a
9S); FnD= fezes ndo diarreicas (10S a 22S); Isolados marcados com traco em vermelho foram associados a
sintomatologia das criancas (F= febre; V= vomito; Sv= sangue visivel); Cod. = codigo.

5.5.1. Sintomatologia das criangas com diarreia e as viruléncias dos isolados

Os fatores de viruléncia foram relacionados com a sintomatologia que as criangas com

diarreia apresentaram no momento da coleta das amostras (Quadro 2). Foram analisadas

amostras de fezes de 9 criangas, dentre estas 5 (60%) foram de meninas e 4 (40%) foram de

meninos, com idades entre trés meses e dois anos.
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De acordo com o Ministério da Saude e Centro de Controle e Prevencdo de Doencas,
0s sintomas mais comuns manifestados por pessoas com casos de diarreia infecciosa sdo
vomito, febre, desidratacdo e sangue nas fezes. (CDC, 2005). Os isolados de Salmonella das
criancas que estavam com diarreia e apresentaram estes sintomas foram relacionados aos seus

fatores de viruléncia, como se observa na figura 14 e quadro 2.

Isolados clinicos

Febre Vémito

Isolados clinicos

mSIM mNAO mSIM mNAO

Isolados clinicos

Desidratagdo Sangue visivel nas fezes

Isolados clinicos

mSIM mNAO mSIM mNAO

C

D

Figura 14: Relagao dos genes de viruléncia com a sintomatologia das criangas com diarreia
(Casos). Eixo Y= isolados de casos clinicos; Eixo X= Fatores de viruléncias = Pos e Neg;
Presenca de sintomas = Sim ou Néo.

Dentre os quatro sintomas: febre, vomito, desidratacdo e sangue nas fezes pesquisados
nas criangas com diarreia, os mais frequentes foram febre e vomito, apenas uma crianca néo
estava com febre no momento da coleta (Figura 14 A e B).

Os fatores de viruléncia aceK, invA, phoP e slyA apresentaram perfil positivo em todas

as cepas de Salmonella clinica (Figura 14 A-D). Analisando a figura do sintoma febre (Figura
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14-A), uma cepa mesmo com positividade para as viruléncias aceK, invA, phoP e slyA, ndo
parece ter relacdo com este sintoma. Os genes fliC e spvC apresentaram perfis idénticos, uma
cepa que tem viruléncia negativa apresentou o sintoma febre (Figura 14 A).

Na relacdo dos fatores de viruléncia com o sintoma vémito e sangue visivel nas fezes
(Figuras 14- B e D), os genes fliC e spvC, agfA e sfdA formaram perfis heterogéneos, néo
sendo possivel associa-los a estes sintomas.

No perfil do sintoma desidratacdo, a maioria das cepas apresentou-se positivas para 0s
fatores de viruléncia testados, porém devido a auséncia deste sintoma nos pacientes,
sugerimos que estas viruléncias ndo possuem associa¢do com a desidratacao (Figura 14 C).

Nos quatro sintomas analisados, pelo menos 1 dos isolados ndo possuem os genes de
viruléncia agfA e sfdA. Os genes de viruléncia aceK, invA, phoP e slyA sdo positivamente
virulentos em todos os isolados e apresentaram perfis idénticos em relacdo a cada sintoma
analisado. O gene fimA foi o0 Unico que apresentou um perfil diferente dos demais, sete dos 22

isolados ndo apresentaram este gene (Figura 14).

5.6. Pulsed Field Gel Eletrophorese (PFGE)

Analise por PFGE obtido pela enzima de restricdo Xbal revelou ampla diversidade nos
perfis gerados pelos isolados, compartilhando similaridade genética entre 40% e 100%
(Figura 15). Para analise dos perfis gerados pelos isolados clinicos e melhor interpretacéo, foi
feita uma identificacdo para cada crianca de onde se isolou Salmonella sp., utilizando

informagdes obtidas através do questionario epidemioldgico (Quadro 3).
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Quadro 3: Dados epidemioldgicos das criangas atendidas nos hospitais de coleta deste estudo.

Isolados Crianca Sexo Idade Bairros Hospitais

1S C-AJ F 2 anos Cachoeirinha P.S. da crianga Zona Sul
2S C-ES F 3 meses Petropolis P.S. da crianga Zona Sul
3S C-PJ M 6 meses Raiz P.S. da crianga Zona Sul
4S C-AM F 8 meses Raiz P. S. da crian¢a Zona Sul
5S C-LA F 1ano Petropolis P.S. da crianga Zona Sul
6S C-NA M 6 meses Alfredo Nascimento P.S. Dr. Platdo

7S C-AS F 5 meses Alfredo Nascimento P.S. Dr. Platdo

8S C-LH M 11 meses Tancredo Neves P.S. Dr. Platdo

9S C-DH M 9 meses Jodo Paulo P.S. Dr. Platdo

Pulsed Field

S. Typhimurium
Salmonella sp.

S. Javiana

S. Stanley

S. Paratyphi B

S. Paratyphi B
Salmonella sp.

Salmonella sp

S. Javiana

S. enterica subsp. enterica
S. enterica subsp. enterica
S. Paratyphi B

S. Typhimurium

Salmonella sp.

S. Javiana
S. Bareilly
S. enterica subsp. anizonae
S. enterica subsp. arizonae

Ambiental - An
Ambiental - H,0
Ambiental - An
Ambiental - P (CR)
Diarreia—P (CR)
Diarreia—P (CR)
Ambiental -P (AD)
Ambiental - H,0
Ambiental - P (AD)
Diarreia—P (CR)
Diarreia—P (CR)
Diarreia—P (CR)
Ambiental - An
Ambiental-H,0
Ambiental - P (CR)
Diarreia—P (CR)
Diarreia—P (CR)
Diarreia—P (CR)

Figura 15. Perfil de similaridade das cepas de Salmonella clinicas e selvagens. Analise em GelCompar Il, Versdo
6.5, Coeficiente de Similaridade Dice, Tolerancia 1%, Andlise de Cluster UPGMA. P - pessoa; CR- crianga; AD-
adulto; An- animal; H20 - agua.

Analisando os perfis gerados pelo Pulsed Field, observa-se que o isolado 1S,

subespécie arizonae, encontrada na crianga C-AJ apresentou perfil idéntico ao isolado 2S,

também subespécie arizonae, proveniente da crianga C-ES, ambas residentes da zona sul da

cidade de Manaus. Outros dois isolados de amostras clinicas (6S e 7S), identificados como S.

enterica subsp. enterica, isolado das criangas C-NA e C-AS, residentes no bairro Alfredo

Nascimento e atendidas no Hospital Dr. Platdo, também apresentaram perfis com 100% de

similaridade genética (Figura 15).



63
Caracterizagao fenotipica e genotipica de salmonelas isoladas de area rural e urbana de Manaus, Amazonas.

Ainda analisando as amostras clinicas, o perfil gerado pelo sorovar S. Paratyphi B (
isolados 8S e 9S), proveniente das criancas C-LH e C-DH, respectivamente, apresentaram
perfil de 80% de similaridade genética. Ja o isolado 3S da crianca C-PJ, também identificado
como S. Paratyphi B ndo formou perfil similar com os isolados 8S e 9S, ficando disposto
préximo aos isolados S. enterica subsp. enterica (6S e 7S). S. Bareilly, isolado 5S da crianca
C-LA (Quadro 3), apresentou perfil diferente das demais cepas clinicas e ficou disposto
préximo aos isolados selvagens (Figura 15).

Os perfis gerados pelos isolados ambientais foram diversificados. Dois isolados de
origens diferentes, isolado 17S proveniente de um animal do Igarapé Rio Pardo e o isolado
22S proveniente da dgua do Rio Canoas, grifados em azul na Figura 15, apresentaram perfil
com 100% de similaridade, ou seja, sdo geneticamente idénticos. S. Javiana (isolado 13S)
possui ancestral comum aos isolados 17S e 22S, é oriundo de amostra de uma pessoa
residente no ramal Samuel, proximo ao Igarapé Rio Pardo. A relacdo clonal entre estes
isolados (13S, 17S e 22S) caracterizam a agua como pontencial fonte contaminante, devido a
identificacdo de Salmonella sp. da 4gua do Rio Canoas (22S), afluente do Igarapé Rio Pardo
(Figura 15).

Os isolados 12S, proveniente de fezes de pessoa residente em uma casa do ramal
Samuel e o0 18S, proveniente de amostra da dgua coletada na cagcimba de uma casa do ramal
Gusmao, formaram perfil de 80% de similaridade genética. Na analise das informacdes
epidemioldgicas levantadas no momento da coleta, ndo ha registro de que estes moradores
compartilham a mesma fonte de agua (Figura 15). S. Javiana (isolado 11S), proveniente da
amostra de fezes de uma pessoa moradora do ramal Novo Paraiso, apresentam relagdo clonal
com os isolados 12S e 18S (Figura 15).

Os isolados S. Typhimurium (15S) e Salmonella sp. (20S), isolados de um animal

(galinha) no ramal Samuel e da agua de cacimba do ramal Principal, séo espécies parafiléticas
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e neste mesmo grupo, compartilhando ancestral comum ficou o isolado 14S, S. Javiana,
proveniente também da mesma espécie de animal (galinha), também do ramal Samuel.
Novamente a agua pode ter sido o fator indicativo pela contaminacdo destes animais, ja que as
residéncias de onde as amostras foram coletadas ficam préximas. De acordo com as
observacdes no dia da coleta e informagdes do questionario epidemioldgico aplicado, estes
animais geralmente ficam dispersos nos quintais e ruelas dos ramais da comunidade. O
isolado 10S, S. Stanley, proveniente de fezes de pessoa, moradora do lgarapé Rio Pardo
(Figura 9), também possui ancestral comum aos isolados 14S, 15S e 20S (Figura 15),
podendo ter como possiveis fontes contaminantes, a agua do lgarapé que utiliza para
consumo, fezes de animais do ramal Samuel, local onde esta pessoa (10S) frequentemente
realiza visita aos seus familiares, de acordo com informacdes levantadas no questionario
epidemioldgico.

N&o foi possivel obter resultados para quatro das 22 cepas de Salmonella isoladas,
sendo 1 de amostra clinica (4S) e 3 de amostras selvagens (16S, 19S e 21S) (Tabela 5). Estes
isolados foram identificados no sequenciamento pelo 16S rRNA, mas, nos procedimentos de
analise da similaridade genética por PFGE ndo formaram bandas ou faixas especificas mesmo
com alteracgdes no protocolo utilizado. Os isolados 19S e 21S (Tabela 5) ndo devem ter perfis
conhecidos por se tratar de amostras selvagens, provenientes da agua. Ja o isolado 16S,
isolado de fezes de animal do ramal Principal em Rio Pardo e o isolado 4S, proveniente de
amostra clinica, apesar de serem frequentemente analisados por este tipo de método, devem
apresentar uma variabilidade genética ainda desconhecida. Portanto, estes isolados tem que
ser testados com outras enzimas de corte ja que nédo foi possivel fazer a digestdo do DNA dos

mesmos com a enzima Xbal utilizada neste estudo.
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6. Discussao

O género Salmonella comp6e bactérias que podem ser encontradas nos mais diferentes
tipos de habitat, como foi descrito neste trabalho e até mesmo em ambientes com
temperaturas extremas.

No presente estudo foram identificados sorovares de Salmonella em pessoas que nédo
tinham sintomas de diarreia (3 sorovares), em aves (3 sorovares) e em cachorro (1 sorovar)
independentes de estarem ou ndo com diarreia. As salmonelas sdo responsaveis por uma das
principais doencas zoondticas estudadas pela saude publica em todo o mundo, devido a sua
caracteristica endémica, dificuldade no seu controle e pela alta morbidade (BRENNER, 2000;
LOURENCGCO et al, 2004; LOUREIRO, 2010).

Os sorovares de Salmonella sdo capazes de sobreviver por muito tempo no interior das
células eucariontes, pois sdo organismos intracelulares facultativos, invadem e se multiplicam
no interior da célula hospedeira, causando quadros infecciosos tanto em seres humanos como
também em animais avicolas, bovinos e até em roedores (ANDREWS-POLYMENIS et al,
2010).

Nas amostras clinicas foram identificados trés sorovares diferentes dentre os sete
isolados da subespécie enterica, sendo 3 (42%) S. Paratyphi B, 2 (29%) S. Barielly e 2 (29%)
foram identificadas até o nivel de subespécie, S. enterica subsp. enterica. O percentual dos
isolados de Salmonella de amostras clinicas encontrados neste estudo (4,5%) corrobora com o
mesmo percentual sugerido para coleta deste patégeno em casos clinicos (4%) (ORLANDI et
al, 2006).

Os ultimos registros de S. Paratyphi B para regido norte do Brasil foi feito por
Loureiro et al (2010) no Estado do Pard, onde isolou 4 cepas, oriundas também de infeccBes

humanas. Diferente do Brasil, Voetsch et al (2004) registrou muitos casos de salmonelose
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entre 1996 e 1999 nos Estados Unidos, onde se isolou 55 cepas de S. Paratyphi B, nimero
muito elevado comparado ao encontrado por Loureiro et al (2010) e no presente estudo.

Sorovares entéricos S. Javiana, S. Typhimurium e S. Enteritidis foram isolados de
fezes de animais neste estudo, assim como também tem sido registrado em outras regides do
Brasil (BESSA et al, 2004; FERNANDES et al, 2003; GUGEL et al, 2010), tanto em
amostras de fezes como de ambiente. E, de acordo com a literatura, ha décadas S.
Typhimurium e S. Enteritidis sdo os principais sorovares envolvidos em surtos de doencas
alimentares (CDC, 2005; 2007; 2008; DIAS et al, 2003; FERNANDES et al, 2006; FREITAS
NETO et al, 2010; GUDMUNDSDOTTIR et al, 2003; MURMANN et al, 2008;
NADVORNY et al, 2004; WEN ZOU et al, 2011;) embora S. Javiana também tenha sido
identificada em alguns surtos (CDC, 2008; NUNES et al, 2010).

No levantamento dos sorovares de Salmonella envolvidos em surtos de salmonelose
no Estado do Paré realizado por Loureiro e colaboradores (2010), S. Javiana ndo foi isolada,
ja S. Enteritidis foi o segundo sorovar mais frequente, isolado em quase todos os 18 anos de
pesquisa e, neste mesmo levantamento, S. Agona foi identificado em amostras de
coprocultura, diferente do atual estudo que foi isolada da agua.

S. Stanley foi isolado de fezes de uma pessoa que ndo tinha sintomas gastrointestinais
no momento da coleta, mas, é um sorovar frequentemente isolado de infec¢fes humanas nos
paises asiaticos, onde recentemente foram registrados 79 casos de salmonelose provenientes
de alimentos contaminados. Apds a busca epidemioldgica para descobrir a causa desse surto,
alguns lugares foram fiscalizados e foi descoberto que as pessoas contaminadas haviam
participado de uma festa onde o manipulador dos alimentos era um portador assintomatico
deste sorovar e contaminou a comida durante o preparo, consequentemente muitas pessoas
foram infectadas ao mesmo tempo e apresentaram o0s sintomas de diarreia e febre. (EFSA,

2012). Na Suica, Pastore et al (2008) descreveu 82 casos de salmonelose causada por este
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sorovar entre os anos de 2006 e 2007, isolada também de amostras ambientais e de pessoas,
assim como no presente estudo.

Um problema resultante dos surtos de salmonelose para a saude publica é que na
maioria das vezes 0s sintomas sdo diagnosticados de forma errdnea, sendo confundido com
sintomas de outros tipos de doencas, dificultando o tratamento, o controle e ainda,
aumentando cada vez mais a chance de disseminacdo desses agentes no ambiente, assim como
vem acontecendo na comunidade de Rio Pardo. Diante disto, observa-se a necessidade de
pessoas qualificadas em laboratorios.

Salmonella enterica subsp. arizonae raramente estd associada a surtos de intoxicacao
alimentar ou caso clinico, em geral sdo isoladas de ambiente e de animais de sangue frio
(BRENNER, 2000; POPOFF; LE MINOR, 2005). No presente estudo, esta subespécie foi
isolada de fezes de criangas com diarreia (caso clinico) que ja apresentavam evacuacgoes
frequentes a mais de dois dias e sintomas de febre, vomito e desidratacdo, com um quadro de
diarreia aguda.

Na Itélia, a subespécie arizonae foi identificada e isolada em um paciente de 43 anos
de idade imunocomprometido, 0 que ndo € comum para regiao, onde esta mais associado aos
animais, como cobras, tartarugas entre outros répteis (DI BELLA et al, 2011). Na india outro
caso interessante foi relatado. Uma crianca de 03 meses de idade chegou a Gbito devido a
infeccdo por esse sorovar, ela nasceu com microcefalia e apresentou diarreia persistente com
muco e sangue, ap0s a pesquisa epidemioldgica, foi descoberto que o pai desta crianca era
domador de répteis, tinha contato frequente com estes animais e se tornou o veiculo de
transmissdo para a crianga (MAHAJAN et al, 2003).

Huehn e colaboradores (2009) relataram que alguns fatores genéticos da subespécie

arizonae mudam quando se trata de infeccdo em pessoas e em animais e, que isso se torna um
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fator benéfico para as infec¢bes humanas ja que tais fatores apresentam baixa viruléncia em
humanos na maioria dos casos.

Em geral, a incidéncia de infec¢des por Salmonella ocorre em todo o mundo, mas, 0s
paises do Sul e Sudeste da Asia sdo regides com alto indice devido ao elevado nivel de
resisténcia desses sorovares aos antibidticos utilizados (CRUMP et al, 2004).

Os antibidticos sdo substancias administradas para inibir ou matar certos
microrganismos causadores de doencas, como as bactérias. No entanto, estes microrganismos
podem desenvolver resisténcia, inibindo desta forma as atividades destes antibidticos e ainda
podem passar esta resisténcia as proximas geracdes (ANDREWS et al, 2010).

No presente estudo, utilizou-se 11 antimicrobianos e dentre estes, ciprofloxacina foi o
que apresentou melhor desempenho, tantos os isolados clinicos assim como os ambientais
apresentaram alta sensibilidade (Figuras 10 e 11), assim como foi também observado por
Ribeiro et al (2006) em isolados de Salmonella enterica, no Rio Grande do Sul.

Diferente do Brasil, no continente asiatico, ciprofloxacina ndo é mais indicado para o
tratamento de salmonelose, pois os espécimes isolados com frequéncia nesta regido, ja
apresentam alta resisténcia tanto a este antibidtico como também a azitromicina, outro
medicamento preconizado para uso em infecgdes por este bacilo (VLIEGHE et al, 2012).

Dentre os vinte e dois isolados deste estudo, 4 (18,8%) foram resistentes ao
Cloranfenicol (Figuras 10 e 11). Este antimicrobiano vem apresentando baixa atividade faz
alguns anos e isto ja foi observado no Estado do Amazonas por Alecrim et al (2002), quando
isolou S. Typhi de amostra de fezes de uma crianca. Souza et al (2010) isolou 44 cepas de S.
Typhi em pacientes com febre tifoide no Estado do Para e também observou resisténcia de
2,28% das cepas ao Cloranfenicol.

O tratamento recomendado pela Organizagdo Mundial de Saude para salmonelose néo-

tifoide ou gastroenterites, € a simples hidratacio com agua e soro, pois segundo seus
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levantamentos, o uso de antibioticos prolonga a eliminacdo desses patdgenos além de lhes
conferir resisténcia. Para as infec¢cOes graves ou febres entéricas, recomenda-se antibioticos da
classe fluoroquinolonas, cefalosporinas e ampicilina, principalmente para criancgas, idosos e
pessoas imunocomprometidas, classe mais afetada nesses casos (WHO, 2008). Ja o Hospital
das Clinicas da Universidade Paulista recomenda que se utilizem os antibioticos
sulfametoxazol + trimetropima, ciprofloxacina e ceftriaxone por 7 dias para casos de diarreia
aguda causada por Salmonella (LEVIN et al, 2011) e de acordo com Brasil (2008); Crump &
Mintiz (2010), antibidticos da classe fluoroquinolonas sdo as drogas de primeira escolha para
o tratamento contra Salmonella sp. causadoras de infeccdes intestinais.

A pratica errbnea do uso de antibioticos sem o conhecimento médico passou a ser um
dos determinantes que contribuem para resisténcia, principalmente em area com maior
frequéncia desses patdgenos. Além da resisténcia bacteriana, as salmonelas ainda apresentam
imensa variedade de proteinas e fatores de viruléncia que lhes conferem também sua
permanéncia dentro do hospedeiro, causando desde as gastroenterites até as infecgdes
sistémicas.

Durante a infeccdo, estas bactérias produzem proteinas especificas capazes de invadir
as células epiteliais do intestino e permitir sua sobrevivéncia no interior das células
fagociticas (VALDEZ et al, 2009). De acordo com Trabulsi & Alterthum (2004), a maioria
dos sorovares deste género sdo patogénicos ao homem, porém a sintomatologia depende do
sistema imune de cada hospedeiro, ocorrendo variagdes no mecanismo de patogenicidade.

Neste trabalho foram pesquisados nove fatores de viruléncia (Tabela 5) e cada um
apresentou variacGes em seus perfis dentre as 22 cepas isoladas e identificadas (Tabela 4).

As viruléncias invA, slyA, aceK e agfA (grupo B, figura 13) formaram um grupo
comum a maioria das salmonelas isoladas, ou seja, todas as cepas apresentaram estes fatores

(grupo B, Figura 13). O gene invA auxilia na invasdo nas célula do epitélio e pode ser
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encontrado na maioria dos sorovares entéricos como foi descrito na pesquisa atual e nos
estudos de Carneiro (2009); Dias et al (2003) e Wen Zou et al (2010). Os achados de Jin Hur
et al (2011) observou esse fator de viruléncia em todas as 25 cepas de S. Typhimurium
isoladas de diarreia de suinos na Koréia e Dias et al (2003) também observou nas 102 cepas
de S. Enteritidis isoladas de aves, suinos, humanos e alimentos, no sul do Brasil.

De acordo com Dolan et al (2011) e Navarre et al (2005), as proteinas slyA e phoP séo
reguladores da viruléncia bacteriana por Salmonella enterica, permitindo que esta bactéria se
prolifere dentro do macréfago e suporte alto teor oxidativo. Na atual analise, estas viruléncias
apresentaram o mesmo perfil entre os isolados clinicos e podem ter auxiliado principalmente
no sintoma febre, pois, oito dos isolados que apresentaram positividade para estes genes
também apresentaram febre (Figura 14A), corroborando com os resultados encontrados por
Navarre et al (2005) e Yoon et al (2009).

O gene aceK, controlador do fluxo de isocitrato no ciclo do &cido tricarboxilico esteve
presente em todos os isolados clinicos (Figura 14) e na maioria dos isolados ambientais.
O’Regan et al (2008) buscou esta caracteristica virulenta em salmonelas isoladas de fezes de
frango e de alimentos, obtendo resultados diferentes entre os isolados de S. Enteritidis e S.
Typhimurium, estando ausente em quatro cepas de S. Enteritidis e positivo em todas as cepas
de S. Typhimurium, ambos isolados de frango. Neste estudo apresentou positividade virulenta
para estas duas cepas, independente da origem do isolado.

Guiney et al (1995) descreveu que os sorovares de Salmonella possuem plasmideos
que podem codificar genes que induzem uma infecgéo sistémica ou letal no hospedeiro, como
acontece quando a viruléncia plasmidial spvC esta presente nestes sorovares. No presente
levantamento, spvC estava presente em oito dos isolados clinicos (Figura 14) e dentre os
isolados ambientais, nos sorovares S. Typhimurium e S. Javiana isolados de animais e em

Salmonella sp. e S. Agona isolados da agua (Figura 9). Castilla (2003) identificou este fator
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de viruléncia em cepas de Salmonella isoladas de fezes de pessoas, assim como Dias et al
(2003) em 90% das cepas de S. Enteritidis isolados de amostras de fezes de pessoa, animais e
de alimentos, no Rio Grande do Sul.

Os fatores de viruléncia fimA e agfA sdo fimbrias que conferem a aderéncia da
Salmonella no interior das células invadidas e, neste estudo a viruléncia fimA foi a menos
presente dentre os 22 isolados e ndo se apresentou como fator relevante para causar nenhum
dos sintomas analisados durante a pesquisa com 0s casos clinicos (Figuras 13 e 14). Ja a
viruléncia agfA esteve presente na maioria do isolados e pode ter sido um dos fatores
responsaveis pelo sintoma febre nas criancas com diarreia, mas, ndo foi relacionado ao
sintoma desidratacdo (Figuras 13 A e C).

Estes dois genes ja foram identificados em S. Typhimurium isolados de fezes de aves
doentes e sadias, assim como 0s genes slyA, fliC e invA, presentes em 100% dos isolados
identificados nos estudos de Martins (2010). Sukhnanand et al (2005) também observou estas
viruléncias em S. Agona e S. Typhimurium, assim como no presente estudo.

Na presente andlise, dentre os nove isolados clinicos, dois ndo apresentaram a
viruléncia fliC, corroborando com os resultados de Bisi-Johnson et al (2011), que obteve
resultado positivo para este gene em 15 cepas de Salmonella sp. isoladas de infecgdes
humanas no Sul da Africa. Este fator de viruléncia possui uma proteina chamada flagelina que
promove a locomocdo, invasdo e aderéncia durante o processo de invasdo das células e a
maioria das salmonelas entéricas possuem estas caracteristicas e, é indicado como gene
especifico para caracterizar S. Typhimurium (BISI-JOHNSON et al, 2011; SOUMET et al,
1999; VAN ASTEN; VAN DIJK, 2005).

As cinco coldnias (3S, 15S, 16S, 17S e 21S) ndo identificadas no teste bioguimico
(Tabela 4) e posteriormente comprovadas como sendo Salmonella sp. através do

sequenciamento de DNA apresentaram positividade para todos os nove fatores de viruléncia
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testados. Diante destes resultados, observa-se que as 22 cepas isoladas, tém capacidade para
causar doenca, principalmente infeccBes invasivas, pois, todas as salmonelas isoladas
apresentaram a caracteristica invasiva (Figura 13).

A pesquisa foi realizada com os fatores de viruléncia mais frequentemente utilizados
na literatura. A tipagem molecular destes fatores nos isolados com diferentes origens (clinico
e selvagem) possibilita investigacao sobre possiveis associacdes entre os fatores de viruléncia
e a origem da bactéria. Em relacdo a origem bacteriana, os isolados selvagens foram distintos
dos clinicos pela analise de correspondéncia, sugerindo que possam existir caracteristicas que
definem um isolado patogénico. Do ponto vista dos fatores de viruléncia, a distin¢do entre
isolado clinico e selvagem ndo ficou clara, pois, alguns fatores de viruléncia tiveram
associacoes fortes com isolados das duas origens, em especial os grupo A,C e D da figura 13.
Tanto os isolados clinicos quanto os selvagens apresentam pontencial nocivo, visto que todos
apresentaram caracteristicas de viruléncia para se aderir, invadir e sobreveviver no interior da
célula (Figura 13 — B; Quadro 2).

Aléem dos fatores de viruléncia, observou-se também no presente estudo, o perfil
epidemioldgico dos isolados de Salmonella identificados para rastrear possiveis fontes de
infeccdo e determinar a variabilidade e similaridade genética. Esta analise foi feita pela
técnica de Eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE), conhecida como padrdo ouro e com
alto grau de confiabilidade para analise em Salmonella, Shigella e E. coli, de acordo com o
Centro de Controle e Prevencédo de Doengas (CDC) (Figura 15).

A anélise do PFGE foi obtidas pela visualizagdo de 9 a 17 bandas ou faixas visiveis no
gel, assim como também foi observado no trabalho de Gudmundsdottir et al (2003) que
conseguiu provar que o sorovar S. Typhimurium foi transmitido dos animais para as pessoas

em surtos ocorridos na Islandia, utilizando esta mesma ferramenta de analise molecular.



73
Caracterizagao fenotipica e genotipica de salmonelas isoladas de area rural e urbana de Manaus, Amazonas.

No presente estudo podemos inferir que o animal, de uma residéncia do ramal Samuel,
de onde se isolou Salmonella Typhimurium (isolado 15S) foi contaminado com a agua da
cacimba de uma residéncia do ramal Principal, de onde se isolou Salmonella sp. (isolado
20S), ja que sdo residéncias proximas e apresentaram perfil de 60% de similaridade genética.

Ap0s a identificacdo das cepas de Salmonella isoladas das amostras de agua, observou
que o Rio Canoas, rio que desagua no lgarapé Rio Pardo, estava contaminado com Salmonella
sp. (isolado 22S). No igarapé Rio Pardo foram identificados os sorovares S. Stanley (isolado
10S) em amostra de fezes de pessoa, S. Typhimurium em amostra de fezes de animal (isolado
17S) e nas anélises dos grupos formados pelo PFGE sugerimos gque a agua proveniente do Rio
Canoas pode ser a principal fonte de contaminacdo da pessoa (10S) e do animal (17S) (Figura
15).

O isolado 17S, proveniente de fezes de um animal de uma residéncia as margens do
Igarapé Rio Pardo foi 100% geneticamente idéntico ao isolado 22S, proveniente da dgua do
Rio Canoas. O isolado 13S, proveniente de fezes de pessoa residente do ramal Novo Paraiso
ficou no mesmo grupo de similaridade genetica aos isolados 17S e 22S, portanto ficou
evidente um ciclo de contaminagdo por Salmonella sp. na comunidade Rio Pardo, ja que 1
isolado proveniente de pessoa, 1 de animal e 1 da agua apresentaram alta similaridade
genética.

No atual estudo ndo foi possivel obter o perfil do PFGE para quatro cepas dentre as 22
identificadas. Dentre estas cepas, estdo duas das cinco col6nias ndo identificadas no teste
bioquimico, cepas 16S e 21S, isoladas de um animal e da agua, respectivamente (Tabela 4).
As cepas 3S, 15S e 17S que s6 foram identificadas através do sequenciamento, apresentaram
perfis de similaridade com outras cepas dentro de cada subgrupo formado.

Foi observado durante os procedimentos que a enzima Xbal utilizada para esta analise,

ndo digeriu estas 4 cepas como estava descrito no protocolo e pode-se inferir que estas cepas
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apresentam modificacbes em suas estruturas moleculares ainda ndo conhecida por esta
enzima. Resultados similares a este também foram descrito Gudmundsdottir et al (2003),
onde duas cepas de S. Typhimurium ndo foram digeridas com esta mesma enzima.

A enzima Xbal € bastante utilizada na digestdo de S. Agona, mas, formam perfis de
similaridade diferentes no PFGE. Alguns estudos descrevem que essas diferencas ocorrem
devido aos sitios de restricdo conservados em Seus Cromossomos que nao permitem ser
digeridos pelas enzimas utilizadas na analise por PFGE, o que também pode ter ocorrido na
atual analise com o isolado 21S (Tabela 4) (LINDQVIST, 2008; TRUJILLO et al, 2011).

No estudo de Mirmann e colaboradores (2008), analisando amostras provenientes de
dez surtos de toxiinfeccdo alimentar no Rio Grande do Sul, observou que todas as 14 cepas
submetidas a sorotipificacdo foram identificadas como Salmonella enterica sorovar Enteritidis
e apresentaram um Unico padrdo no PFGE, utilizando a enzima Xbal, diferente do atual
estudo onde ndo foi possivel fazer a digestdo do sorovar S. Enteritidis, isolado de fezes de um
animal na area rural.

N&o existe similaridade genética entre os isolados clinicos e selvagens, pois 0s
mesmos formaram perfis diversificados e nenhuma cepa clinica apresentou 100% de
identidade clonal com as cepas selvagens. As salmonelas isoladas das amostras clinicas se
aproximaram dentro dos mesmos grupos, formaram trés agrupamentos e somente o isolado 5
ficou disposto em um dos grupos dos isolados selvagens, como pode ser observado na figura
15, isolados sublinhados nas cores amarela, vermelha, azul e verde.

Ha evidéncias de cepas idénticas circulando na Zona Sul (isolados 1S e 2S) do mesmo
modo que ocorreu na Zona Leste (isolados 6S e 7S), estas cepas apresentaram 100% de
similaridade genética. Estudos futuros in vivo ou in vitro devem ser realizados para melhor

descricdo e relacdo dessas cepas com a célula hospedeira, visando a busca de informacGes
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sobre seus fatores de viruléncia e como desempenham suas funcées na célula, além de estudos

epidemioldgicos em areas de dificil acesso ao sistema publico de saude.
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7. Conclusao

Os resultados encontrados neste estudo possibilitaram as seguintes conclusoes:

- A anélise fenotipica baseada no teste bioquimico ndo foi suficiente para identificar
todas as colbnias selecionadas, pois cinco destas colonias s6 foram confirmadas como
Salmonella sp. apds a andlise de seu DNA. Sendo assim, € interessante pensar em testes
bioquimicos regionais, que se baseariam em cepas regionais e ndo somente nos padrdes de
Salmonella utilizados em nivel mundial;

- Dentre os 11 antimicrobianos utilizados, ciprofloxacina apresentou melhor atividade,
todas as cepas isoladas neste estudo apresentaram alta sensibilidade a este antibiotico;

- Os isolados da éarea rural foram sensiveis aos antimicrobianos ciprofloxacina e
piperacilina + tazobactam e resitentes a sulfametaxazol + trimetropima, nitrofurantoina e
gentamicina. Ja os isolados da area urbana, além de ciprofloxacina e piperacilina +
tazobactam, também foram sensiveis aos antibioticos aztreonam e norfloxacina, apresentando
resisténcia ao acido nalidixico, nitrofurantoina e gentamicina;

- Observou-se que as 22 cepas aqui isoladas, tém capacidade para causar doenca,
principalmente infeccdes invasivas, pois, nas analises dos fatores de viruléncia, todas estas
cepas apresentaram caracteristicas virulentas para se aderirem e invadirem a célula, além da
caracteristica para sobrevivéncia no interior do macréfago;

- Um isolado proveniente da area rural foi o Unico que apresentou associacdo com 7
dos 9 fatores de viruléncia estudados, portanto esse isolado pode ser indicado para estudos
futuros que visam a producao de vacinas;

- Em relacdo aos sintomas febre, vomito, desidratacdo e sangue visivel nas fezes
verificamos que apenas o sintoma febre apresentou correlacdo com os fatores de viruléncia de
invasdo, regulador do isocitrato e fator de sobrevivéncia da Salmonella no interior do

macrofago.
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- A similaridade genética entre os isolados clinicos formaram 4 subgrupos, sendo que
4 (isolados 1S e 2S; 6S e 7S ) apresentaram 100% de similaridade e 2 (isolados 8S e 9S) com
80%, evidenciando que ha cepas idénticas circulando na zona sul do mesmo modo que ocorre
na zona leste.

- Na analise da similaridade genética entre os isolados selvagens, foram formados trés
subgrupos. Atraves desta analise, ficou evidente um ciclo de contaminagdo na comunidade
Rio Pardo, pois 1 isolado proveniente de pessoa, 1 de animal e 1 da agua apresentaram alta
similaridade genética.

- J& a relacdo clonal das cepas isoladas dos casos clinicos com as cepas selvagens,
observou que sdo geneticamente diferentes, pois os perfis formaram grupamentos separados;

- Nao podemos levar em consideracdo somente a caracterizacdo fenotipica para
confirmacdo da cepa quando se isola de lugares ainda desconhecidos e sem registros
anteriores, pois na Regido Norte ainda ndo ha muitas informacGes sobre a identificacdo de
enterobactérias envolvidas em surtos de salmonelose ou de diarreia aguda.

- Chama-se atencdo para a importancia desses sorovares e para realizacdo continua
desse tipo de pesquisa, visando o diagnostico correto e diminuicdo da resisténcia aos
antibidticos, propondo informacdes Uteis aos clinicos na escolha da terapia apropriada para o
tratamento de infecgdes invasivas por Salmonella e para o planejamento de programas de

controle e prevencao da doenca.
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ANEXO 2

Questionario para estudo de doenca diarreica (caso clinico)

Definicéo de caso: Criangas com diarreia (maior ou igual a trés evacuagdes de fezes ndo
formadas ou aquosas/dia), por até sete dias.

A) Informacdes Demograficas

Cadigo n°

Nome

Idade (no comeco da diarréia) data de nascimento / /
Endereco:
Cadigo:

B) Informacdes clinicas
Data desta visita: /[ data do inicio da diarréia: [/ [/

duracdo da diarréia (dias). Quantos episodios de diarreia teve no Gltimo ano:

Foi vacinado contra rotavirus? Sim () Né&o ( )
Se sim: Quantas doses?

Presenca de sinais clincos

Sintomas sim( ) ndo ( ) desconhece ()
Febre sim( ) do () desconhece ()
Vomito sim( ) ndo ( ) desconhece ()
Desidratacao sim( ) ndo ( ) desconhece ()
Sangue nas fezes sim( ) ndo( ) desconhece ()

C) Informac6es Epidemioldgicas
1.0 paciente foi hospitalizado nos altimos 30 dias que antecederam esta doenca diarreica?
Sim( ) Néo ( ) Desconhece ()

2.Ha em casa outra pessoa ndo hospitalizada que teve diarreia nas duas semanas antes do
inicio deste caso de diarreia?
Sim( ) Nédo ( ) Desconhece ()

3. A crianca foi amamentada por quanto tempo?

4.Quando uma crianga evacua e voceé a limpa, vocé lava as suas maos?
Sempre ( ) habitualmente ( ) asvezes( ) nunca( ) desconhece ()

5. Antes de preparar os alimentos vocé lava as méos?
Sempre ( ) habitualmente ( ) asvezes( ) nunca( ) desconhece ( )

6. ApOs vocé usar o sanitario vocé lava as suas maos?
Sempre ( ) habitualmente ( ) asvezes( ) nunca( ) desconhece ()

7. A crianca esta tomando algum antibidtico para essa diarréia?
Sim( ) Né&o ( ) Desconhece ()
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Se sim:
Que data o tratamento iniciou? /|
Qual o nome do antibiotico:

8. Qual o tipo de agua consumida pela crianca? ) )
Agua de pogo ( ) Agua mineral () Agua fervida ( ) Agua encanada ( ) Agua de Rio ( )

9. Qual o tipo de banheiro que a crianga utiliza:
Fossa asséptica ( ) Fossa séptica ( ) Dentro de casa( ) Foradacasa ()

Informac0es laboratoriais

Data da obtencdo daamostra_ / /|

Tipo de amostra de fezes coletada: fezes ( ) swab ()

Foram isoladas amostras de algum patdgeno? Sim ( ) Né&o ( )
Se sim: especifique:
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Questiondrio para estudo de doenca diarréica (controle)
Definicdo de controle: Criancas sem diarréia (criancas que nao tenham apresentado diarréia
nos Ultimos trinta dias).

A) Informag6es Demograficas

Cadigo n°

Nome

Idade (no comeco da diarréia) data de nascimento / /
Endereco:
Cadigo:

B) Informacdes clinicas
Datadestavisita: /[

Doenca provavel:

C) Informac6es Epidemioldgicas
1.0 paciente foi hospitalizado nos altimos 30 dias que antecederam esta doenca?
Sim( ) Néo ( ) Desconhece ()

2. O paciente teve diarréia nos ultimos 30 dias?
Sim( ) Né&o ( )

3. A crianga foi amamentada por quanto tempo?

4. Quando uma crianga evacua e vocé a limpa, vocé lava as suas maos?
Sempre ( ) habitualmente ( ) asvezes( ) nunca( ) desconhece ()

5. Antes de preparar os alimentos vocé lava as maos?
Sempre ( ) habitualmente ( ) asvezes( ) nunca( ) desconhece ()

6. ApOs vocé usar o sanitario vocé lava as suas maos?
Sempre ( ) habitualmente ( ) asvezes( ) nunca( ) desconhece ()

7. A crianca esta tomando algum antibi6tico?
Sim( ) Néo ( ) Desconhece ()
Se sim:

Que data o tratamento iniciou? /|
Qual o nome do antibiotico:

8. Qual o tipo deagua consumido pela crianca? ) )
Agua de poco ( ) Agua Mineral () Agua fervida ( ) Agua encanada ( ) Aguade Rio ()

9. Qual o tipo de banheiro que a crianga utiliza:

Fossa asséptica ( ) Fossa séptica ( ) Dentro de casa( ) Foradacasa ()
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ANEXO 3

Questionario individual para estudo de doencas entéricas na comunidade
de Rio Pardo/AM.

DADOS DE IDENTIFICACAO

N°. da casa N°. do individuo Ramal:

Nome:

Data de nascimento: / / Idade:

Local de trabalho: Profisséo:

Escola que Frequenta: Série:

2) INFORMACOES CLINICAS

Data desta visita:___ / /

1. Se diarréia: data do inicio  / /

Presenca de sinais clincos

Febre sim( ) ndo( ) desconhece ()
Vomito sim( ) ndo ( ) desconhece ()
Desidratacao sim( ) ndo ( ) desconhece ()
Presenca de sangue sim ( ) ndo ( ) desconhece ()

nas fezes

2.Quantos episodios de desinteria teve no Gltimo ano:
3) INFORMAGCOES EPIDEMIOLOGICAS

1. Foi vacinado contra Rotavirus:

Sim( ) Néo ( ) Desconhece () N&o se aplica ( )
2.Esta tomando algum medicamento?

Sim( ) Néo ( ) Desconhece ()

Qual?
Quanto tempo?

3. Quando voce usa 0 banheiro vocé lava as suas maos?
Sempre ( ) habitualmente ( ) asvezes( ) nunca( ) desconhece ( )

4.Antes de preparar os alimentos vocé lava as maos?
Sempre ( ) habitualmente ( ) asvezes( ) nunca( ) desconhece( ) Né&o se
aplica ()

5. Agua que consome:
Fervida ( ) Clorada ( ) Coada ( ) Filtrada ( ) Decantada ( ) Nenhum Tratamento ( )
Outro ( )

6.
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a)Toma mamadeira? Sim( )N& ( ) Desconhece ( ) Nao se aplica( )
b)Quando n&do toma todo o contetldo da mamadeira, o que é feito com o restante do
contetdo?

Jogafora( ) guardaparamaistarde ( ) desconhece( ) outro( ),

0 que?

7. Tipo de Leite consumido

Sempre geralmente raramente nunca desconhece N&o se aplica
Leite de peito:
Leite de vaca:
Leite de cabra:
Leite em po:
Outro (qual ?)

8. Adiciona agua ao leite? ( ) Sim ( )N&o Desconhece ( ) Nao se aplica ()
Se afirmativo qual tipo de agua:

Quem fez Entrevista?
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Questionario da moradia e animais para estudo de doencas entéricas na

comunidade de Rio Pardo/AM.
N° da CASA: N° de cobmodos: RAMAL.:
1. Quantas pessoas dormem na casa?
2. Em quantos quartos dormem essas pessoas?
3. Qual é a renda total (aproximadamente) mensal? Valores em R$ (545,00)
Menor que um salario minimo ()
Acima de um salario minimo ( )
Acima de dois salarios minimos ()
Acima de trés salarios minimos ( )
Acima de quatro salarios minimos ()
Entre cinco e dez salarios minimos ( )
Desconhece ()
4. Localizagao:
Em relacdo ao chéo:
() todasuspensa ( ) parteésuspensa ( ) mesmo
Em relacdo a floresta:
() perto-<0,5km ( ) longe - >0,5km
Em relacdo ao igarapé:
() perto-<0,5km ( ) longe - >0,5km
Em relacdo a rocga:
() perto-<0,5km ( ) longe - >0,5km
. Tipo de Piso:
) Chéo de terra
) Madeira
) Ceramica
) Cimento
) Taco
) Outros:
. Estado do piso:
) Bom
) Regular
) Péssimo
. Qual a fonte de agua de beber?
) Poco Artesiano
) Cacimba
) Chuva
) lgarapé
) Engarrafada
) Outro:

e Y e Y N N N e N N e e ) R e L e e X N O |

8. Modo de Tratamento

() Nenhum

() Ferver

() Filtrar

() Coar

() Hipoclorito de Sédio

() Decantar

() Outro:

9. A agua é colocada em algum recipiente antes de consumi-la?
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) Balde

) Caixa d'agua
) Garrafa

) Camburéo

) Filtro
) Outro:
Se sim:

10. As pessoas colocam o copo diretamente no vasilhame para pegar a agua?
Sim( ) Néo ( ) Desconhece ()

11. Qual o destino da agua doméstica?

() Fossa

() lgarapé

() Quintal

( ) Mato
() Outro:
12.Que tipo de instalacdo sanitaria existe na casa?
() Néotem

() Dentro da casa

() Externo (uso individual)

() Externo (uso coletivo)

() Outro:
13. Qual o destino dos dejetos:
) Fossa séptica

) Fossa seca

) vala

) Direto para o Igarapé

) Mato
) Outro:
14. Qual a distancia e localizacao da fonte em relacéo ao esgoto da instalacédo sanitaria?
( )acima__ m

NN NN NN

e N N N N N

( )abaixo___ m

( ) plano m

15. Qual o destino do lixo doméstico?

() Coletado

() Queimado

() Enterrado

() Jogado no terreno

() lgarapé

() Outro:

16. H4 a presencga de moscas nos alimentos?

Sim( ) Néo ( ) Desconhece ()

17. H4 a presenga de ratos na casa?

Sim( ) Néo ( ) Desconhece ()

18. H& na casa algum animal de estimacao ou outro? 19. O animal entra em casa?
Quantidade Cadigo Sim N&o Desconhece

1.( )Céo / o

2.( )Gato / -

3.( )Galinha / -

4.( )Boi / o

5.( )Carneiro / -

6. ( )Macaco / o
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7.( )Porco
8. ( )Papagai
9. ( )Pato
10.( )Jabuti
11.( )Arara
12.( )Peru
13.( )Periquito /
Quem fez a entrevista?
Observagoes:

20. A casa encontra-se limpa?

Sim( ) Néo ( ) Desconhece ( ) Outros:

~ T~ I~
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ANEXO 4
Parecer de ética em pesquisa para a coleta nos hospitais

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
Comité de Etica em Pesquisa - CEP/UFAM

PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O Comité de Ftica em Pesquisa da Universidade Federal do Amazonas
aprovou, em reunido ordinaria realizada nesta data, por unanimidade de votos, o
Projeto de Pesquisa protocolado no CEP/UFAM com o nimero 266/2006, intitulado:
“Caracterizacio fenotipica e genotipica dos enteropatogenos isolados de criancas
de 0-10 anos de idade, com diarréia aguda e de repeti«;ﬁo na regido de Manaus-

Amaronas”. Tends comoe Pe
FAaIGA L S0GC COMC s

esponsavzl Patricia Puccinslli Orlandi

Nogueira.
Sala de Reunido da Escola de Enfermagem de Manaus — EEM da Universidade

Federal do Amazonas, em Manaus/Amazonas, 15 de marco de 2007.

UNIVERSIDAUE FEDERAL DO AMALUNAS
Comité de Etica em Pesquisa CEP/ UFAM

................. 4.7.2.//./..@.9;....

Prof2 Dr¢ Maria Rosa Lozano Borras
Coordenadora

Rua Teresina, 495 — Adriandpolis — Cep. 69.057-070 — Manaus/AM — Fone: (92) 6222724 1. 32
E-mail: cep@ufam.edu.br
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Parecer de ética em pesquisa para a coleta em Rio Pardo

] P 8
A1
Minsidoio da Saldes
Fundagio Cowalilo Croe
COMITE DE ETICA ENM PESQUISA.CERFIOCRUZ

{
|
| |
Rio de Janeiro, 05 de setembro de 2007,
Cara: 707

De: CEP/FIOCRUZ

Para: - Dr. Sérgio Luiz Bessa Luz e
- Dr. Roberto Sena Rocha

Prezados Senhores,

Estamos encaminhando o parecer do protocolo 384/07 intitulado
"ECOLOGIA E SAUDE NA AMAZONIA: MAPEAMENTO INTEGRADO E
PARTICIPATIVO DAS DINAMICAS SOCIO-AMBIENTAIS E DE INCIDENCIA
DE DOENCAS TRANSMISSIVEIS NA AMAZONIA CENTRAL” que esta com
APROVADO.

Alenciosamente

)
/
c'h Dens MHETT

CPqLMD / FIOCRUZ
oord Bodversidade em Saide

Recebinodiaclof !f.,.,"..‘.l..l'., " - horas

PeRINisnayebiner rensenne
Nore Lughet
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ANEXO 5
Reqistro das amostras

ID: 1651208
SOURCE: mitochondrion Salmonella
ORGANISM: Salmonella
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales;
Enterobacteriaceae.
REFERENCE: 1 (bases 1 to 1020)
AUTHORS: Machado,A.S.R., Nobre,C. and Orlandi,P.P.
TITLE: Phenotypic and molecular characterization of Salmonella from rural and urban areas

of Manaus, Amazonas.



