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Variabilidade genética de amostras de Salmonella Typhi e
Aceito para publicacdo em 02/11/08

isoladas de surto e de casos esporadicos ocorridos em Pl cn 21808
Belém, Brasil

Genetic variability of Salmonella Typhi samples isolated from outbreaks and sporadic cases of typhoid fever in
Belém, Brazil

Flavia Corréa Bastos'; Karla Valéria Batista LimaZ Lena Lilian Canto de S&°; Cintya de Oliveira Souza®;
Maria Luiza Lopes®; Francisco Lizio de Paula Ramos®

TS resumo

Salmonella Typhi Introdugdo: Salmonella Typhi é o agente da febre tiféide (doenca caracterizada por febre, cefaléia,
mialgia, artralgia, diarréia ou constipacdo), cujo quadro pode se complicar e levar o paciente a 6bito.
No Brasil, a febre tiféide é endémica nas regiGes Norte e Nordeste, com surtos ocorridos nos meses
de intenso calor. Objetivo: Analisar e comparar a variabilidade genética de S. Typhi isoladas de surto e
Surto casos esporadicos de febre tiféide ocorridos em determinado periodo na cidade de Belém (PA). Material
e métodos: Foram analisadas 20 amostras de S. Typhi: 10 isoladas de um surto ocorrido no bairro do
Guam4, Belém, entre os meses de dezembro/2005 e marco/2006, e 10 de casos esporadicos ocorridos
em diferentes localidades da mesma cidade e no mesmo periodo do surto. A caracterizagao genética foi
realizada pela analise do perfil de macrorrestricdo obtido pela enzima Xbal e definido por eletroforese em
gel de campo pulsado (PFGE). Resultados: A analise de Xbal-PFGE das amostras estudadas demonstrou
uma similaridade genética de 83% a 100%. Conclusao: Este estudo pode demonstrar a relacéo clonal
das amostras S. Typhi causadoras de surto e de casos esporadicos de febre tiféide ocorridos na cidade
de Belém no periodo de dezembro/2005 a mar¢o/2006.
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abstract ST

Background: Salmonella Typhi is the causative agent of typhoid fever, illness characterized by fever, | Salmonella Typhi
migraine, myalgia, arthralgia, diarrhea or constipation, which may have complications and cause death.
In Brazil, the typhoid fever is endemic in the Northern and Northeastern regions, with outbreaks occurring
in scorching months. Objective: To analyse and compare the genetic variability of S. Typhi strains isolated
from outbreaks and sporadic cases of typhoid fever occurred in the city of Belém (PA) between December | Qutbreak
2005 and March 2006. Material and methods: Twenty samples of S. Typhi were analyzed: 10 of them were
isolated from an outbreak occurred in Guamd neighborhood in Belém, between December 2005 and March
2006, and the other 10 were isolated from sporadic cases in different neighborhoods of the same city in the
same outbreak period. The genetic characterization was performed by macrorestriction analysis of genomic
DNA with Xbal enzyme defined by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE). Results: The Xbal-PFGE analysis
of the studied samples revealed a genetic similarity of 83% to 100%. Conclusion: This study demonstrated
the clonal relation between the S. Typhi samples from the outbreak and from the sporadic cases of typhoid
fever occurred in the city of Belém between December 2005 and March 2006.
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Introducao

Salmonella enterica sorovar Typhi é o agente etiol6gico
da febre tiféide. E responsavel por 22 milhdes de novos
casos por ano no mundo, 5% dos quais sdo fatais“ ”. Hoje
a maioria dos surtos dessa doenca ocorre em paises em
desenvolvimento(').

A transmissdo da enfermidade se da pela ingestdo de
agua ou de alimentos contaminados com fezes humanas
ou, menos freqlientemente, com urina contendo a bactéria;
mais raramente pode ser transmitida pelo contato direto
(méao/boca) com fezes, urina, secrecdo respiratoria, vomito
ou pus proveniente de individuo infectado. A doenca se
caracteriza clinicamente por febre, cefaléia, diarréia e/ou
constipacdo, dor abdominal, podendo causar ainda danos
respiratérios, hepaticos, esplénicos e neurolégicos. A emer-
géncia da resisténcia bacteriana aos antibi6ticos disponiveis
pode ainda ser um fator agravante dessa salmonelose, ja
que o tratamento de individuos com febre tiféide consiste
basicamente em antibidticos e reidratacdo.

O 4cido gastrico constitui a primeira barreira natural
contra Salmonella. Aquela que consegue transpor essa bar-
reira chega ao intestino delgado e, apés invadir a parede do
6rgéo, alcanca a circulacdo sanguinea. Dai a bactéria pode
atingir qualquer 6rgédo. Porém atinge preferencialmente
6rgédos do sistema fagocitico monocitario, como figado,
baco, medula dssea e vesicula biliar.

A forma mais efetiva de impedir a instalacdo e a dis-
seminacdo da doenca em uma localidade é implantando
saneamento basico e fornecendo égua potavel para toda
a populacéo, além de campanhas educativas salientando a
importancia da higiene domiciliar e pessoal. Cabe ainda res-
saltar que o diagndstico precoce e o tratamento adequado
ajudam a diminuir o aparecimento de novos casos.

A fagotipagem, até pouco tempo atras, era 0 método
mais comumente utilizado para a caracterizacdo de S. Typhi,
porém essa técnica apresenta limitagdes, em virtude de se
basear somente no fenétipo. Dai a tendéncia atual de se
primar por técnicas moleculares, por serem mais discrimi-
natérias e, portanto, mais apropriadas para aplicacdo em
estudos epidemiolégicos(?.

Diversos métodos na esfera molecular tém sido aplica-
dos na tipagem dessa espécie bacteriana: anélise de poli-
morfismos para sitios de restricdo, ribotipagem, analise de
sequiéncias nucleotidicas e eletroforese de campo pulsado
(PFGE). A Gltima tem sido utilizada com sucesso no estudo
do acido desoxirribonucleico (DNA) cromossomal de diver-

sos patdgenos em investigacdes epidemioldgicas. O perfil
eletroforético gerado por PFGE permite clara diferenciacéo
polimérfica das amostras com poucas dificuldades de inter-
pretacdo e ambigliidades quando comparado com outras
técnicas molecularest™. Por isso é considerado padrdo-ouro
para genotipagem entre as salmonelas.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a variabilidade
genética de amostras de S. Typhi isoladas de surto e de
casos esporadicos de febre tiféide, ocorridos na cidade de
Belém (Pard) e comparar os perfis eletroforéticos gerados
por PFGE entre elas.

Material e métodos

Amostras bacterianas

Vinte amostras de S. Typhi isoladas no periodo de de-
zembro de 2005 a margo de 2006 na Secao de Bacteriologia
do Instituto Evandro Chagas (IEC) foram analisadas. Dez de-
las foram isoladas de um surto ocorrido no bairro do Guama,
na periferia da cidade de Belém (Tabela 1); as demais foram
isoladas de casos nao relacionados com o surto, ocorridos
em diferentes localidades da mesma cidade, detectados
em pacientes que procuraram atendimento médico no
ambulatério da Secédo de Bacteriologia do IEC (Tabela 2).
Todas as amostras foram isoladas a partir de sangue e/ou
fezes, pelos métodos de hemocultura ou coprocultura,
respectivamente. As amostras foram identificadas por testes
bioquimicos-padréo e confirmados por teste de aglutinagdo
em lamina, utilizando-se anti-soros, sométicos, flagelar e de
envoltdrio especificos para Salmonella Typhi.

Eletroforese em gel de campo pulsado

Foi realizada para avaliar a relacao clonal entre as amos-
tras de S. Typhi estudadas, utilizando-se a técnica de acordo
com Gautom (1997)®, mas com algumas modificacdes. A
digestdo do DNA extraido em miniblocos de agarose foi
feita pela enzima de restricdo Xbal a 37°C por 16 a 18 horas.
A corrida eletroforética foi realizada em sistema de eletro-
forese do tipo CHEF-DR Il (Bio-Rad). A eletroforese ocorreu
por um periodo de 24 horas a 160 V, com pulso inicial de
5 s efinal de 50 s em tampao de corrida TBE (trisborato +
acido etilenodiaminotetracético [EDTA]) 0,5x.

Os perfis eletroforéticos gerados por PFGE foram anali-
sados utilizando-se o software BioNumerics (Applied Maths,
Belgium), e a similaridade entre esses perfis foi avaliada com
base no coeficiente de similaridade Dice (3% de tolerancia).
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L1 IR B Amostras analisadas de S. Typhi isoladas durante surto de febre tifoide

Registro Data de isolamento Exame |dade Sexo
2628 05/12/06 Coprocultura e hemocultura 19 M
082 9/1/06 Coprocultura e hemocultura 34 M
400 9/2/06 Coprocultura 37 F
401 9/2/06 Coprocultura 34 M
460 13/2/06 Coprocultura 25 F
695 3/3/06 Hemocultura 53 F
889 15/3/06 Coprocultura e hemocultura 31 M
717 27/3/06 Hemocultura - F
723 27/3/06 Hemocultura - F
1006 29/3/06 Coprocultura e hemocultura 41 F

BE-1-1-1 -2 8 Amostras analisadas de S. Typhi isoladas de casos esporadicos de febre tifdide

Registro Data de Isolamento Exame Idade Sexo
2721 15/12/05 Coprocultura 6 F
0019 3/1/06 Coprocultura 66 M
157 3/1/06 Coprocultura 26 M
226 23/1/06 Hemocultura 23 F
299 27/1/06 Coprocultura 12 M
350 1/2/06 Coprocultura 18 M
685 22/2/06 Coprocultura 21 M
798 2/3/06 Hemocultura 23 M
694 3/3/06 Coprocultura 48 M
1270 29/3/06 Hemocultura 35 M

As amostras foram consideradas geneticamente idénticas
quando houve completa concordancia (100%) entre os
perfis(©.

Resultados

Eletroforese em gel de campo pulsado

A andlise do polimorfismo de macrorrestricao obtido
pela enzima Xbal revelou baixa diversidade nos perfis

gerados por PFGE para todas as amostras de S. Typhi
analisadas, compartilhando similaridade em torno de
83% a 100% (Figura 1). Entre as amostras provenientes
do surto, observou-se a formacdo de dois grupamentos
distintos principais: S1 (695, 717, 723, 1006, 889) e S2
(082, 400) (Figura 2), apresentando 100% de similari-
dade entre as amostras de cada grupo. Dois grupamentos
distintos e principais também foram observados entre as
amostras dos casos esporadicos de febre tiféide: N1 (157,
266, 299) e N2 (685, 694, 798) (Figura 3). Essa andlise
pode ainda revelar similaridade de 100% entre os grupos
S1 e N1 (Figura 1).
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Figura 1 - Dendograma da relagdo clonal das amostras S. Typhi isoladas de surto
e casos esporddicos de febre tifdide determinada pela andlise de macrorrestricéo do
DNA genémico com Xbal
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Figura 2 - Dendograma da relagdo clonal das amostras S. Typhi isoladas de surto
de febre tiféide determinada pela andlise de macrorrestricdo do DNA gendmico
com Xbal
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Figura 3 - Dendograma da relacéio clonal das amostras S. Typhi isoladas de casos
esporddicos de febre tiféide determinada pela andlise de macrorrestricdo do DNA
gendmico com Xbal

Discussao

No estado do Pard alguns surtos foram registrados
nos Gltimos anos: Obidos (1997), Moji (1999) e Anajas
(2001), todos detectados e acompanhados por técnicos
do IEC, de Belém.

A ocorréncia de Salmonella Typhi estd associada a
precérias condicdes de saneamento bésico, higiene pes-
soal e ambiental, estando sua distribuicdo estreitamente
relacionada com o desenvolvimento socioecondémico de
cada éarea, refletindo as desigualdades sociais. Uma nitida
e peculiar distribuicdo sazonal é verificada no estado do
Pard, ja que mais de 70% dos casos da doenca sdo regis-
trados durante o periodo de intenso calor, entre os meses
de julho e dezembro®* 4.

Os perfis de macrorrestricdo obtidos pela andlise das
amostras S. Typhi evidenciam relacdo de similaridade ge-
nética significativa entre elas. O polimorfismo das amostras
relacionadas com o surto evidencia a presenca de cinco
gendtipos idénticos de S. enterica Typhi, dois deles com
maior distribuicdo (S1 e S2) (Figura 2).

A genotipagem de amostras aparentemente ndo-rela-
cionadas evidenciou a ocorréncia de dois surtos: um deles
ocorrido em janeiro de 2006 (157, 226, 299) e outro no
final de fevereiro de 2006 (685, 694 e 798). No primeiro
surto (perfil NT) (Figura 1) a amostra foi capaz de permane-
cer na populacdo local, reaparecendo em marco de 2006
com novo surto (S1) (Figura 1). Isso esté provavelmente
relacionado com o fato de o homem participar, como
portador, da cadeia de transmissdo dessa salmonelose,
sendo possivel identificd-lo mediante o isolamento de S.
Typhi com perfil idéntico ao das amostras endémicas. Os
clones endémicos podem ainda permanecer na comuni-
dade contaminando agua e alimentos.

Ao se avaliarem as amostras provenientes do surto
ocorrido no bairro do Guama (Figura 2), observaram-se
90% de similaridade compartilhada. A pequena diversidade
observada entre as amostras agrupadas e ndo-agrupadas
pode ser decorrente da presenca de um ancestral comum
que persiste na comunidade através de portadores. A
diversidade pode, entéo, ser justificada pelo acimulo de
alteraces genéticas ocorridas.

Uma grande diversidade genética de amostras S.
enterica Typhi, isoladas de casos esporadicos e surtos de
febre tiféide ou de ambientes, tem sido descrita quando tais
amostras sdo submetidas a tipagem por PFGE!310.17.18) ' A
eletroforese de campo pulsado pode ser desenvolvida apds
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tratamento do DNA gendmico com diferentes enzimas de
restricdao como Xbal, Spel e Avrll. No entanto, maior poder
discriminatério tem sido relatado apds utilizacdo de Xbal,
enzima selecionada para o desenvolvimento dos ensaios
apresentados neste artigo® > 12D,

A determinacao de gendtipos em surtos ou casos espo-
rédicos é importante do ponto de vista epidemioldgico, pois
permite investigar a fonte de infeccdo, estabelecer a relacdo
entre os casos clinicos e, com esse resultado, propor medidas
que evitem a dispersdo dos patdgenos, além de controlar
novos surtos.

Vale ressaltar que ao se analisarem os perfis gerados por
PFGE de todas as amostras (Figura 1), uma similaridade em
torno de 83% e de 100% (S1 e N1) foi verificada.

Varios estudos utilizaram a técnica de PFGE para avaliar
epidemiologicamente amostras de S. Typhi, tanto de surtos
como de casos esporadicos, confirmando a co-existéncia de
multiplos clones endémicos® 1%19),

Thong et al.1” analisaram isolados de S. Typhi provenientes

de surto e casos esporadicos ocorridos na Malasia entre os anos
de 1987 e 1991. Chandel e Chaudhry® encontraram um tnico

p. 271-276 * agosto 2008

clone entre amostras de S. Typhiisoladas na india durante cinco
anos. Outros autores, como Kariuki et al.®, também relataram
a presenca de um surto de febre tiféide no Quénia; ja Thong et
al.® observaram aumento da diversidade genética de isolados
de S. Typhina Nova Guiné de 1992 a 1999.

Deve-se ressaltar a importancia dos resultados obtidos
pela andlise dos perfis gerados por PFGE, através dos quais
foi possivel sugerir a presenca de um gendtipo associado as
amostras isoladas do surto e de casos esporadicos de febre
tiféide na cidade de Belém, revelando que diferentes pessoas
em diferentes localidades da cidade podem estar sendo con-
taminadas pelos mesmos gendtipos de S. Typhi.

Conclusao

Em conclusdo, os perfis gerados por PFGE pelas amostras
isoladas dos casos esporadicos de febre tiféide bem como
aquelas constituintes do surto demonstraram uma pequena
diversidade genética, sugerindo o estabelecimento de um
Unico genétipo de S. Typhi na cidade de Belém no periodo
de dezembro de 2005 a margo de 2006.
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