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RESUMO

A melioidose, uma enfermidade causada pelo bacilo Gram-negativo, Burkholderia
pseudomallei, é endémica no sudeste da Asia e na Austrélia e tem distribuico esporadica em
outras partes do mundo. A doenca € descrita nas Américas, sendo emergente no Brasil desde
que casos em humanos sdo bem documentados no Estado do Ceard. Esta pesquisa pretendeu
compreender melhor a ecologia da bactéria por meios da caracterizagdo de suas reservarias. O
estudo foi realizado em uma pesquisa ambiental de B. pseudomallei no solo dos Municipios
de Tejucuoca e Banabuiu e na realizacdo de inquérito soro-epidemiolégico para a populagéo
rural residente nesses locais. Para o estudo ambiental, foram coletadas amostras mensais de
solo da superficie até 40 cm de profundidade durante o periodo de janeiro a dezembro do ano
de 2007. Cinco sitios de coleta em cada municipio, delimitados na residéncia de pessoas que
tiveram melioidose. Para a realizacdo do estudo soroldgico, foram coletadas amostras de soro
de 321 residentes nessas areas e efetivado inquérito, que incluiu informac6es sobre dados
demograficos, historia de doencas prévias e atividades com exposicao relativas a solo e agua.
A determinacdo dos titulos soroldgicos de anticorpos foi realizada mediante teste
imunoenzimatico, utilizando microplacas adsorvidas com antigeno filtrado de B.
pseudomallei. A bactéria foi encontrada no solo dos Municipios de Tejuguoca e Banabuil em
4,3 % (26/600) das amostras investigadas. As duas regides apresentaram aspectos
geoclimaticos e componentes ambientais, como tipo de solo e vegetacdo, indice
pluviométrico, temperatura similares entre si. A deteccdo de B. pseudomallei ocorreu em
clima tropical semi-arido, com indice pluviométrico anual baixo e vegetacdo de caatinga
arbustiva, demonstrando influéncia de fatores locais que facilitam a sobrevivéncia e
multiplicacdo do microorganismo. O inquérito sorolégico evidenciou 51, 27% (161/327) para
oisotipo IgM e 58,49 % (186/317) para o isotipo 1gG. A frequéncia dos titulos de IgM foi
maior em criancgas do que em adultos, enquanto a freqiiéncia de IgG aumentou com a idade.
Houve associacdo significativa entre a ocupacao em atividades de agricultura e os titulos de
IgM (44.15%, p<0.005) e de IgG (44.15%, p<0.005) e entre trabalhadores de construcao civil
e os titulos de 1gG (84.6%, , p=0.005). A maioria das amostras com titulos elevados mostrou
reatividade com as banda na posicdo 33 a 45 kD que correspondem ao polissacarideo O da
cadeia do lipossacarideo da bactéria.

Palavras-Chave: Melioidose; Burkholderia pseudomallei; ambiente; inquérito soroldgico.



ABSTRACT

Melioidosis, a disease caused by the Gram-negative bacteria Burkholderia pseudomallei, is
endemic in southeast Asia and in Australia and shows a sporadic distribution in other parts of
the world. The disease has been described in the Americas, it is an emergent illness in Brazil,
as human cases are well documented in Ceara state. This research aims to better understand
the ecology of the bacteria. The study was carried out by means of an environmental search
for B. Pseudomallei in the ground of the cities Tejuguoca and Banabuil and by a
epidemiological surveillance on the local rural population. For the environmental study, soil
samples were collected monthly from the surface down to 40 cm depth from January to
December 2007. Five sampling sites in each municipality were chosen near to the homes of
people who had melioidosis. For the serological study, serum samples of 321 inhabitants of
those areas were collected, and an inquiry was taken that included data about demography,
previous illnesses and activities related to exposition to water and soil. Serological titers were
determined by means of an immunoenzymatic test, using microplates adsorbed with filtered
antigen of B. Pseudomallei. The bacteria was found in the soil of Tejucuoca and Banabuiu
municipalities in 4.3% (26/600) of the samples. Both regions show similar geoclimatic and
environmental aspects, such as soil and vegetation, rainfall index, and temperatures. Detection
of B. Pseudomallei occurred in tropical semi-arid climate, with low annual pluviometric index
and a shrubby “caatinga” vegetation, showing an influence of local factors enabling the
survival and multiplication of the microorganism. Epidemiological surveillance showed
51.27% (161/327) for the IgM isotype and 58.49% (186/317) for 1gG isotype. Frequency of
IgM titers was higher among children than adults, while 1gG frequency raised with age. There
was a significant association between agricultural occupations and IgM (44.15%, p<0.005)
and IgG titers (44.15%, p<0.005) and between construction workers and IgG titers (84.6%,
p=0.005). Most samples with high titers showed reactivity to the 33 and 45 kD bands, which
correspond to the polysaccharide O of the liposaccharide chain of the bacteria.

Keywords: Meliodosis, Burkholderia pseudomallei, environmental, epidemiological survey.
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1 INTRODUCAO

No ano de 2005, a revista Nature publicou um artigo cujo titulo foi “Medicina
tropical: Melioidose? Nunca ouvi falar nisso...” (ALDHOUS, 2005). Entre n6s tal exclamacao
é bastante comum, pois a melioidose é uma doenca emergente no Brasil, pouco conhecida. Os
primeiros casos em humanos foram diagnosticados no Estado do Ceara no ano de 2003
(ROLIM et al., 2005).

A melioidose é uma doenca bacteriana causada pelo bacilo Gram-negativo
Burkholderia pseudomallei. O microorganismo € encontrado no ambiente, em solo e &gua de
areas tropicais, particularmente no sudeste da Asia e norte da Australia (CHENG; CURRIE,
2005). A bactéria é classificada como pertencente ao grupo B pelo Centers for Disease
Control and Prevention (CDC) e considerada agente potencial de bioterrorismo (ROTZ et al.,
2002). Aldhous (2005) acentua que em virtude da atual preocupacdo com o bioterrorismo é
que uma doenga assassina que pode matar dentro de 48 horas e foi ignorada por décadas,
somente agora é levada a sério. Ainda segundo esse autor, em algumas partes da Asia, onde a
B. pseudomallei é endémica, “essa assassina em série comete muitos crimes sem nem mesmo
ser identificada como suspeita”. Tal ocorre porque a doenga ¢é considerada “mimetizadora”

por poder simular muitas outras infec¢des (POE et al., 1971).

A melioidose é havida como doenca enigmatica, mesmo em regifes
conhecidamente endémicas. De forma intrigante, a B. pseudomallei apresenta capacidade de
se adaptar e sobreviver em ambientes como solo, agua destilada e no corpo humano (STONE,
2007). Essa plasticidade genética da bactéria permitindo adaptacGes a diferentes ambientes e
causando infeccdo multifacetada em humanos (STEPHENSON, 2004) torna a melioidose uma

doenca muito peculiar.

Do ponto de vista de saude publica, a melioidose apresenta impacto importante. A
doenca é considerada o “inimigo publico nimero um no Nordeste da Tailandia”, quando em
unico hospital ha cerca de 200 admissdes ao ano e até 50% dos pacientes internados morrem
(ALDHOUS, 2005). Como a B. pseudomallei apresenta resisténcia aos antibidticos
comumente utilizados em infeccdes comunitarias (INGLIS; ROLIM; RODRIGUES, 2006),
seu tratamento exige antimicrobianos de custo elevado, 0 que onera os sistemas de saude,

particularmente em areas endémicas menos desenvolvidas.

No Estado do Ceard, os casos clinicos registrados apresentaram-se com as formas
graves da doenca e a letalidade foi elevada. Sete casos foram documentados até 0 momento e

somente uma pessoa sobreviveu. A enfermidade foi considerada como potencial problema de
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salde publica para o Estado do Ceara e os profissionais e servigos de saude em todos os
niveis de complexidade devem estar preparados (ROLIM, 2004). Por esse motivo, seu
conhecimento é fundamental, sendo necessario o desenvolvimento de pesquisa sobre essa

doenca, que é a finalidade do presente estudo.

1.1 Historico

B. pseudomallei foi descrita pela primeira vez em Rangum, Myanmar (antiga
Birmania), no ano de 1911. Em interessante relato, o patologista britanico Alfred Whitmore e
seu assistente, C.S. Khishnaswami, descreveram a identificagio de um novo bacilo
semelhante ao bacilo do mormo, conhecido na época como Bacillus mallei e que causava
doenca em animais. Durante necropsia de indigentes usuarios de drogas, observaram que 0
bacilo presente era movel, o que o diferenciava do bacilo imovel do mormo. Esse fato
permitiu a identificagdo de um novo microorganismo ao qual chamaram de Bacillus
pseudomallei (WHITMORE, 1913).

No ano de 1932, na Malésia, foi escrita a primeira monografia sobre a doenca por
Stanton e Fletcher. Eles documentaram casos em humanos e animais suficientes para produzir
0 manuscrito sobre a enfermidade e a denominaram de melioidose que deriva dos termos
gregos melis (“doenga de asno”) e eido (“semelhante” ao mormo) (STANTON; FLETCHER,
1932).

A B. pseudomallei tornou-se conhecida nas Américas, quando soldados dos
Estados Unidos apresentavam a doenca ap0s retornarem da guerra do Vietnd. Em muitas
ocasides a enfermidade se manifestava muitos anos ap6s a exposicao, o que a levou a ser
conhecida como Doenca Bomba-Reldgio (BRUNDAGE; THUSS; WALDEN, 1968; HOWE;
SAMPATH, 1971; SANFORD, 1977).

Previamente a bactéria teve varios nomes: Bacilo pseudomallei; Bacilo de
whitmorii (ou Bacilo de Whitmore); Malleomyces pseudomallei e Pseudomonas pseudomallei.
Este ultimo permaneceu da metade final do século XX até o ano de 1992, quando a bactéria
foi reclassificada, junto com outras espécies, no novo género Burkholderia, em homenagem
ao microbiologista britanico Walter Burkholder, quem primeiro descreveu a Burkholderia
cepacea (YABUUCHI et al., 1992; CURRIE, 2003).
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1.2 O Agente Etiologico

A B. pseudomallei pertence a familia Pseudomonadaceae e ao grupo 1l de RNA
do género Burkholderia (YABUUCHI et al., 1992). Tradicionalmente, muitas espécies de
Burkholderia sdo associadas a plantas ou estdo presentes em solo e raramente causam doenca
em humanos. Trés espécies do género conhecidamente causam doenca em humanos:
Burkholderia cepacea, Burkholderia. mallei e Burkholderia pseudomallei (INGLIS; MEE,
CHANG, 2001; COENYE; VANDAMME, 2003). A B. pseudomallei é estreitamente
relacionada a outros patégenos do mesmo género, como a Burkholderia mallei e Burkholderia
thailandensis. Essa ultima espécie tem a capacidade de assimilar L-arabinose e apresenta
baixa viruléncia. O género Burkholderia possui cerca de 30 espécies e cada vez mais, novas

bactérias ambientais estdo sendo descobertas e sdo a ele acrescentadas (CURRIE, 2003).

A B. pseudomallei é um bacilo Gram-negativo ndo-fermentador de glicose,
movel, aerébico, ndo formador de esporos e que mede 5um de comprimento e 0,5 a 1,0 um de
largura. A bactéria € um dos mais metabolicamente versateis membros do género
Burkholderia, pois utiliza diversos componentes organicos como fontes de carbono e energia
para seu crescimento (ELLIS; TITBALL, 1999). O armazenamento de carbono € atingido sob
condicdes de excesso de substrato pela formacdo de inclusdes citoplasmaticas compostas de
polihidroxibutirato, que confere a aparéncia da forma bipolar, conhecida como alfinete de
fralda, a bacterioscopia (INGLIS; MEE, CHANG, 2001). A B. pseudomallei apresenta
crescimento em meios de cultura convencionais e pode produzir coldnias dentro de 24 horas
(média 48-72 horas) a uma temperatura de 37°C. As colbnias caracteristicamente adquirem
aparéncia rugosa em meios solidos com o passar dos dias. Algumas cepas podem ser
mucoéides (PITT, 1995; HOWARD; INGLIS, 2003). Provas bioquimicas incluem reacédo
oxidase positivo, nitrito positivo, arginina desidrolase positiva, OF glicose e lactose positiva,
gelatina positiva e lisina descarboxilase negativa (RAO; DHAWAN; SHIVANANDA, 2002).

Recentemente seqtienciado no Wellcome Trust Sanger Centre, 0 genoma da B.
pseudomallei é relativamente grande e compreende dois cromossomas (4.07 Mb e 3.17 Mb)
com conteido de G +C de 68% (HOLDEN; TITBALL; PEACOCK, 2004).

1.3 Aspectos Epidemiologicos

1.3.1 Epidemiologia Descritiva da Melioidose

A B. pseudomallei é um habitante natural do solo e agua em regides tropicais e

subtropicais e foi reconhecido ambientamente, pela primeira vez, em Hanoi e Saigon
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(VAUCEL, 1937; CHAMBON, 1955). Em regibes endémicas do sudeste da Asia foi
recuperada em areas de campos de arroz (STRAUSS et al., 1969a; GALIMAND; DODIN,
1982, SUPUTTAMONGKOL et al., 1994; WUTHIEKANUN et al., 1995). As pessoas e 0S
animais contraem a infeccdo por exposicéo a bactéria presente em solo e superficie da agua de
locais endémicos (DANCE, 2000a).

A melioidose é descrita em varios animais: ovelhas, cabras, bovinos, porcos,
cavalos, cdes, gatos, golfinhos, macacos, passaros, camelos, bufalos, cangurus, coalas
(SPRAGUE; NEUBAUER, 2004). Os animais domesticos, cdes e gatos, parecem ser mais
resistentes a infeccdo pela bactéria (CHOY et al., 2000).

Os casos em animais ja foram relatados na Austrélia, Tailandia, Cingapura, China,
india subcontinental, Taiwan, Franca, Ird, Arabia Saudita, Emirados Arabes, Chad e Africa do
Sul (SPRAGUE; NEUBAUER, 2004). O transporte de animais pode representar risco de
transmissdo para areas ndo endémicas, principalmente a apresentacdo clinica da doenca
variavel em diferentes animais, que dificulta o diagndstico (SPRAGUE; NEUBAUER, 2004).
Alguns surtos foram bem documentados em animais importados. Na Franga, um
acontecimento peculiar ilustrou bem esse risco potencial a disseminacdo. Em 1975, um panda
doado por Mao-Tse-Tung ao Presidente francés Pompidou foi o caso-indice para a epidemia
em animais, que acometeu varios zooldgicos franceses com mortes de animais (MOLLARET,
1998). Dance (1992) relatou outro surto na Inglaterra, em primatas importados das Filipinas e

da Indonésia.

A melioidose apresenta importantes aspectos ambientais. Diversos fatores
climaticos como temperatura, chuvas, luz solar e composicdo fisica, biolégica e quimica do
solo influenciam a distribuicdo, proliferacdo e sobrevivéncia da B. pseudomallei, embora o
conhecimento nessa area seja restrito (TONG et al., 1996; INGLIS; MEE, CHANG, 2001,
DANCE, 2000a). A bactéria é capaz de sobreviver de forma viavel na auséncia de nutrientes e
persistir em agua destilada por muitos anos (WUTHIEKANUN; SMITH; DANCE, 1995). A
relagdo da doenca com chuvas é bem evidenciada. Na Tailandia e na Austrélia, a melioidose
ocorre no periodo chuvoso em 75% e 85% dos casos (CURRIE; JACUPS, 2003).

1.3.2 Distribuicédo da Melioidose no Mundo

A melioidose € uma doenca que ocorre predominantemente em regides tropicais
do globo (DANCE, 1991). Howe (1971) primeiramente relatou sua ocorréncia a 20° N e 20°
S da linha do equador, embora esse limite ja tenha sido ultrapassado (COTTEW, 1950;
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KETTERER; DONALD; ROGERS, 1975). Todos o0s continentes ja registraram casos ou a
presenca da B. pseudomallei no ambiente, como ilustra a figura 1. A Tailandia e o norte da
Australia sdo areas consideradas endémicas (CHENG; CURRIE, 2005). Dance (1991, 2000b)
realizou duas grandes revisdes sobre a distribuicdo da melioidose. A primeira no ano de 1990,
cujo titulo foi “melioidose: a ponta do iceberg”, j& chamava a atencdo para o desconhecimento
da real distribuicdo em todo o mundo. Dez anos depois, outra extensa revisdo reafirmou a
moléstia como um problema de salde publica emergente em todo o mundo. O autor ja
alertava para o fato de que nos altimos anos, a melioidose vinha sendo reconhecida em paises
do sudeste da Asia ndo considerados endémicos e em novas areas como ilhas do Pacifico e

Ameérica do Sul.

Endemicity
] Not recorded
Il Endemic
[ Possibly endemic
[ Sporadic
[ Environmental isolates
[ Unconfirmed reports

0 2,000
e Kilometers

A.Cheng, MSHR, 2004

Figura 1. Distribuicdo da melioidose no mundo. Fonte: Cheng, 2005.

1.3.3 Melioidose na Australia e Regido do Pacifico

A melioidose foi primeiramente reconhecida em ovelhas na Australia no ano de
1949, em Winton, regido norte de Queensland (COTTEW, 1950). No ano seguinte, foi
descrito o primeiro caso humano em Townswille (RIMINGTON, 1962). O primeiro caso no
territorio norte do Pais ocorreu em 1960, embora seja essa a regido que apresenta a maior

incidéncia da doenca. Na regido do Top End, nesse mesmo territorio norte, a taxa de
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incidéncia anual foi de 16,5 por 100.000 habitantes entre o periodo de 1989 a 1999 (CURRIE
et al., 2000) mas apresentou pico de 41,5 por 100.000 habitantes em 1998, relacionado a
eventos climaticos (CURRIE et al., 2004). Além das regibes do territorio norte, Top End e
Darwin, outros locais do Pais onde a doenca ocorre sdo a regido norte do Estado de
Queensland, principalmente Torres Strait e Townswille, e a regido de Kimberley, localizada
na regido norte do Estado do Oeste da Australia (CURRIE, 2003). Na regido de Torres Strait,
a taxa foi de 40 casos por 100.000 habitantes no periodo entre 2000 a 2002 (FAA; HOLT,
2002). Ja na regido do oeste da Australia, casos esporadicos sdo descritos, principalmente na
regido de Kimberley, sendo o primeiro surto no oeste da Australia nessa regido descrito
somente em 1997 (INGLIS et al., 1998). O Pais, por apresentar dimensdo continental, exibe
casos provenientes de &reas remotas transferidos para hospitais de referéncia em Darwin,
territério norte; Kimberley, regido oeste e Torres Strait, regido norte de Queensland (CHENG;
CURRIE, 2005).

Embora a area considerada endémica se encontre na area restrita de latitude a
20°N e 20°S (HOWE; SAMPATH, 1971), alguns surtos ultrapassam esse limite, como o
primeiro caso em Winton (22°S) (RIMINGTON, 1962) e um surto em suinos na regido do rio
Burnett (25,5°S), por contaminacdo de suprimento de agua (KETTERER; DONALD;
ROGERS, 1975). Outros casos autdctones ocorreram além desse limite de latitude: regido
sudoeste do Oeste da Austrélia, vale do rio Brisbane, em Queensland (27°S) Alice Springs e
Mackay (CHENG; CURRIE, 2005).

llhas do Pacifico

Outros paises do Pacifico, onde casos esporadicos de melioidose foram relatados,
foram Nova Zelandia (CASTLE; WONG; HOLLAND, 1999), Guam (DANCE, 1991), Fiji
(DANCE, 2000b), a regido de Port Moresby, na Papua Nova Guiné (CURRIE, 1993, 2000a),
Mauritius (ISSACK; BUNDHUN; GOKHOOL, 2005), Timor Leste (ARMSTRONG et al.,
2005) e Nova Celedonia (LE HELLO et. al., 2005).

1.3.4 Melioiose na Asia
Tailandia
A Tailéndia é o pais que apresenta 0 maior nimero de casos de melioidose no

mundo, tendo sido relatado o primeiro caso no Pais no ano de 1955 (LEELARASAMME,

2000). Numa revisdo no sudeste da Asia, Leelarasamme (2000) relatou estimativa de cerca de
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2000 a 3000 casos da doenca por ano numa populacdo de 60.000.000 habitantes. A taxa de
incidéncia é 4,4 casos por 100.000 habitantes (SUPUTTAMONGKOL, 1994). Os estudos
sorologicos também mostraram elevadas taxas de soroprevaléncia na populagdo, com 80%
das criancas apresentando sorologia positiva apos quatro anos de idade (KANAPHUN et al.,
1993). Na regido de Ubon Ratchathani, nordeste da Tailandia, a melioidose é a principal causa
de pneumonia comunitéria e septicemia (CHAOWAGUL et al., 1989). A B. pseudomallei foi
isolada de solo e &gua em vérias partes do Pais, no entanto observou-se que ndo havia
distribuicdo da bactéria uniformemente em suas regibes (LEELARASAMME, 2000). Outra
cepa isolada na Tailandia é a Burkholderia thailandensis, considerada de menor viruléncia e
possivelmente relacionada com a diferenca na distribuicdo da doenga no Pais
(TRAKULSOMBOON et al., 1999). A regido nordeste da Tailandia apresenta maior
incidéncia de melioidose. Além de Ubon Ratchathani, outros centros da regido nordeste da
Tailandia relataram casos da moléstia como Khon Kaen, Nakhon Ratchasima, Buri Bam e
Udon Thani (LEELARASAMEE et al., 1997).

Malasia

Os primeiros casos de melioidose animal na Malasia foram observados no ano de
1913 por Stanton e Fletcher (1932). Strauss (1969a,1969b) realizou importantes estudos por
meio da pesquisa de B. pseudomallei em solo e 4gua e de anticorpos contra a bactéria na
populacdo. O inquérito soroldgico realizado no Pais, no periodo de 1964 a 1966, evidenciou
7,3 % de soropositividade na populacdo estudada (STRAUSS et al., 1969a, 1969b).
Puthucheary (1992), durante o periodo de 1976 a 1991, revisou 85 casos de melioidose em
centro de referéncia em Kuala Lumpur, com 50 desses casos secundarios a sepse.
Recentemente, outros 83 casos foram revisados em hospital universitario entre 1995 e 2005
(RAJA, 2008).

Cingapura

A melioidose foi relatada pela primeira vez em Cingapura em 1920, mas a doenga
ndo foi reconhecida como problema de salde publica importante até 1989, quando trés
tiveram sepse fatal, levando a ser de notificacdo obrigatoria (HENG et al., 1998). Entre 1987
e 1994, 23 casos foram relatados em militares do Pais (LIM et al., 1997). Heng (1998)

relatou que, durante o periodo de 1989 a 1996, houve documentacdo de 372 casos, com 147
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obitos e incidéncia media anual de 1,7 casos por 100.000 habitantes (HENG et al., 1998).
Desde o0 ano de 1998, quando 104 casos foram relatados, os numeros notificados s&o
elevados. Na primeira metade do ano de 2004, 57 casos foram relatados com letalidade
incomum de 40%, provavelmente relacionada a chuvas anormais intensas e enchentes
(CHENG; CURRIE, 2005).

Vietna

O primeiro caso de melioidose no sul do Vietnd foi relatado em 1925 (DANCE,
1991). A primeira descricdo da B. pseudomallei em solo e agua foi realizada por Vaucel, em
Hanoi (VAUCEL, 1937), e por Chambon, em Saigon (CHAMBON, 1955). Em 1973, 343
casos de melioidose foram descritos em tropas estadunidenses que tiveram exposi¢do
ambiental no Vietnd (SANFORD, 1985).

Taiwan

Em Taiwan, o primeiro caso ocorreu em 1985, quando foi diagnosticado um caso
de penumonia em adulto sadio apds afogamento nas Filipinas (LEE et al.,, 1985).
Posteriormente, 17 casos foram descritos no o periodo de 1982 e 2000 (HSUEH et al., 2001).
A partir do ano 2000, a doenga passou a ser de notificacdo obrigatdria em Taiwan Um surto
com diagnéstico de 40 casos ocorreu em 2005, ap6s chuvas e ventos intensos (SHIH et. al.,
2008).

Outras partes da Asia

O Laos, embora seja adjacente a Tailandia, jamais havia diagnosticado caso de
melioidose até 1999, quando sete eventos foram descritos. Posteriormente, a B. pseudomallei
tambeém foi isolada em solo em 1998 e dois casos foram relatados em Vientiane em 2001
(PHETSOUVANH et al., 2001; WUTHIEKANUN et al., 2005).

Na China continental, a B. pseudomallei foi isolada em 4,2% de amostras de solo
e agua em Hainan Island e provincias costais do norte, além de casos em humanos e
soroprevaléncia de 34 % em agricultores da regido (CHENG; CURRIE, 2005). Em Hong
Kong, um surto foi descrito em animais marinhos de um parque oceanico (HICKS et a.l,
2000), além de pequeno niamero de casos em humanos (DANCE, 2000b; CHENG; CURRIE,
2005).
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Na india, alguns casos clinicos de melioidose foram relatados em humanos
(DANCE, 2000b), além de inquérito soroldgico numa area de cultivo de arroz proximo a
Vellore, que mostrou taxa de 7% (KANG et al ., 1996).

Outros locais da Asia, onde houve relato de casos esporadicos, foram: casos
diagnosticados na Inglaterra com origem em Blangadesh e Paquistdo (DANCE, 1999);
Indonésia e Filipinas (DANCE, 1991; ); Sri Lanka (VAN PEENEN et al., 1976); Nepal
(NABIN et. al., 2005); Coréia (LEE et. al., 2005) e Camboja (WUTHIEKANUN et al.,
2008).

1.3.5 Melioidose na Europa, Africa e Oriente Médio

Na Europa, os casos de melioidose descritos foram relacionados a viagens para
outros paises da Asia, Oceania ou América do Sul. Na Finlandia, ha relato de caso
provavelmente adquirido na Tailandia (CARLSON; SEPPNEN, 2000). Apds a tsunami em
2004, foi documentado caso na Suiga em turista que havia viajado para a Tailandia
(SVENSSON et al., 2006). Na Bélgica, ha relato de casos adquiridos no Sri Lanka e em
Banglasdesh (EZZEDINE et al, 2007; PEETERMANS et al, 1999). H& ocorréncias relatadas
em humanos na Alemanha e em animais na Espanha, que nao foram confirmados (DANCE,
1991). Ha ainda relato de isolamento ambiental de B. pseudomallei na Itdlia (CHENG;
CURRIE, 2005).

No Continente Africano, ha relatos esporadicos de melioidose humana em Serra
Leoa, Gambia e Kénia, e em animais em Madagascar, Nigéria, Chade e Burkina Faso. O
encontro de. B. pseudomallei foi ainda relatado no solo da Costa do Marfim e llhas Reunido
(FOURNIER, 1965; GALIMAND; DODIN, 1982; DANCE, 1991; DANCE, 2000b). Casos
esporadicos também foram relatados no Oriente Médio. No Ird, foram relatados casos em
humanos e animais. Ha ainda eventos ndo confirmados em animais no Egito e nos Emirados
Arabes, e, casos humanos na Turquia e Aréabia Saudita (DANCE, 1991; DANCE, 2000b).

1.3.6 Melioidose nas Américas

Na América do Norte, os casos de melioidose geralmente sdo relacionados a
viagens de pessoas que visitam areas endémicas a lazer, trabalho ou atividade militar. A
maioria dos casos de melioidose dos Estados Unidos (EUA) é relatada em veteranos da guerra
ou em turistas. (INGLIS; ROLIM; SOUSA, 2006; CDC, 2006). A enfermidade foi
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documentada em soldados ianques apOs retornarem do Vietnd (SANFORD, 1977,
MACKOWIAK; SMITH, 1978). Ha relato de intervalo para o inicio da doenca aguda tdo
longo quanto 29 anos (CHODIMELLA et al., 1997). Outro longo intervalo de 62 anos foi
relatado em veterano da Guerra do Pacifico que teve exposicdo entre 1941 a 1945 (NGUAY;
LEMESHEV, Y; SADKOWSKI, 2005). Outros eventos suspeitos autoctones também ja
foram noticiados nos EUA, mas ainda ndo confirmados (INGLIS; ROLIM; RODRIGUES,
2006). O primeiro caso relatado nos EUA foi em 1945 (MACDOWELL; VARNEY, 1947),
mas a infeccdo provavelmente ocorreu no Canal do Panama (BIEGELEISEN; MOSQUERA,;
CHERRY, 1964). Outros trés casos controversos foram narrados (BEAMER et. al., 1948,
1954; GARRI et al., 1951), porém ndo confirmados e permanecem controversos
(BIEGELEISEN; MOSQUERA; CHERRY, 1964; DANCE, 1991; DORMAN et al., 1998).
Em 1960, artrite séptica por B. pseudomallei foi diagnosticada nos Estados Unidos (EUA)
(JOY; SCALETTAR, R; SODEE, 1960), mas a provavel aquisicdo ocorreu no Panama
(DORMAN et. al., 1998). Um caso de melioidose diagnosticado também nos EUA ocorreu
em Oklahoma (MCCORMICK et al., 1977), mas investigacdo posterior levou a resultados
controversos (YABUUCHI et al., 1992; GODOY et al., 2003). Acredita-se que uma
ocorréncia de infeccdo facial grave apos acidente de veiculo pode ter sido contraida nos EUA
(NUSSBAUM; HULL,; CARTER, 1980). Ainda na América do Norte, ha relato de um caso

de melioidose cuja infecgdo ocorreu possivelmente no México (BARNES et al., 1986).

Na América Central, foi documentado surto animal em Aruba (SUTMOLLER,;
KRANEVELD; VAN DER SCHAAF, 1957). Além dos casos ja citados de provavel
aquisicdo no Panama, esporadicamente, a doenca ja foi relatada em humanos nos seguintes
paises: Porto Rico (CHRISTENSON-BRAVO et al., 1986, 2003; DORMAN et al., 1998);
Martinica (OLIVE et al., 1995); Guadalupe (PEREZ et al., 1997); El Salvador (DANCE,
1991); Costa Rica (JULIO; VILLAREAL 2000) e Honduras (DANCE, 2004). Ha ainda
relato de isolamento de B. pseudomallei em solo no Haiti (GALIMAND; DODIN, 1982).

Na América do Sul, o primeiro acontecimento bem documentado ocorreu no
Equador (BIEGELEISEN; MOSQUERA; CHERRY, 1964) No Chile, houve relato de
isolamento de B. pseudomallei, embora tenha sido contestado em razdo de sensibilidade
antimicrobiana com padrdo atipico (DANCE, 1991). Em 1977, pesquisadores franceses
isolaram a B. pseudomallei no solo do Peru e do Brasil (GALIMAND; DODIN, 1982). Em
2003, melioidose humana no Brasil foi documentada (ROLIM et al., 2005). A Coldmbia e a
Venezuela também ja descreveram a doenca (MAGALHAES et al., 2003; REDONDO et al.,
2004; DANCE, 2004; CHENG; CURRIE, 2005).
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1.3.7 Melioidose no Brasil e no Estado do Ceara

No Brasil, a melioidose ¢ uma doenca emergente, pois somente em 2003 foi
diagnosticada em humanos (ROLIM et al., 2005). Anteriormente, no Brasil, alguns estudos
ambientais ja tinham sido realizados para investigacdo da B. pseudomallei em solo e dgua. O
primeiro ocorreu em 455 amostras de agua de arrozais das regides de Pindamonhangaba e
Campinas, em Sdo Paulo, mas os autores ndo detectaram a presenca da B. pseudomallei
(PESTANA DE CASTRO et al., 1973). No ano de 1977, pesquisadores franceses relataram o
isolamento da bactéria em solo do Peru e em duas cidades da Bahia, S&o Félix e Santo
Antonio (GALIMAND; DODIN, 1982). No ano de 1991, ha relato de isolamento de B.
pseudomallei em ambiente de unidade de terapia intensiva em Belo Horizonte (SILVA et al.,
1991).

As primeiras ocorréncias confirmadas da doenca foram no Estado do Ceard, em
marco de 2003, no Municipio de Tejuguoca, quando um surto ocorreu com quatro criancas
irmas. Esse surto apresentou alta letalidade e trés criangas faleceram em conseqiiéncia de
sepse e pneumonia grave num intervalo de apenas sete dias. A investigacdo epidemioldgica
identificou o fato de que a provavel infeccdo ocorreu por exposi¢do a dgua durante banho
numa barragem (ROLIM et al., 2005).

No ano de 2004, foi evidenciada outra ocorréncia com evolucdo para ébito no
Municipio de Banabuit. Uma mulher de 39 anos apresentou evolugdo para pneumonia e sepse
secundarios a abscesso vulvar extenso. Posteriormente, um estudo soroepidemioldgico
preliminar em Tejucuoca e Banabuil mostrou que pessoas tiveram exposicdo a B.
pseudomallei sem infeccdo sintomatica. Houve ainda isolamento ambiental da bactéria em

agua e solo no Municipio de Banabuit (ROLIM et al., 2005).

Em outubro de 2005, foi relatado 6bito por melioidose em turista holandés cuja
infeccdo provavelmente ocorreu no Estado do Ceard, em julho de 2003 (AARDEMA et al.,
2005). Nesse mesmo ano, no municipio de Aracoiaba, um homem de 30 anos apresentou
quadro de pneumonia aspirativa e sepse apds infeccdo em daguas do rio Aracoiaba,
conseqiiente a um acidente automobilistico. A evolucdo para 6bito ocorreu nove dias apés a
exposicdo (INGLIS; ROLIM; RODRIGUES, 2006).

No ano de 2008, a doenca foi diagnosticada em um adolescente de 17 anos que
apresentou quadro de pneumonia grave e sepse com evolucéo rapida para obito apos 8 dias do
inicio dos sintomas. O jovem tinha feito viagem durante feriado prolongado tendo exposicéo

em solo e agua durante visitas a quatro municipios da Serra de Ibiapaba: Ubajara, Ipu,
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Guaraciaba do Norte e Carnaubal. Os locais provaveis de infeccdo identificados foram a
Cachoeira do Boi Morto, em Ubajara, e a Bica do Ipu, conhecidos espacos turisticos da regido
(Dados ainda ndo publicados).

Em dezembro foi confirmado outro caso de melioidose no Estado do Ceara. Um
homem de 69 anos teve diagnostico de aneurisma de aorta abdominal e sepse por B.
pseudomallei. O paciente era agricultor e residia no Municipio de Granja na regido norte do
Estado do Ceara (Dados ainda n&o publicados).

Além desses registros de melioidose no Estado do Ceara, outro caso foi descrito
recentemente no Brasil. A B. pseudomallei foi isolada em hemocultura de uma adolescente
com fibrose cistica, no Estado do Rio Grande do Sul. A paciente nunca viajou para outros
paises e reside no Estado do Mato Grosso do Sul (BARTH et al., 2007).

1.4 Fatores de Risco para Aquisicao da Doenca

Estudos controlados na Australia e Tailandia evidenciaram varios fatores de risco
para o desenvolvimento de melioidose. Pacientes com diabetes apresentam elevada incidéncia
de melioidose. Foi observado o fato de que até 60% dos pacientes com melioidose tinham
Diabetes mellitus do tipo 2, previamente diagnosticado (CURRIE et al., 2000b;
SUPUTTAMANGKOL et al., 1999). Estudo tailandés evidenciou os seguintes fatores de
risco: Diabetes mellitus, doenca renal crénica (definida como insuficiéncia renal ou litiase),

talassemia e exposi¢do ocupacional a solo e agua (SUPUTTAMANGKOL et al., 1999).

Além do diabetes e doenca renal crbnica, outro estudo australiano identificou os
seguintes fatores de risco: sexo masculino, idade igual ou superior a 45 anos, australianos
aborigenes, doenca pulmonar cronica, uso excessivo de alcool (CURRIE et al., 2004). Outros
possiveis fatores de risco baseados em série ou relato de casos foram: uso de “kava”, uma
planta comumente consumida em bebidas por aborigines na Australia, esplenectomia
(freqlientemente relatada na talassemia), anemia aplastica, neutropenia febril, doenca
granulomatosa crénica, infec¢do por micobactéria, febre hemorragica do dengue, neutropenia,
transplante renal, lGpus eritematoso sistémico, uso de corticosterdides, deficiéncia de glicose-
6-fosfatodesidrogenase (G6PD), hemosiderose, fibrose ciistica e porfiria cutdnea tardia
(CHENG; CURRIE, 2005). Embora a imunidade celular tenha sido implicada na patogénese
da doenca, a infeccdo por HIV ndo parece ser fator de risco para melioidose (CHENG,;
CURRIE, 2005).
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1.5 Transmissao da melioidose

A melioidose apresenta 0s seguintes mecanismos de transmissdo: inalagao,
inoculacdo, e possivelmente ingestdo (CURRIE et al., 2000b; ). A transmissdo da infec¢éo,
provavelmente ocorre principalmente por inalacdo de particulas ou inoculacdo em pele.
Embora a transmisséo por inoculagdo seja considerada freqlente, apenas em 6 a 25% dos
casos foi identificado incidente de exposicdo especifico (DANCE, 2005). A transmissdo por
inalacdo de particulas de aerossois € postulada principalmente quando a infeccdo em geral é
adquirida durante periodo de fortes chuvas (CURRIE; JACUPS, 2003). Esta foi a possivel
forma de infeccdo em tripulagfes de helicdpteros, durante a guerra do Vietnd, expostas a
aerossois gerados pela movimentagdo das hélices (HOWE; SAMPATH, 1971). Outras formas
ja relatadas foram a transmissao por aspiracdo ocorrida apds afogamentos (LEE et al., 1995) e
a provavel transmissdo por ingestao relacionada a dois surtos em suprimentos de agua potavel
contaminados (INGLIS et al., 2000; CURRIE et al., 2001).

Algumas formas incomuns também descritas foram: dois casos de transmisséo
ocupacional por acidente em laboratérios (GREEN TUFFNELL, 1968; SCHLECH et al.,
1981); infeccdo em neonatos adquirida por transmissdo perinatal (LUMBIGANON et al.,
1988; HALDER et al.,, 1998) um caso de transmissdo vertical (ABBINK; ORENDI,
BEAUFORT, 2001); dois casos por meio de leite materno, cujas mées tinham mastite
(RALPH; MCBRIDE; CURRIE, 2004), um caso por via sexual transmitido por militar para
sua esposa (MCCORMICK et al., 1975); possivel transmissdo humana epizoonética em trés
peesoas que trabalhavam com animais na Australia (LOW et al., 2000); um surto de
transmissdo nosocomial por intermédio de detergente contaminado em comunidade pequena e
remota da Australia (GAL et al., 2004) e outra possivel transmissdo nosocomial em quatro

animais por administracao de solucdo injetavel contaminada (LOW et al., 2000).

1.6 Periodo de Incubacéo da Doenca

O periodo de incubagéo é consideravelmente variavel e é provavel que dependa
do tamanho e do sitio do in6culo, da viruléncia da cepa e estado imunoldgico do hospedeiro
(CHENG; CURRIE, 2005). Estudo australiano mostrou que o periodo médio de incubacéo foi
de 9 dias, variando de 1 a 21 dias (CURRIE et al., 2000a). Quando ocorre apds a episodios de
afogamento, geralmente, manifestacfes de sepse geralmente ocorrem em até 4 dias, embora
seja possivel suceder dentro de 24 horas (CURRIE, 2003), provavelmente relacionado a

elevado in6culo (CHENG; CURRIE, 2005). A infeccéo, entretanto, pode permanecer latente
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por muitos anos e as manifestacdes clinicas podem ocorrer muitos anos depois. O intervalo
maior ja registrado entre a exposicdo e o diagndstico da doenca foi 62 anos (NGUAY;
LEMESHEV; SADKOWSKI, 2005).

1.7 Manifestac6es Clinicas em Humanos

A melioidose apresenta amplo espectro de apresentagdo clinica. A maioria das
infeccdes € assintomatica, embora melioidose possa ser fulminante, de evolucdo muito rapida
e fatal, particularmente em pacientes imunocomprometidos (DANCE, 2005). A infec¢édo
assintomaética foi bem evidenciada em estudo tailandés, ao mostrar que 80% das criangas apos
4 anos de idade tinham anticorpos contra a B. pseudomallei (KANAPHUN et al., 1993).
Nenhuma classificacdo é completamente satisfatoria. A infeccdo pode ser aguda ou cronica e
localizada ou disseminada, mas uma forma da doenca pode progredir para a outra, sendo

freqiientemente dificil caracterizar pacientes individualmente em categorias (DANCE, 2005).

Uma forma desse amplo espectro da doenca que pode ser classificada como
subaguda € a infeccdo localizada e superficial de partes moles sem nenhuma outra doenca
associada (LEELARASAMEE; BOVORNKITTI, 1989). Qualquer 6rgdo ou tecido pode ser
afetado na melioidose e a presenca de abscessos, além da pele e tecido subcutaneo, foi
descrita em pulmao, linfonodos, figado, baco, rim, cérebro, ossos e articulacBes, prostata,
testiculo (DANCE, 2005).

Diferencas importantes sao observadas entre pacientes da Tailandia e da Australia.
Em criancas tailandesas, uma forma localizada observada é parotidite supurativa aguda,
presente em um terco dos casos pediatricos e ausente da Australia (SRIROMPOTONG;
SAENG-SA-ARD, 2004). J& o acometimento neurologico e a infec¢do geniturinaria
apresentam elevada incidéncia na Australia (WEBLING, 1980; HALDER et al., 2000) .

Na infeccdo aguda, a forma bem mais freqliente € a pneumonia e sepse. A
pneumonia é a forma de manifestacdo mais comum da melioidose e envolve metade de todos
o0s casos (CHENG; CURRIE, 2005). O acometimento pulmonar pode apresentar-se desde um
guadro indiferenciado de pneumonia com febre alta, cefaléia, mialgia generalizada, dor
toracica, associada ou ndo a tosse seca (SHORT, 2002), até pneumonia necrotizante
fulminante e choque séptico (CHENG; CURRIE, 2005). Os pacientes com sepse apresentam-
se agudamente doentes com febre alta, prostracdo e freqlientemente tosse seca inicial ou dor
pleuritica. Podem existir também abscessos em 6érgdos abdominais. A radiografia de térax

comumente apresenta infiltrados nodulares difusos em ambos os pulmdes, os quais coalescem
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e cavitam rapidamente, consistindo na necrose caseosa e multiplos abscessos metastaticos
encontrados em necropsias. Alguns pacientes, contudo, tém predominantemente tosse com
escarro produtivo, dispnéia e radiografia do toérax, mostrando consolidacéo discreta em um ou
mais lobos pulmonares, embora progressiva. A presenca de derrame pleural ndo € comum,
embora efusdo e empiema possam ocorrer, especialmente quando hd comprometimento de
lobos pulmonares inferiores (CURRIE , 2003).

Outra forma descrita € uma pneumonia de evolucéo crbnica com febre, perda de
peso e tosse produtiva, algumas vezes com presenca de escarros hemoptoicos. A evolucéao
costuma ser lentamente progressiva e a radiografia do tdrax pode mostrar cavitagoes,

simulando tuberculose pulmonar (CURRIE , 2003).

Os pacientes com sepse adquirida na comunidade geralmente apresentam historia
de febre alta e calafrios de poucos dias de duracdo. Confusdo, estupor, ictericia e diarréia
podem também ser fatores proeminentes. A evolucdo costuma rapidamente progredir com
acidose metabolica e respiracdo de Kussmaul. Uma vez instalado choque séptico, a letalidade
é bastante elevada e os pacientes evoluem para 6bito dentro de 48 horas apds a hospitalizagdo
(DANCE, 2005).

Outras formas mais raras de apresentacdo clinica de melioidose ja foram descritas
como endoftalmite, aneurisma micotico de aorta, acometimento em medula espinhal
simulando abscesso epidural, acometimento musculoesquelético simulando amiotrofia
diabética (BARTLEY et. al., 1999; LOW et. al., 2005; KOW et al., 2005; YANG et. al.,
2006; CHEN et. al., 2007). A doenca também ja foi descrita em pacientes com doencas como
lUpus eritematoso sistémico, poliarterite nodosa, doenca granulomatosa crénica e fibrose
cistica (DORMAN et. al.,, 1997; CHOONHAKARN; JIRARATTANAPOCHAI, 1998;
BADSHA et. al., 2001; HOLLAND et. al., 2002).

1.8 Diagnostico

O diagnostico de melioidose é essencialmente laboratorial pelo isolamento de B.
pseudomallei em cultura de sangue, escarro, liquor ou qualquer outro material humano.
espécime bacterioldgico. A bactéria cresce facilmente em meios de cultura convencionais,
sendo esses eficazes para estabelecer um diagnostico bacteriologico. Existem, no entanto,
meios seletivos desenvolvidos para facilitar o isolamento de B. pseudomallei mediante a
inibicdo de crescimento de bactérias comensais, principalmente em sitios ndo estéreis
(INGLIS; ROLIM; RODRIGUES, 2006). Estes meios usados sdo o agar seletivo de Ashdown
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(ASA) (ASHDOWN, 1979) ou o agar seletivo BPSA (Burkholderia pseudomallei selective
agar) (HOWARD; INGLIS, 2003). O ASA foi desenvolvido para uso clinico bacterioldgico,
mas pode inibir o crescimento de algumas cepas de B. pseudomallei, particularmente aquelas
mais mucoides. O BPSA foi desenvolvido para melhorar a recuperacdo de cepas mucdides
sem reduzir a recuperacdo do tipo classico enrugado. Uma rotina de investigacdo laboratorial
sequenciada para encontrar B. pseudomallei foi sugerida por Inglis (2006). Esta compreende
trés etapas: um screening inicial por intermédio de testes facilmente realiziveis, métodos

fenotipicos confirmatdrios e finalmente métodos genotipicos definitivos.

Provas bioquimicas convencionais ou painéis de utilizacdo de substratos também
sdo utilizados para o diagnostico (DANCE, 1989). Alguns kits disponiveis comercialmente
sdo utilizados para identificagdo da B. pseudomallei como o sistema de testes bioquimicos
manual API20NE, que demonstrou bom resultado (DANCE, 1989; LOWE; ENGLER,;
NORTON, 2002). Outros testes utilizados foram o API20E e os sistemas automatizados
VITEK 1 E 2 (LOWE; ENGLER; NORTON, 2002).

A suspeita de infeccdo por B. pseudomallei pode ser feita diante da cultura de um
bacilo Gram-negativo nos espécimes investigados com as seguintes caracteristicas: teste de
oxidase positivo, resisténcia a gentamicina e resisténcia a polimixina (colistina). Para o
diagndstico definitivo, deve ser evidenciado um ou mais dos seguintes achados: anticorpo
aglutinante positivo para B. pseudomallei; PCR especifico positivo para B. pseudomallei e
sequéncia de DNA 16s positivo para B. pseudomallei (INGLIS; ROLIM; RODRIGUES,
2006).

A evidéncia sorologica da infeccdo pode ser obtida pelo teste soroldgico. Varios
deles foram desenvolvidos para o diagnostico de melioidose: hemaglutinagdo indireta (HIA),
ELISA, imunofluorescéncia indireta (IFAT), aglutinacdo em latex baseado em anticorpos
monoclonais e testes rapidos por imunocromatografia (ASHDOWN, 1987; YAP et al., 1991,
VADIVELU et al., 1995; ANUNTAGOOL et al., 2000; O'BRIEN et al., 2004). N&o ha uma
padronizacdo internacional para esses testes (DANCE, 2005). Além disso, durante a fase de
admissdo de uma infeccdo aguda e grave, € pouco provavel ocorrer soroconversdo cedo o
bastante para indicar tratamento de escolha. Como os resultados falso-negativos podem
ocorrer, 0s testes soroldgicos sdo mais utilizados como exame de suporte que uma evidéncia
definitiva de melioidose (INGLIS; ROLIM; RODRIGUES, 2006). Embora os testes
soroldgicos tenham melhorado a sensibilidade e a especificidade em alguns centros, nao
resolveram completamente este problema (VADIVELU et al., 1995). Além disso, em areas

endémicas, a soroprevaléncia na populacdo é elevada limitando o uso desses testes.


http://pathport.vbi.vt.edu/pathinfo/pathogens/pseudomallei_2.html#Ref11129718
http://pathport.vbi.vt.edu/pathinfo/pathogens/pseudomallei_2.html#OBrien
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Atualmente os testes soroldgicos sdo bastante utilizados como ferramenta epidemioldgica em
inquéritos soroldgicos (CHENG; CURRIE, 2005).0 teste mais utilizado tem sido a
hemaglutinacdo indireta (HIA), que detecta anticorpo IgM, mas apresenta variacao de titulos
considerados positivos entre laboratérios em razdo da sua limitada padronizacdo (DANCE,
2005). Apesar de permanecer como o teste mais amplamente utilizado, o HIA apresenta
sensibilidade e especificidade baixas (CHENG; CURRIE, 2005). Um estudo australiano
encontrou inadequada utilidade do teste HIA (CHENG et al., 2006). O ELISA ¢ outro teste
também utilizado. Além da facilidade de realizacdo, tem a vantagem de detectar anticorpos
IgM e IgG, além de ter sido mais sensivel e especifico em processo de doenca ativa do que a
HIA, sendo mais recomendado em investigacdo clinica (ASHDOWN et al, 1989, SIRISINHA
et al., 2000). Varios testes soroldgicos que utilizam antigenos purificados sdo desenvolvidos,
mas nenhum foi submetido a analise multicéntrica em larga escala (DANCE, 2005). Pesquisas
sd0 necessarias para o desenvolvimento e melhora dos testes soroldgicos, embora a utilidade

para diagnostico clinico deva permanecer baixa em areas endémicas (PEACOCK et al.,2006).

1.9 Tratamento

Estudos evidenciaram que o uso de antimicrobiano precocemente reduz
significativamente a mortalidade da melioidose. A ceftazidima foi o primeiro antibiético que
apresentou reducdo em 50% da mortalidade em infeccdes graves (WHITE; DANCE;
CHAOWAGUL, 1989). O uso de carbapenem mostrou ser tdo eficaz quanto a ceftazidima
(SIMPSON et al., 1999; CHENG et al., 2004), no entanto, um estudo mostrou que deve ser
utilizado preferencialmente por apresentar melhor concentragdo inibitoria minima (MIC) para
inibir a B. pseudomallei (INGLIS, 2004). Outra evidéncia que pode reforcar o uso de
carbapenem foi a evidéncia de resisténcia a ceftazidima (DANCE et al., 1991). A adicdo de
sulfametoxazol-trimetropim & ceftazidima no inicio do tratamento ndo reduziu a taxa de
letalidade da doenca aguda (CHIERAKUL et al., 2005).

O tratamento da enfermidade € feito em duas fases em situacbes graves. A fase
inicial tem duragdo de 14 dias com terapia endovenosa com uma das seguintes drogas:
ceftazidima, meropenem ou imipenem. A fase de erradicacdo é feita com antibidticos orais
por tempo prolongado para reduzir o risco de recidiva. As drogas geralmente recomendadas
para tratamento oral sdo sulfametoxazol-trimetropin e doxiciclina por 12 a 20 semanas
(INGLIS; ROLIM; RODRIGUES, 2006; WUTHIEKANUN; PEACOCK, 2006). O
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cloranfenicol pode ser associado a sulfametoxazol-trimetropin e doxiciclina, embora sua
adicdo ndo tenha mostrado diferencga significativa (CHAOWAGUL et al., 2005).

Em caso de contra-indicacdes, especialmente em gravidas ou criangas, a
amoxicilina-clavulanato pode ser utilizada em substituicdo. N&do ha consenso quanto a
duracdo exata da terapia antibiotica endovenosa nem a cerca do que deve ser utilizado para a
terapia oral de erradicacdo. Estudos bem planejados sdo aguardados para buscar essas
respostas (INGLIS; ROLIM; RODRIGUES, 2006).

O uso de G-CSF foi utilizado no tratamento da melioidose e, embora inicialmente
tenha evidenciado possivel reducdo na letalidade por sepse (CHENG et al., 2004),
recentemente estudo randomizado e controlado ndo demonstrou associagédo com reducdo da
letalidade (CHENG et al., 2007).

O tratamento de suporte adequado, mediante a correcdo de acidose metabdlica,
cetose, controle glicémico e oxigenacdo, ¢ medida que também pode ser importante para

pacientes especificos com infeccdo aguda e grave (INGLIS et al., 2001).

1.10 Prognostico

A taxa de letalidade nas formas graves de melioidose variou de 14% a 74% em
diferentes estudos (WHITE, 2003). A letalidade na Tailandia varia entre 40 a 50%, sendo
superior a da Australia que é de 10 a 20% (CHENG et al., 2008) Um estudo prospectivo de 5
anos em 1999 em Ubon Ratchatani, nordeste da Tailandia, mostrou letalidade de 42%
(CHAOWAGUL et al., 1993). Na Australia, um estudo prospectivo indicou letalidade de 19%
(CURRIE et al., 2004). A taxa de letalidade para melioidose com sepse grave foi de 50% em
Cingapura quando comparada com 90% em um estudo tailandés (CHENG et al., 2008).

Um sistema de escore foi proposto para predizer a letalidade por melioidose.
Foram avaliados os seguintes parametros: pneumonia, tempo do diagnostico, nivel sérico de
uréia, nivel sérico de bilirrubina, nivel sérico de bicarbonato e contagem de linfécitos. Esse
sistema, embora sem validacdo externa, ajuda a identificar grupos para intervencéo intensiva,
tais como admissé@o precoce em unidade de terapia intensiva e uso de meropenem (CHENG et
al., 2003).

A recorréncia de melioidose pode se dar em razdo da recidiva em conseqiiéncia da
terapia de erradicacdo inicial inapropriada ou reinfeccdo (CHAOWAGUL et al., 1993;
LIMMATHUROTSAKUL et al., 2006, 2008). Na Tailandia, estudo mostrou recidiva em 23%
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dos casos e os fatores que diminuiram o risco foram: uso inicial de ceftazidima e duragédo
prolongada da terapia (CHAOWAGUL et al., 1993). Na Austrélia foi relatada recidiva em
13% dos casos de melioidose (CURRIE, 2003c). Recente estudo na Tailandia, entre o periodo
de 1996 e 2005, mostrou que reinfeccédo € responsavel por um quarto dos casos de recorréncia
de melioidose (MAHARJAN et al., 2005).

Recentemente, um sistema simples de escore foi desenvolvido para diferenciar
recidiva e reinfeccdo em pacientes com melioidose recorrente. Um estudo prospectivo foi
conduzido no nordeste da Tailandia entre os anos de 1986 e 2005. Restou evidéncia de que
144 pacientes com melioidose apresentaram recorréncia. Desses, 92 pacientes tiveram
recidiva e 49 tiveram reinfeccdo comprovada por técnicas de genotipagem. Foi demonstrado
que recidiva foi associada com tratamento prévio e por tempo breve para fatores clinicos de
recorréncia, enquanto reinfeccdo foi associada a insuficiéncia renal e apresentacdo clinica
durante estacdo chuvosa. O sistema de escore simples pode fornecer informacéo importante a
beira do leito do paciente em locais onde rapida genotipagem ndo estad disponivel
(LIMMATHUROTSAKUL et al., 2008).

Alguns fatores bioquimicos também foram relatados como marcadores preditivos
de mau progndstico em pacientes com sepse por B. pseudomallei: deficiéncia de proteina C;
deficiéncia de proteina S e deficiéncia de antitrombina (LAROSA et al., 2006).

1.11 Prevencao e Controle

Como a B. pseudomallei é ubiqua no ambiente de areas endémicas, é dificil para
as pessoas cujas ocupacdes envolvem contato com solo e dgua evitarem a exposi¢do. Para
aquelas que apresentam maior risco, como, por exemplo, diabéticos, € recomendado o uso de
protecdo das extremidades e evitar o cultivo de arroz, embora a eficicia dessa medida nédo
tenha sido avaliada (DANCE, 2005). O CDC (2008) recomenda que pessoas com diabetes e
lesBes cutaneas evitem contato com solo e 4guas paradas em areas contaminadas. Além disso,
recomenda também o uso de botas de cano longo durante trabalho na agricultura. Durante o
surto em zooldgicos franceses, tentou-se descontaminar o solo, mas provavelemnte é uma
medida inatil (DANCE, 2005). O guidelines da Health Protection Agency (HPA) nao
recomenda a descontaminacdo ambiental exceto em casos de elevada contaminacao localizada
como em laboratorios. Nessas situacfes a desinfeccdo deve ser realizada de acordo com as
normas preconizadas (HPA-UK, 2008).
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O manuseio de B. pseudomallei deve ser feito em laboratdrio de biosseguranca de
nivel 3 (ROTZ et al., 2002, ). Em recente estudo, Peacock (2008) assinala que as boas préticas
recomendadas em laboratorio prevenira a maioria dos acidentes envolvendo exposi¢do a
bactéria. Mesmo em laboratorios clinicos de nivel 2, que podem isolar a bactéria durante seu
trabalho de rotina, recomenda-se adaptar as praticas preconizadas para 0 manuseio da B.
pseudomallei com o objetivo de minimizar o risco de exposi¢do dos profissionais. O estudo
orienta também a conduta para os casos de acidentes pds-exposicdo a bactéria. Nessas
situacOes, é recomendada a lavagem imediata com &gua abundante, seguida por desinfeccédo
de acordo com a rotina local. A profilaxia com antibidtico é preconizada para todos os
acidentes considerados de elevado risco e também para os acidentes de baixo, quando ha
fatores de risco para melioidose. A droga de escolha recomendada é sulfametoxazol-
trimetropim durante 3 semanas. Em caso de resisténcia da B. pseudomallei ou intolerancia a
droga, a escolha devera ocorrer entre doxiciclina ou amoxicilina-clavulanato. O protocolo
ainda prevé monitoramento pds-exposicdo para a deteccdo de sintomas da doenca e coleta de
amostras de soros no primeiro dia e posteriormente nas semanas 1, 2, 4 e 6. Todos os
laboratérios onde ha manuseio de B. pseudomallei deverdo elaboarar consenso de suporte
ocupacional bem como contar com orientacdo de médico especializado que tenha experiéncia

no tratamento de melioidose (nacional ou internacional) (PEACOCK et al., 2008).

Vérios candidatos a vacina como proteina flagelar, lipopolissacarideos e
polissacarideos capsulares vem sendo desenvolvidos. Até 0 momento nao ha nenhuma vacina

contra B. pseudomallei licenciada para uso em humanos (PEACOCK et al.,2006).

Apdbs esta revisdao sobre a doenca, pode-se refletir sobre a situacdo atual da
melioidose no Brasil. Observem-se 0s acontecimentos a partir de mar¢o de 2003, quando
houve a primeira identificacdo da presenca da bactéria no Ceara. No inicio, ante a uma doenca
totalmente desconhecida, o problema poderia ser encarado como um evento inusitado e raro

de uma pequena cidade do interior do Nordeste do Brasil.

Bastava leitura mais aprofundada sobre a doencga, no entanto, para se ter a
percepcdo de que somente 0 acaso ndo explicava a ocorréncia do surto de Tejucuoca. As
caracteristicas epidemioldgicas da melioidose, como sua distribuicdo mundial pouco
esclarecida e a estreita relagdo que mantém com o ambiente fisico, j& davam pistas de que ndo
podia se tratar de um episodio isolado. A investigacdo epidemioldgica do surto realizada em
2003 alertava para o fato de que se estava diante de uma nova doenca tropical no Pais
(ROLIM, 2004).
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O inicio do ano de 2004 ja comprovava que a doenca ndo estava limitada a
Tejucuoca, regido norte do Estado. Desta vez, foi diagnosticada na regido central do Ceara,
em Banabuiu, e novamente acontecia sem que fosse possivel estabelecer seu entendimento.
No mesmo ano, também foi identificada a presenca da bactéria em solo e de algumas pessoas
assintomaticas com evidéncia de anticorpos anti-B. pseudomallei (ROLIM et al., 2005). No
ano de 2005, outro caso acontecia no Municipio de Aracoiaba que, embora pertenca a regiao
norte do Ceard, fica localizado em regido distinta dos casos anteriores, 0 maci¢o de Baturité.
Assim, os indicios que a B. pseudomallei estava realmente presente no Ceara iam ficando

ainda mais evidentes.

Além disso, a falta anterior de registros de melioidose, apesar de poder ser
atribuido a auséncia real da doenca, também pode ser explicada pela falta de conhecimento
sobre ela. Uma observacao a esse respeito reside no fato da enfermidade ser desconhecida no
Brasil e ndo fazer parte das doencas comumente inseridas no planejamento das a¢6es de salde
publica e no ensino médico do Brasil. Essa possibilidade é reforcada quando se verifica que
ndo hd um quadro clinico patogndmonico quando a doenca se manifesta, sendo considerada
uma grande mimetizadora, que pode simular outras infeccbes mais comuns na Regido.
Acrescente-se que a ocorréncia da melioidose é freqliente em area rural, onde o0 acesso a
servicos médicos é dificil ou ocorre de forma precéaria. O diagnostico da melioidose é
laboratorial e a maioria dos municipios do Estado ndo dispde de estrutura laboratorial minima
para confirmacédo de casos. Todas essas consideracdes reforcam a existéncia da melioidose no

Ceara.

Uma vez estabelecido esse conhecimento, entretanto, é necessario buscar melhor
entendimento sobre a ocorréncia da B. pseudomallei no Estado do Ceara. Observa-se que
todos os casos documentados até agora tiveram relagdo com a exposicdo em solo e &gua e
ocorreram em quatro diferentes locais, todavia ndo havia vinculo epidemioldgico entre eles. A
evidéncia sorologica de infec¢do assintomatica por B. pseudomallei mostra que as pessoas
tém exposicdo ao microorganismo, uma vez que a bactéria é adquirida sob exposicdo

ambiental.
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1.12 Pergunta de Partida

Como a B. pseudomallei ocorre no solo do Cearé e que implicagdo apresenta para

as pessoas que sdo expostas ao ambiente?

1.13 Hipotese

1) O ambiente local deve ter papel fundamental na distribuicdo da bactéria no
Ceara. E sabido que a melioidose apresenta aspecto ambiental singular e exibe ecologia
complexa, pois fatores fisicos, quimicos e bioldgicos parecem influenciar sua ocorréncia no
ambiente. E possivel perceber essa influéncia quando se constata o fato de que todos o0s casos
de melioidose em seres humanos ocorridos no Ceara aconteceram em periodos com
pluviometria elevada e em regido rural ou préxima a cursos de dgua, em quatro municipios
distintos. As pessoas que apresentaram melioidose tinham histérias de exposicdo ambiental
bem evidenciada, embora os mecanismos de infeccdo e o grau de intensidade de exposicéo
tenham mostrado diferencas.

2) Uma vez que a B. psedomallei esteja presente no ambiente, as pessoas expostas
a solo e agua devem ter infeccdo pela bactéria, ndo necessariamente desenvolvendo a doenca,

mas apresentando infec¢do ndo aparente.



2 OBJETIVOS DO ESTUDO

2.1 Objetivo geral

Caracterizar reservarias para o entendimento da B. pseudomallei em dois
municipios do Estado do Ceara que apresentam registros de casos humanos e avaliar o nivel

de infeccdo humana.

2.2 Objetivos especificos

1. Identificar B. pseudomalllei em amostras de solo coletadas no periodo de janeiro a

dezembro de 2007, nos Municipios de Tejucuoca e Banabuid;

2. analisar aspectos geoclimaticos das areas estudadas e comparar com outras regides

endémicas de ocorréncia da melioidose no mundo;

3. produzir antigeno com base em cepas locais de B. pseudomallei e desenvolvimento de

teste soroldgico; e

4. realizar inquérito soro-epidemiolégico da populacdo residente nessas regides, para

identificacdo de infeccdo por B. pseudomalllei.



3 MATERIAIS E METODOS

O estudo foi desenvolvido em dois municipios do Estado do Ceara que tém casos
notificados de melioidose - Tejucuoca e Banabuiu (Fig. 1). A selecdo desses locais para
estudo ocorreu porque foram os primeiros a apresentarem casos da doenca, 0 que ocasionou
conseqiientes contatos prévios com a populacéo, facilitando o desenvolvimento da pesquisa.
Levou-se em consideracdo também o fato de estarem situados em diferentes regides do Estado

do Ceara.
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Figura 1. Localizacdo geografica dos Municipios de Tejucuoca e Banabuiu.

O estudo foi dividido em duas partes bem definidas:

1. Estudo ambiental mediado por pesquisa da B. pseudomallei em solo dessas
regides; e

2. inquérito soro-epidemiologico das suas populagdes.

Ambas as partes foram desenvolvidas nos dois municipios no periodo de mar¢o de
2006 a maio de 2008 e, embora algumas etapas tenham sido desenvolvidas simultaneamente,

cada parte da pesquisa sera descrita separadamente para facilitar a compreensao.
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PARTE 1

3.1 Estudo Ambiental
3.1.1 Caracterizacdo Geografica dos Locais de Estudo

Tejucuoca

O Municipio de Tejuguoca, palavra originaria do tupi, que significa lugar onde
residem os teils (lagartos) grandes, foi criado no ano de 1987 e originou-se do Municipio de
Itapajé (IPECE, 2007a).

Geograficamente fica situado na regido norte do Estado do Ceard nas seguintes
coordenadas: 3° 59’ 20’ latitude (S) ¢ 39° 34’ 50”’ longitude (W). Os municipios limitrofes
sdo Itapajé e Iraucuba, ao norte; lraucuba e Canindé, ao sul; General Sampaio, Apuiarés,
Pentecoste e Itapajé ao leste, e lraucuba ao oeste (IPECE, 2007a; IBGE, 2008).

O Municipio compreende uma &rea de 750,60 km2, altitude de 140,3 metros e fica
localizado, em linha reta, a 127 km de distancia de Fortaleza, capital do Estado do Ceara. As
caracteristicas ambientais sdo o clima tropical quente semi-arido, precipitacdo média anual de
659,9 mm, temperatura média de 26 a 28°C e periodo chuvoso concentrado entre os meses de
janeiro a abril. Em relagdo aos componentes ambientais, as formas de relevo séo suaves e
pouco dissecadas da depressdo sertaneja. Os solos encontrados sdo bruno néo calcico, solos
litélicos, planossolos solddicos, podzolicos vermelho-amarelos, cobertos por vegetacdo tipica
de caatinga arbustiva aberta e densa (IPECE, 2007a; FUNCEME, 2008a, 2008b; IBGE,
2008).

A populagéo do Municipio é 13.519 habitantes, com a concentracdo predominante
na area rural, que possui 9.592 habitantes. A faixa etaria de 0 a 14 anos € de 38,67%; entre 15
a 64 anos é 55,04% e maior ou igual a 65 anos € de 6,29% (IPECE, 2007a).

A principal atividade econémica reside na agricultura, destacando-se plantacdo de
feijdo, milho e mandioca. Na pecuaria extensiva, destaca-se a criacdo de bovinos, ovinos,
caprinos, suinos e aves. O turismo ecoldgico e o artesanato de redes e bordados assumem
papel de destaque no Municipio (IPECE, 2007a; IBGE, 2008).

A pesquisa ambiental em Tejucuoca foi realizada numa area rural situada a 20
quildmetros da Sede, que compreendeu quatro comunidades: Santa Luzia, onde ocorreu o
surto de melioidose no ano de 2003, além das circunvizinhas S&o Gongalo, S&0 Bento e

Alegre. A regido é banhada pelo rio Caxitoré, que margeia todas as comunidades. A principal
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atividade econémica dessa regido € a agricultura de subsisténcia com o cultivo de milho e

feijdo e da pecuéria de caprinos, ovinos e bovinos (IPECE, 2007a; IBGE, 2008).

Banabuiu

O Municipio de Banabuiu, termo proveniente da denominacdo de afluente do rio
Jaguaribe, foi criado no ano de 1988 e originou-se do Municipio de Quixada (IPECE, 2007b).

Geograficamente fica situado na regido Centro-Leste do Estado do Ceard,
conhecida como regido do Sertdo Central, nas seguintes coordenadas: 5° 18 35”latitude (S) e
38° 55’ 14” longitude (W). Os municipios limitrofes sdo Quixada ao norte; Milha, Solon6pole
e Jaguaretama, ao sul; Jaguaretama e Morada Nova, ao leste, e Quixeramobim, ao oeste
(IPECE, 2007b; IBGE, 2008).

O Municipio compreende uma &rea de 1.079 km2 com altitude de 170 metros e
fica localizado, em linha reta, a 179 km de distancia de Fortaleza, capital do Estado do Ceara.
As caracteristicas ambientais sdao o clima tropical quente semi-arido, precipitacdo
pluviométrica média de 815,4 mm, temperatura média de 26 a 28°C e periodo chuvoso
concentrado entre os meses de fevereiro a abril. Os componentes ambientais sdo relevos de
depressbes sertanejas e macicos residuais. Os solos encontrados sdo solos aluviais, solos
litélicos, planossolos solddicos, podzélicos vermelho-amarelos e cambissolos que séo
cobertos por vegetacdo de caatinga arbustiva aberta e densa e por floresta mista dicotillo-
palmécea (IPECE, 2007b; FUNCEME, 2008a, 2008b; IBGE, 2008).

A populagdo do Municipio € 16.173 habitantes, com nimero discretamente maior
na area rural, com 8.551 habitantes. A faixa etéaria de 0 a 14 anos é de 38,31%); entre 15 a 64
anos € 55,16% e maior ou igual a 65 anos € de 6,53% (IPECE, 2007b).

O local do estudo ambiental em Banabuil foi a comunidade rural de Jurema de
Baixo que apresentou o caso de melioidose no ano de 2004 e fica situada a 25 quildmetros da
Sede do Municipio. A regido é banhada pelo rio Banabuil, que fica a margem das casas da
populacédo local. A principal atividade econdmica dessa regido é a agricultura de subsisténcia
com o cultivo de milho e feijdo, a pecuaria de bovinos e caprinos, e 0 comércio de leite e
derivados (IPECE, 2007b; IBGE, 2008).
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3.1.2 Descricéo do Estudo

O estudo ambiental compreendeu a pesquisa mensal da B. pseudomallei em solo e
pesquisa dos aspectos climaticos e componentes ambientais das areas de coleta - temperatura,

pluviometria, composicdo do solo e vegetacao.

A pesquisa da bactéria em solo foi realizada durante 12 meses no periodo de
janeiro a dezembro de 2007. Em cada més, foram coletadas 50 amostras em cada municipio,
totalizando 600 recolhas. Antes do inicio das coletas mensais, duas visitas prévias foram feitas
em cada municipio para o planejamento detalhado do estudo. Na primeira visita foi feito o
reconhecimento das areas, foram identificados os sitios para coleta e procedido ao contato
com lideres comunitarios e moradores para explicacdo da pesquisa. Na segunda visita
desenvolveu-se o0 estudo piloto para coleta, transporte, determinacdo do tempo de

deslocamento e testes laboratoriais preliminares.

3.1.3 Delimitagdo da Amostra do Solo

Em cada municipio foram definidos cinco sitios de recolha coleta dentro de um
raio de 2 km da residéncia dos pacientes. Foi registrado o posicionamento geografico de todos
0s sitios por meio do equipamento Global Positioning System (GPS), consoante esta
representado nas figuras 3 e 4.

Esses sitios de coleta foram selecionados levando-se em consideracédo
caracteristicas semelhantes das circunjacéncias de cada residéncia que, desta forma, ficaram
assim distribuidos: o quintal da casa, um local sombreado por arvore, um rio, um local em
area de alagamento durante as chuvas e outro onde havia criacdo de animais (Figuras 2, 3, 4, 5
e 6).

Cada um dos cinco sitios recebeu numeracdo de 1 a 5. Convencionou-se também
que o Tejucuoca seria representado pelo nimero 1 e Banabuil pelo nimero 2. Todas as
amostras coletadas recebiam codificacdo com trés digitos, baseados nos seguintes parametros:
o primeiro digito correspondia ao nimero do municipio, o segundo ao numero do sitio e 0
terceiro ao niumero da amostra. O Ultimo obdecia seguia a sequéncia mensal de coleta. Em
cada més, a numeracao iniciava com o sitio mais profundo. Um exemplo da codificacdo esta

representado abaixo (Quadrol):

2.2.10 | A codificacdo significa que a amostra é de Banabuil (2), foi coletada no sitio 2 e corresponde a amostra 10




igura 1. Sitios de coleta no Municipio deTejuguoca
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Figura 2. Esquema dos sitios de coleta no Municipio de Tejucuoca



Figura 3. Sitios de coleta no Mnll’plo de Banabuid
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Figura Sitios de coleta georefeiados nos Municipios de Banabuil e Tejuguoca
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3.1.4 Tipo de Coleta e Transporte de Amostras do Solo

A coleta de amostra ocorreu durante o ano de 2007. A equipe deslocou-se para 0s
municipios uma vez por més, até completar um ciclo chuva/seca durante os doze meses. Em
cada sitio, cinco amostras foram coletadas em cinco diferentes profundidades: na superficie e
a cada 10cm, 20cm, 30cm e 40cm (Figura 7). A coleta do solo foi feito através da abertura de
um buraco em forma de cunha, na profundidade de 0 a 40 cm que deixava uma parede vertical
(Figura 8).

Apdbs a abertura do buraco, em cada profundidade, com a ajuda de uma péa
pequena, a terra foi coletada e colocada em tubos de Falcon estéreis de 50ml. Entre as coletas
foi feita assepsia da pa com &lccol a 70%. As amostras foram acondicionadas em sacos
plasticos, mantidas em temperatura ambiente e transportadas para 0 processamento primario
num maximo de 24 horas. Mensalmente foram coletadas 50 amostras, sendo 25 em cada

municipio.

Figura 6. Profundidade do sitio de coleta de amostra do soi.
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Figura 7. Modelo de coleta de amostra de solo

3.1.5 Processamento Primario das Amostras do Solo

O processamento das amostras seguiu o protocolo utilizado pelo Western
Australian Centre for Pathology and Medical Research - (PathWast), laboratério do
Universidade do Oeste da Australia, que foi gentilmente cedido pelo Dr. Timothy Inglis.
Utilizou-se a seguinte técnica: procedeu-se a pesagem de 5g de terra de cada amostra, tendo
por adicdo 5ml de &gua destilada em tubo de Falcon estéril. Foram feitas pequenas
modifica¢bes no protocolo e estas amostras foram agitadas durante uma noite. Ap6s 1 hora
para sedimentacao, 0,5ul do sobrenadante de cada amostra foi inoculado em meio de cultura
caldo triptona de soja (TSB) suplementado com gentamicina por 48 horas a 37°C. Deste meio,
as amostras foram repicadas em dois meios seletivos, BPSA e Ashdown (ASHDOWN, 1979;
HOWARD; INGLIS, 2003;), por 48 horas a 37°C, para observacdo primaria (Figura 9).

3.1.6 Estocagem de Amostras Suspeitas

As placas de BPSA e Ashdown, que apresentaram crescimento bacteriano apds 48
horas, foram examinadas para visualizagdo e selecdo de col6nias a fim de investigar B.
pseudomallei. Nessa etapa, foram selecionadas col6nias provenientes de todas as amostras
gue ndo apresentaram contaminacdo. Embora tenha sido preferida a selecdo de colénias que
apresentaram morfologia rugosa caracteristica da bactéria, colénias mucoides também foram
selecionadas. As placas foram reexaminadas diariamente durante 4 dias, uma vez que a
colbnia tende a apresentar aspecto enrugado com o passar dos dias. Essas col6nias suspeitas

foram semeadas em agar-estoque (Anexo II).
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Amostras de solo coletadas 5g de Terra + 5 ml de Agua Destilada

Agitaciio por 24 horas
e repouso por 1 hora

Sobrenadante

Placas - Bf’SA + Ashdown (48h‘)_ Meio TSB + Gentamicina (48h)

Figura 8. Processamento primario das amostras

3.1.7 Identificacdo Microbioldgica e Bioquimica das Amostras

As colbnias selecionadas aos o isolamento priméario foram retiradas do agar-
estoque, inoculadas em BIH e submetidas & triagem para identificacdo de cepas de B.
pseudomallei. Foram realizados o teste de oxidase e a prova de sensibilidade a colistina, que
utilizou o método difusdo em disco usando o meio Mueller-Hinton, utilizando 10ug/ml do
antibidtico. Apos etapa de trigem, as col6nias foram isoladas, repicadas em placas de Agar-
sangu para serem identificadas por meio do painel de identificacdo bioquimica API20NE

(bioMerieux, Franca) (Figura 10).

Segundo o fabricante (2005), o APl 20 NE é um sistema padronizado para a
identificacdo de bacilos Gram-negativos ndo enterobactérias e ndo fastidiosos que combina 8
testes convencionais, 12 testes de assimilacdo e uma base de dados. Algumas bactérias
identificadas pelo sistema sdo: Pseudomonas, Acinetobacter, Flavobacterium, Moraxella,
Vibrio, Aeromonas etc.
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O painel APl 20 NE possui galeria para identificacdo do microorganismo. Esta
galeria possui 20 microtubos que contém substratos desidratados. Conforme instrucéo,
preparou-se uma solucdo salina da bactéria, diluindo 1 a 4 col6nias da bactéria em 2 ml de
NaCl a 0,85%, ajustando a opacidade ao ponto 0.5 da escala de McFarland. Posteriormente
inoculou-se a suspensdo bacteriana salina, enchendo-se o0s tubos dos 8 testes convencionais
que reconstituiu os meios. As cupulas de trés testes (GLU, ADH, URE) foram cobertas com
6leo de parafina. Para a inoculacdo dos 12 testes de assimilacdo, foram transferidos_200pul da
suspensdo salina bacteriana para diluir uma ampola de APl AUX medium. Cada tubo e cada
cUpula do teste de assimilacdo foram preenchidos com cuidado, mantendo-se um nivel
horizontal ou ligeiramente convexo. As caixas dos testes foram incubadas a 29° C + 2°C por
48 horas.

A leitura dos testes foi feita por meio das viradas de tonalidade espontanea ou
reveladas com a adicdo da adicdo de reagentes. Utilizou-se 0 Quadro de Leitura dos testes. As
reacOes produzidas durante o periodo de incubacdo traduzem-se por viragens de tonalidade
espontaneas ou reveladas sob adigdo de reagentes. A identificagdo foi obtida com base em
perfil numérico. Os testes foram separados por grupos de trés e um valor 1, 2 ou 4 foi
indicado para cada um. Adicionaram-se em cada grupo 0s valores que correspondem as
reacOes positivas e obteve-se nimero com 7 algarismos. A reacdo de oxidase constituiu o 21°
teste e foi assinalada com o valor 4, quando positiva. Por fim, a identificacédo foi efetuada com

suporte na base de dados (v 6.0).

Ashdown

Resisténcia a colistina
Oxidase positivo
Bacilo Gram
negativo bipolar

.

Muller Hinton API20NE
+
Colistina

BPSA

Figura 9. Identificagdo microbioldgica das amostras
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3.1.8 Estocagem de Amostras de B. pseudomallei

Todas as cepas identificadas como B. pseudomallei pelo painel de identificagdo
manual API20NE foram semeadas em agar-estoque para estudos adicionais. Cepas suspeitas
com col6nias morfologicas caracteristicas da bactéria e que ndo foram identificadas pelo

API20NE também foram estocadas para realizacdo de testes complementares posteriores.

3.1.9 Dados Meteoroldgicos e Componentes Ambientais

Os dados dos componentes ambientais, como solo e vegetacdo e os de

pluviosidade do periodo, foram obtidos das seguintes fontes:

. Fundacdo Cearense de Meteorologia e Recursos Hidricos (FUNCEME) —
informacgdes pluviométricas e condigdes climaticas, bem como tipos de

solo dos Municipios de Tejucuoca e Banabuid;

. Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) — informacdes
censitarias, caracteristicas geograficas e mapas dos Municipios de

Tejuguoca e Banabuid;

. Instituto de Pesquisa e Estratégia Econdmica do Ceara (IPECE) —
informac@es sobre perfis socioeconémicos dos Municipios de Tejucuoca e

Banabuiu; e

« Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (EMBRAPA) — mapas e
informacdes a cerca doa aspectos geoldgicos dos Municipios de Tejucuoca

e Banabuiu.

Essas informacbes foram obtidas de documentos e sites disponibilizados na
internet, bem como em visitas locais a duas dessas instituicbes, FUNCEME e IBGE, quando
foram discutidos os principais aspectos climaticos e dos componentes ambientais com

profissionais especializados dessas institui¢oes.
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PARTE 2

3.2 Estudo sorologico

O estudo sorolégico compreendeu o desenvolvimento dos testes laboratoriais e 0
trabalho de campo para coleta de dados epidemioldgicos e amostras de soro da populagdo

residente nas areas pesquisadas nos dois municipios.

3.2.1 Producéo do Antigeno

Os testes soroldgicos ndo estdo disponiveis comercialmente e sdo produzidos
somente em areas endémicas. Dessa forma, a etapa inicial para o desenvolvimento do estudo
soroldgico consistiu na producdo do antigeno. As cepas de B. pseudomallei utilizadas foram
isoladas em hemoculturas de pacientes com melioidose diagnosticados no Estado do Ceara.
Dois protocolos de extracdo de antigeno foram produzidos.

O primeiro protocolo seguiu a metodologia utilizada por Tiyawisutsri (2005). As
cepas de B. pseudomallei foram incubadas em agar-sangue por 72 horas a 37°C. As placas
foram coletadas, suspensas em solucdo salina e agitadas vigorosamente em vortex e entéo
autoclavadas a 121°C durante 15 minutos. Em seguida, as preparagdes foram centrifugadas a
4.000 rpm durante 30 minutos. Os sobrenadantes foram filtrados através de filtro Millipore

0,22-um e armazenados a 4°C até o uso.

O segundo protocolo de extracdo de antigeno seguiu a padronizacdo do Western
Australian Centre for Pathology and Medical Research - (PathWast), gentilmente fornecido
por Dr. Timothy Inglis. Resumidamente, as cepas B. pseudomallei foram incubadas em
placas de agar-sangue por 48 h a 37°C. Apo6s andlise da pureza das col6nias e identificacdo da
espécie por métodos bioquimicos (API20NE, bioMerieux, Franca), algumas colénias foram
selecionadas e transferidas para frascos contendo meio liquido sintético livre de proteinas
(anexo 1) e incubadas durante 2 semanas a 37°C. As culturas foram agitadas diariamente por
2 vezes, uma vez que condicBes aerobicas sd0 essenciais para seu crescimento. Apos
incubacédo, um indculo foi cultivado em placas de agar-sangue para checagem da pureza das
colbnias. A seguir, os caldos de cultura foram autoclavados por 15 min a 121°C. O material
foi filtrado em papel de filtro e colocado sob agitagdo magnética, acrescentando-se lentamente
solucdo de sulfato de aménio. Apds 24 h, o material precipitado foi dialisado e submetido a
ultracentrifugacdo durante 15 min a 10.000 rpm e o precipitado finalmente ressuspenso em

salina e mantido a -20° C em aliquotas (Figura 11).
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Alﬂ'mazenamento Centrifugagio Precipitagdo Sulfato de aménia Filtragdo
sobrer!)aflante 20.000 rpm 24 horas agitacio papel de filtro
4°C dialise barra magnética

Figura 10. Producédo do antigeno de B. pseudomallei

3.2.2 Delimitacdo do Melhor Produto
Imunodifusdo Radial Dupla

Os antigenos produzidos foram testados utilizando-se o teste de imunodifusdo
radial dupla. Em laminas de vidro (25 x 75 mm), foram colocados 3ml de agarose 1% em
salina. Apos esfriamento, foram feitos orificios de 3mm com a ajuda de um molde perfurador,
que fez 1 molde central e 6 periféricos, distantes 6mm entre si. Em seguida, foram colocados
10uL do antigeno de B. pseudomallei no orificio do centro. Nos demais foram colocados
soros de pessoas residentes em Tejucuoca, testados previamente em laboratério de referéncia,
na seguinte ordem: 1 soro de paciente que teve a doenca, 1 soro de paciente com infec¢do
assintomatica e 4 soros de pessoas sem a infec¢do. As laminas foram entdo incubadas por uma
noite em camara Umida. Apo6s esse periodo, foram lavadas em citrato de s6dio a 5% durante 1
hora e deixadas em solucdo salina a 0,85% durante 24 horas com 4 trocas da solucéo.
Encerrada essa etapa, as laminas foram envolvidas por papel de filtro umedecido por H2O e
secadas por 24 horas a 37°C. Na Ultima etapa, as laminas foram molhadas para retirada
cuidadosa do papel de filtro e, em seguida, apos nova lavagem para retirar os fragmentos de
papel, foram coradas com comassie blue durante 5 minutos. A visualizagdo das linhas de

precipitacdo foram, entdo, observadas apds uso de solucdo descorante.
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3.2.3 Padronizac¢do do Ensaio Imunoenzimatico

O teste padronizado para o desenvolvimento do estudo sorologico foi o ELISA.
Para o desenvolvimento do teste de ELISA, as microplacas (Costar, USA), foram
sensibilizadas com 50 ng/pogo do filtrado de cultura de B. pseudomallei. Apds 16 h a 4°C, as
placas foram incubadas com quatro amostras de soro em diluicdo seriada de 1:100 a 1:800
(em duplicatas) em PBS- NaCl 0,5M e tween 20 a 0,2%. Ap6s 1 h30 min a 37°C, as placas
foram lavadas (4 x) com PBS-contendo tween 20 a 0,05% e incubadas com conjugado anti-
IgM ou anti-1gG humano peroxidase nas dilui¢des de 1:2000 (Sigma, USA). Ap6s 1 h a 37°C,
as placas foram lavadas e incubadas com solucdo de substrato contendo ortofenilenodiamina
0.4 mg/ml em solucéo citrato-fosfato 0,1M, pH5,0 e H,0; na concentracao final de 0,01%.
Apds 30 min, a reacdo foi interrompida pela adicdo de H,SO,4 2,5 N. A leitura foi feita pela
medida de absorbancia em 492 nm. Os titulos foram considerados como a maior dilui¢do
proxima ao valor do cut-off. O valor do cut-off foi considerado, por sua vez, pela média de
leitura de absorbancia em 492 nm de um controle negativo.

3.2.4 Local do Inquérito Soroepidemioldgico

O estudo soroldgico foi realizado nos Municipios de Tejuguoca e Banabuil, nas
areas rurais que registraram casos de melioidose (ROLIM et al., 2005). Em Tejuguoca, a area
selecionada para o estudo foi comunidade de Santa Luzia, onde ocorreu o surto de melioidose
no ano de 2003. O rio Caxitoré foi o provavel local de contaminacdo do surto identificado em
investigacdo epidemioldgica prévia. Considerando que vérias casas se distribuiam ao longo
do rio Caxitoré e formam comunidades pouco distantes entre si, trés comunidades vizinhas
foram incluidas: S8o Goncalo, Sdo Bento e Alegre. Em Banabuil, foi realizado na
comunidade rural de Jurema de Baixo, onde ocorreu o caso de melioidose no ano de 2004.
Além dessa, que também possui casas distribuidas ao longo do Rio Banabuil, a contigua
comunidade de Carauba de Baixo foi incluida.

3.2.5 Operacionaliza¢do do Estudo de Campo

A equipe de campo foi composta pela pesquisadora responsavel e por oito
técnicos que atuaram na aplicac@o de questionarios e na coleta de sangue para exames. Todos

0s técnicos foram devidamente treinados pela pesquisadora do estudo.



54

A forma de chamado da populacdo para se realizar este estudo ocorreu por meio
de reunides prévias com lideres das comunidades, quando foram apresentados os objetivos e a
metodologia da pesquisa. Foi esclarecido que o estudo ndo oferecia qualquer risco aos
participantes e que seria mantido sigilo quanto a identificacdo dos sujeitos da pesquisa.
Colaboraram na divulgacdo do projeto profissionais do Programa de Saude da Familia, em

particular, os agentes de saude das localidades estudadas.

O trabalho de campo ocorreu durante os meses de fevereiro e margo do ano de
2006, no Municipio de Tejucuoca, e no més de agosto do ano de 2006, no Municipio de

Banabuiu.

3.2.6 Delimitacédo da Populagao

A populacdo residente nessas &reas rurais foi submetida a um inquérito
soroepidemioldgico para avaliacdo de contato com Burkholderia pseudomallei. Como néo
havia nenhum estudo prévio que estimasse uma prevaléncia de infeccdo assintomatica e o
universo era pequeno, o estudo incluiu todos os moradores que aceitaram participar da
pesquisa. A equipe de campo visitou todos os domicilios localizados nas areas definidas
geograficamente para o estudo, com o objetivo de cobrir o maior nimero de participantes. As
visitas foram realizadas em fins de semana e, quando os moradores estavam ausentes, era
oferecido agendamento de segunda visita ao domicilio. Participaram do estudo 321 pessoas
das comunidades rurais dos dois municipios. Em Tejuguoca foram 217 pessoas componentes.

Em Banabuiu, 104 pessoas fizeram parte, uma vez que as comunidades eram menores.

Critérios de inclusao e de excluséo

Como critério de inclusdo, foram considerados os moradores que residiam em
uma das localidades por um minimo de dois anos. Foram excluidas do estudo criancas
menores de 2 anos de idade, moradores contando menos de dois anos de residéncia e pessoas

com permanéncia temporaria ou inconstante nas localidades avaliadas.

Aspectos éticos

Todos os participantes foram esclarecidos sobre os objetivos da pesquisa e
assinaram termo de consentimento legal e esclarecido segundo a resolugédo 196/96 do

Conselho Nacional de Sadde. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
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Hospital das Clinicas Walter Cantidio da Universidade Federal do Ceara e aprovado em 31 de
janeiro de 2005, of. 09/05, processo COMEPE n°16/2005.

3.2.7 Realizacdo do Inquérito Soroepidemioldgico

A equipe de campo durante as visita aos domicilios aplicou questionario a cada
participante ou responsavel, ap6s assinatura do termo de consentimento legal e esclarecido e
coleta de sangue para exame sorolégico.

Dados Epidemiolégicos

O questionario continha as seguintes informacdes epidemioldgicas: idade, sexo,
escolaridade, localidade de residéncia, ocupagéo, doencas preexistentes, internacdo hospitalar
anterior, consumo de alcool ou uso de drogas imunossupressoras, atividades em contato com
solo (agricultura, jardinagem, lazer); atividades em contato com &gua de acudes, represas e

rios, local de residéncia anterior, deslocamentos ou viagens (apéndice ).

Coleta e Transporte de Material

A coleta de sangue (volume de 3 ml) foi realizada por pun¢do venosa, com auxilio
de materiais descartaveis individuais e respeitando as precau¢des universais de biosseguranca.
O sangue foi coletado em tubos de coleta a vacuo com gel separador (vacutainer) e deixado
em decantacdo até o final do turno de coleta. Sem ultrapassar o tempo méaximo de 5 horas, as
amostras foram centrifugadas durante 5 minutos a 1000 rpm. Apds a separacao, 0 soro que foi
transferido em aliquotas para tubos do tipo Eppendorf, os quais foram devidamente
identificados individualmente e congelados a -20°C em freezer. Posteriormente, as amostras
de soro foram encaminhadas em recipiente de isopor e gelo ao Laboratério de Micologia

Médica da Universidade Federal do Ceara, Fortaleza, Estado do Ceara.

3.2.8 Caracterizagdo do Antigeno

Para analise da presenca de proteinas e de lipopolissacaridios (LPS), o filtrado de
cultura de B. pseudomallei foi submetido a digestdo com solugédo contendo dodecil sulfato de
sodio e B-mercaptoetanol e submetido a eletroforese em géis de poliacrilamida 10%. Um dos

géis foi corado com solugdo de coomassie blue para deteccdo de proteinas e o outro gel foi
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corado com solugdo de nitrato de prata para detec¢do de LPS, segundo protocolo de Tsai e

Frasch (1983). A concentracdo de proteinas do extrato foi determinada pelo método Lowry.
Immunoblotting

Apbs digestdo de um filtrado de cultura de B. pseudomallei com solucdo contendo
dodecil sulfato de sddio e B-mercaptoetanol, essa amostra foi submetida a eletroforese em gel
de poliacrilamida 10%. A seguir, foi realizada transferéncia eletroforética das proteinas para
membranas de nitrocelulose. Posteriormente, as membranas foram cortadas a tiras e o0s sitios
ndo cobertos pelas proteinas foram bloqueados por incubacdo das tiras solucéo de tris-leite
desnatado 5% durante 2 h a temperatura ambiente. A seguir, as tiras foram incubadas com
amostras de soros diluidas a 1:100 da mesma solucdo de blogueio e deixadas por 16 h a
temperatura ambiente sob agitacdo. Apo6s lavagens com tris-tween 20 0,1%, as tiras foram
incubadas por 1h30min a temperatura ambiente com conjugados imunoenzimaticos anti-IgM
e anti-1lgG humanos marcados com fosfatase alcalina e diluidos a 1:1000 em solugéo contendo
tris-leite desnatado 1%-tween 20 0,1% (Sigma, USA). Apds novas lavagens, procedeu-se a
etapa de revelacdo da tonalidade por incubacdo com solucdo de tris-HCI 0,1M, pH 9,5,
contendo nitroblue tetrazolium- bromo-cloro-indolil-fosfato a 1 mg/ml (Bio-Rad, USA). Para
deteccdo das subclasses, as tiras de nitrocelulose foram incubadas com amostras de soro
diluido a 1:100 em tris-leite desnatado 1%- tween 20 0,1% durante 16 h a temperatura
ambiente. Apds lavagens, as tiras foram incubadas com anticorpos monoclonais IgG1 humana
(clone HP 6012), 1gG2 humana (clone HP 6002), 1IgG3 humana (clone HP 6050), 1gG4
humana (clone HP 6101) (CDC, Giorgia, USA). Apds incubacdo por 1lh a temperatura
ambiente e novas lavagens, as tiras foram incubadas com conjugado anti- IgG de camundongo
marcado com fosfatase alcalina (Sigma, USA) na diluicdo de 1:1000 na solucéo diluente. As
tiras foram lavadas e a coloracdo foi revelada conforme procedimento mencionado

anteriormente.

3.2.9 Analise Estatistica

Os dados epidemioldgicos e laboratoriais coletados foram analisados por meio dos
“pacotes” estatisticos Epi Info 2000, versédo 3.3, e pelo STATA (Stata Statistical Software -
Release 5.0 College Station, 1997).



4 RESULTADOS
Parte 1 - Estudo Ambiental

4.1 Estudo Laboratorial

4.1.1 Isolamento de Cepas Suspeitas de B. pseudomallei

As colbnias isoladas em meios Ashdown e BPSA que apresentaram teste de
oxidase positivo e resisténcia a colistina foram consideradas suspeitas de serem B.
pseudomallei (Figura 12). Essa trigem demonstrou que 30,5% (183/600) das amostras
coletadas tiveram isolamento de col6nias consideradas suspeitas.

Figura 11. Teste de oxidase e colbnias resistentes a colistina

Diferentes morfologias foram observadas entre estas col6nias. Algumas
apresentaram morfologia enrugada, enquanto outras eram lisas. A coloracdo das colonias foi
variavel, mas geralmente apresentavam coloragdo rosea no meio BPSA e roxa no meio
Ashdown.

Ainda durante essa etapa de triagem, algumas colGnias se destacaram pela
morfologia caracteristica de B. pseudomallei. Essas colbnias apresentaram aspecto enrugado
que assumiram diferentes formas. Foi também observada a presenca de col6nias com dois
tons que tinham distingdo melhor no meio BPSA. Nessas placas o carater enrugado foi
observado com 48 horas de incubagdo e aumentavam com o decorrer dos dias. O aspecto
rugoso ndo foi restrito a nenhum dos meios seletivos. A figura 13 ilustra as colénias com
morfologia tipica de B. pseudomallei que conduzia a elevado grau de suspeicao.
Posteriormente todas foram confirmadas pelo sistema API20NE.

Foram ainda observadas coldnias de coloracdo amarela em diversos meses. Um
tipo de coldnias chamou a atencdo durante a observacdo das placas. Seis placas, em més

Unico, apresentaram coldnias pretas e brilhantes.



Figura 12. Morfologia das colonias de B. pseudomallei em meios seletivos
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4.1.2 ldentificacdo de B. pseudomallei pelo Sistema de Identificacdo API20NE

A identificacdo por intermédio do painel API20NE foi realizada em 183 cepas
consideradas suspeitas pela triagem inicial (Tabela 1). Dessas, 26 cepas (14,2%) foram
identificadas como B. pseudomallei. Outra bactéria do género Burkholderia, a B. cepacea,

com 28 (15,3%) cepas identificadas.

Tabela 1 - Resultado do Sistema de Identificacdo API20NE do estudo ambiental nos
Municipios de Tejuguoca e Banabuil, CE

API20NE Tejucuoca Banabuiu Total e %
Burkholderia pseudomallei 20 06 26 (14,2)
Burkholderia cepacea 14 14 28 (15,3)
Outras 27 20 47 (25,7)
N&o Identificadas 50 32 82 (44,8)
Total de Cepas Investigadas 111 (58,7%) 72 (41,3%) 183 (100)

Outras 47 cepas foram identificadas entre diversas espécies e entre essas as mais
prevalentes foram Pseudomonas aeruginosa, Ochrobactrum anthropi, Wautersia paucula e
Pseudomonas fluorecens (Tabela 2) A lista completa de identificacdo das outras espécies que
ndo do género Burkholderia encontra-se na tabela 2. Embora somente uma cepa de
Cromhobacterium violaceum tenha sido identificada pelo API20NE, outras 6 placas
apresentaram morfologia idéntica com col6nias pretas. O restante das cepas suspeitas (82) ndo
foi identificado pelo painel API20NE, cujo resultado foi considerado como inaceitavel pelo

programa utilizado.

Embora o teste permitisse alto grau de suspei¢do em todas as amostras na 12
leitura ap6s 24 horas de incubagdo, foram necessérias 48 horas para que algumas reacdes
fundamentais ocorressem e a completa identificacdo fosse realizada. A Figura 14 ilustra as
reacOes dos testes evidenciadas na identificacdo de B. pseudomallei. Alguns testes
apresentaram viragens de tonalidade dos testes diferentes como a P. aeruginosa e o C.

violaceum.
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Tabela 2 - Bactérias identificadas pelo Sistema de Identificacdo API20NE do estudo
ambiental nos Municipios de Tejucuoca e Banabuiu, CE

Cepas ldentificadas Tejucuoca Banabuid TOTAL

P. aeruginosa 8 6
Ochrobactrum anthropi
Wautersia paucula
Pseudomonas fluorecens
Sphingomonas paucimob
Achromobacter xyloso
Chormobacterium violaceum
Photobacterium danselae
Brevundimonas meningos -
Oligella ureolytica -
Sphingobacterium multiv

Mannheimia haemolytica/ P. trehalosi
Pasteurella pneumotropica
Chryseobacterium meningosepticu
Comamoma testoteroni/P. alacaligenes
Rizhobium radiobacter

TOTAL 27 20
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O percentual do perfil numérico de identificacdo de B. pseudomallei pelo painel
API20NE foi variavel. Oito perfis numéricos foram identificados e os mais comuns foram
1356577 (9 cepas) e 1756577 (7 cepas). A percentagem de identificacdo entre 98,4 a 99,9%
de Burkholderia pseudomallei ocorreu em 20 cepas (76,9%). Somente uma cepa apresentou
identificacdo inferior a 80% (Tabela 3).

Tabela 3 - Perfil de Identificacdo de B. pseudomallei pelo Sistema deldentificacdo
API20NE do estudo ambiental nos municipios de Tejucuoca e Banabuiu, CE

Perfil Identificacdo Percentagem da NUmero
Numérico Bacteriana Identificacéo de cepas
1356577 B. pseudomallei 98,4 9
1756577 B. pseudomallei 98,4 7
1156577 B. pseudomallei 99,9 2
1156576 B. pseudomallei 99,9 1
1556577 B. pseudomallei 99,8 1
1352577 B. pseudomallei 82,8 4
1056577 B. pseudomallei 81,7 1
1346577 B. pseudomallei 58,8 1

Total 26
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Figura 13. Identificagdo de B. pseudomallei pelo API20NE

Figura 14. Identificcdo de cepas de P. aeruginosa e C. violaceum pelo API20NE



62
4.2 Estudo ambiental

No estudo de campo ambiental, as amostras foram coletadas nos 5 sitios
respectivos nos Municipios de Tejuguoca e Banabuil, assim codificadas: amostras de
Tejucuoca (1T, 2T, 3T, 4T, 5T) e amostras de Banabuiu (1B, 2B, 3B, 4B, 5B). Foram isoladas
B. pseudomallei em 4,3% (26) das 600 amostras coletadas nos dois municipios. A tabela 4

mostra o resumo completo do estudo.

Tabela 4 - Pesquisa de B. pseudomallei em solo dos Municipios de Tejucuoca e
Banabuiu, CE.

Amostras _ B. pseudomallei _ _ Total
Banabuiu (300) Tejucuoca (300) isoladas
SiTIO 1 1B 1T 3
Superficie 02 -
10 cm - -
20 cm - 01
30cm - -
40 cm - -
SiTIO 2 2B 2T 1
Superficie 01 -
10 cm - -
20 cm - -
30cm - -
40 cm - -
SiTIO 3 3B 3T 15
Superficie - 02
10 cm - 02
20 cm - 04
30cm - 03
40 cm - 04
SiTIO 4 4B 4T 5
Superficie - -
10 cm - 01
20 cm 01 -
30 cm 01 01
40 cm 01 -
SITIO 5 5B 5T 2
Superficie - -
10 cm - -
20 cm - -
30 cm - 02
40 cm - -

Total 6 20 26
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Inicialmente serdo descritos os principais aspectos relacionados ao isolamento da
B. pseudomallei nos dois locais investigados - sitio, profundidade e relagdo com pluviometria

- para em seguida se descrever 0s achados em cada municipio, isoladamente.

Sitios de isolamento

Os sitios 3 e 4 apresentaram 76,9% (20/26) das cepas de B. pseudomallei isoladas
no estudo. O sitio 4 (&rea de alagamento em periodo chuvoso) apresentou isolamento nos dois
municipios (4B e 4T). O sitio 3 (rio) somente mostrou isolamento em Tejucuoca (3T) e

apresentou 0 maior nimero de cepas isoladas do estudo, com 57,6% (15/26). (Tabela 5).

Os outros sitios evidenciaram isolamentos esporadicos da bactéria: o sitio 1
(quintal da casa); o sitio 2 (sombra de arvore) e o sitio 5 (criacdo de animais). O sitio 1
apresentou isolamento de 11,5% (3/26) nos dois municipios (1B e 1T). O sitio 2 exibiu
isolamento em Banabuil (2B), com uma cepa isolada, que corresponde a 3,4% (1/26). O sitio
5 evidenciou 7,7% (2/26) em Tejuguoca (5T). (Tabela 5).

Tabela 5 - Sitios de isolamento de B. pseudomallei no estudo ambiental realizado nos
Municipios de Banabuil e Tejucuoca, CE

Sitios de Burkholderia pseudomallei Total
coleta Banabuiu (300) Tejuguoca (300)
SITIO 1 2 1 3
SiTI0 2 1 - 1
SiTIO 3 - 15 15
SiTIO 4 3 2 5
SITIO5 - 2 2
Total 06 20 26

Profundidade de isolamento

O isolamento das cepas de B. pseudomallei variou da superficie até profundidade
de 40cm nos diferentes sitios de coleta dos dois municipios. A seguinte distribuicdo foi
observada: 19,2% (5/26) em superficie; 11,5% (3/26) a 10 cm; 23% (6/26) a 20 cm; 26,9%
7/26) a 30cm e 19,2% (5/26) a 40cm (Tabela 6). O intervalo de 20 a 40 cm de profundidade
apresentou 65,3% (17/26) do total de cepas de isoladas.



Tabela 6 - Profundidade de isolamento de B. pseudomallei no estudo ambiental
realizado nos Municipios de Banabuil e Tejucuoca, CE.
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Profundidade

Burkholderia pseudomallei

Total

da coleta Banabuiu (300) Tejucuoca (300)
Superficie 3 2 5
10 cm - 3 3
20 cm 1 5 6
30cm 1 6 7
40 cm 1 4 5
Total 6 20 26

Isolamento e relacdo com indice pluviométrico

Durante o ano de 2007, quando o estudo foi realizado, as chuvas ocorreram entre

0s meses de janeiro a junho, considerado o periodo de estacdo chuvosa ou quadra invernosa.

No periodo compreendido entre 0 os meses de julho a dezembro, ndo houve

registro de precipitacdo chuvosa nos dois municipios. O isolamento foi realizado em ambos os

periodos no estudo ambiental. No periodo sem chuvas, houve isolamento de 53,7% (14/26)

das cepas isoladas. A distribuicdo mensal dos isolados de B. pseudomallei e a relagdo com o

indice pluviométrico no estudo ambiental em cada municipio sdo mostradas nas figuras 16 e

17.
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Figura 15. Isolamento de B. pseudomallei e relagdo com pluviometria em Banabuiu, 2007.
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indice Pluviométrico
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Figura 16. Isolamento de B.pseudomallei e relacdo com pluviometria em Banabuid, 2007.

Estudo de campo em Tejuguoca

A pesquisa no Municipio de Tejugcuoca mostrou isolamento de 76,9% (20/26)
cepas de B. pseudomallei. Quatro sitios mostraram positividade (1T, 3T, 4T e 5T). A
distribuicdo dos isolados entre esses sitios foram: 75% (15/20) no sitio 3T; 10% (2/20) no
sitio 4T; 10% (2/20) no 5T; e 5% (1/20) no sitio 1T. O isolamento ocorreu em todas as
profundidades, assim distribuidos: 10% (2/20) em superficie; 15% (3/20) a 10 cm; 25% (5/20)
a 20 cm; 30% (6/20) a 30cm e 20% (4/20) a 40cm. O intervalo de 20 a 40cm foi responséavel
por 75% (15/20) dos isolados da bactéria. Embora o isolamento tenha ocorrido em seis
diferentes meses, 70% (14/20) ocorreram no periodo sem chuvas, que compreendeu 0s meses
de julho a dezembro (Figura 16). Nesse entretempo, somente em novembro e dezembro néo
foi recuperada a bactéria em solo. Durante a quadra chuvosa, o isolamento ocorreu nos meses
de janeiro e abril. Além do isolamento de B. pseudomallei, houve isolamento de
Chomobacterium violaceum no més de maio em trés sitios e em diferentes niveis de

profundidade.

Estudo de campo em Banabuiu

A pesquisa no Municipio de Banabuit mostrou isolamento de 23,1% (6/26) cepas
de Burkholderia pseudomallei. Trés sitios mostraram positividade (1B, 2B e 4B). A
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distribuicdo dos isolados entre esses sitios foi a seguinte: 60% (3/6) no sitio 4B; 30,3% (2/6)
no sitio 1B e 10,6% (1/6) no sitio 2B. Metade do isolamento ocorreu na superficie em 50%
(3/6). No intervalo de 20 a 40cm de profundidade ocorreu a outra metade do isolamento,
sendo 1lcepa em cada intervalo de 10 cm. Todos os isolamentos ocorreram durante a quadra
chuvosa, que compreende os meses de janeiro a junho (Figura 17). Nesse periodo, somente

nos meses de fevereiro e maio ndo foi recuperada a bactéria em solo.

4.3 Dados meteoroldgicos e componentes ambientais

As informagdes sobre pluviometria foram referentes ao ano de coleta do estudo
ambiental, ou seja, 2007. Assim, a média anual de temperatura em ambos 0s municipios
permaneceu entre 26-28°C. Ja a pluviosidade anual em Tejuguoca foi 497 mm e em Banabuiu
foi 822 mm (IPECE; FUNCEME, 2008). Em Tejucuoca e Banabuiu existem diferentes tipos
de solo: brunos-ndo-calcicos, planossélicos solédicos, podzdlicos vermelho-amarelos e
litdlicos. Em Banabuil, entretanto, além destes, h4 ainda os solos aluviais e cambissolos
(FUNCEME, 2008; IPECE, 2007). Especificamente nas areas de estudo, os solos sdo
classificados como litolicos (EMBRAPA, 1973). A vegetacdo caracteristica em ambos os
municipios € a caatinga, uma mata de plantas xerofilas que pode ainda ser dividida, nas duas
regibes, em caatinga arbustiva aberta e caatinga arbustiva fechada (IPECE, 2007; IBGE,
2008).
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Parte 2 - Inquérito Soroepidemiologico

4.4 Inquérito Soroepidemioldgico

4.4.1 Padronizacdo do Teste Sorologico

O teste de imunodifusdo radial dupla apresentou resultado positivo com o0s
antigenos produzidos pelos dois protocolos. Manifestou, entretanto, reacdo positiva somente
com amostras de soro que tinham exibido titulagdo elevada em teste anterior realizado em
laboratdrio de referéncia. Entre os dois protocolos, a metodologia utilizada no laboratorio
australiano PathWast apresentou melhor resultado por indicar positividade com antigeno puro
e diluido. O ensaio imunoenzimatico mostrou resultado superior ao teste de imunodifusdo
radial dupla por apresentar positividade com os soros de variadas titulagdes testados
previamente em laboratorio de referéncia. Dessa forma, o ensaio imunoenzimatico foi

selecionado e padronizado para a realizacdo do estudo soroldgico.

4.4.2 Populagéo do Estudo

O estudo foi realizado em 321 individuos sadios, residentes em uma das duas
areas rurais pesquisadas. A populacdo de Tejucuoca contribuiu com 67,7% da casuistica,

enguanto Banabuil concorreu com 32,3% da casuistica.

Cento cinquenta e nove dos entrevistados, ou seja, 50,1%, eram do sexo
masculino, sendo que a idade variou de 2 a 93 anos (mediana de 24 anos em Tejucuoca e de
31 anos em Banabuil). As ocupacdes mais frequentes foram agricultores, donas de casa e

estudantes. O resultado das principais variaveis pesquisadas encontra-se no apéndice Il .

4.4.3 Titulos de Anticorpos anti B. pseudomallei

A soroprevaléncia geral (titulos dos isotipos e IgM e/ou IgG) contra B.
pseudomallei foi de 80,76%, considerando ambos os titulos de anticorpos conjuntamente. A
positividade para o isotipo IgM foi de 51,27 % (161/317) e para o isotipo 1gG, de 58,49 %
(186/317). As titulacacdes de anticorpos estdo mostrados no quadro 2.

Conforme mostra a figura 18, observa-se um decréscimo de IgM anti- B.
pseudomallei no decorrer da idade, sendo o inverso observado para IgG, cujos titulos elevam-

se com 0 aumento da faixa etaria.
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Figura 17. Soropositividade para IgG e IgM anti- B. pseudomallei, de acordo com a faixa
etaria.

A tabela 7 apresenta associacdo entre a freqiiéncia de positividade para o0s
anticorpos anti-B. pseudomallei e atividades de ocupacdo. Foi verificada associagdo
significativa entre agricultura e titulos de IgM (44,15%, p=0,002) e titulos de 1gG (69,11%,
p=0,000). Outras ocupac¢des que mostraram associacdo significativa foram dee trabalhadores
em construcdo civil, com titulos de 1gG de 84,62% (84,62%, p=0,005) e lavagem de roupas
com titulos de 1gG de 66,2% (66,2% p=0,012) .

Tabela 7- Frequéncia de positividade para os anticorpos anti-B. pseudomallei e
atividades de ocupacao.

19G IgM 1gG e/ou IgM
Exposicéo Posit. Valor Posit. Valor Posit. Valor
(%) P (%) P (%) P
Atividade
Agricultura 69,11 0, 000* 44,15  0,002* 82,72 0,274
Lavagem de roupa 66,21 0,012* 54,61 0,309 84,72 0,124
Construgéo civil 84,62  0,005* 34,62 0,073

*Valores considerados estatisticamente significantes
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Pessoas IgM [o[€}
1 1/400 1/100
2 1/200 1/100
3 1/100 1/100
4 1/100 1/400
5 1/100 NEG
6 1/200 1/200
7 1/100 1/200
8 1/100 1/200
9 1/100 1/400

10 1/200 1/200
11 1/200 1/200
12 1/200 NEG
13 1/400 1/800
14 1/200 NEG
15 1/100 1/400
16 1/200 1/100
17 NEG 1/400
18 1/200 1/1600
19 1/100* 1/200
20 1/200 1/100
21 1/200 1/200
22 1/200 1/800
23 1/200 1/400
24 1/200 NEG
25 1/200 1/200
26 NEG* 1/100
27 - -
28 NEG NEG
29 1/200 1/200

Pessoas IgM IgG
30 1/100 NEG
31 1/100 1/100
32 1/200 1/1600
33 1/100 1/200
34 1/100 1/200
35 NEG 1/100
36 1/100 1/100
37 1/200 1/200
38 1/100 1/800
39 1/400 NEG
40 1/400 1/100
41 1/200 1/100
42 1/200 1/100
43 1/400 1/200
44 1/100 1/100
45 1/200 1/100
46 1/100 1/400
47 1/200 1/800
48 1/800 1/400
49 1/200 1/400
50 NEG 1/800
51 1/400 1/100
52 1/400 1/100
53 1/200 1/400
54 1/400 NEG
55 1/400 1/800
56 1/400 1/200
57 1/100 1/400
58 NEG 1/200

Pessoas IgM 19G
59 1/200 1/800
60 1/100 1/200
61 1/100 NEG
62 1/400 1/800
63 1/400 1/200
64 1/200 NEG
65 1/100 1/400
66 1/200 1/100
67 1/100 1/100
68 1/100 1/200
69 1/100 1/200
70 1/100 1/400
71 1/200 NEG
72 1/200 1/200
73 - -
74 1/200 1/100
75 1/200 1/400
76 1/200 NEG
77 1/200 1/100
78 1/400 NEG
79 1/100 1/800
80 1/100 1/200
81 NEG NEG
82 1/400* NEG
83 1/200 1/100
84 NEG 1/100
85 1/200 1/100
86 1/200 1/200
87 1/100 NEG

Pessoas IgM 19G

88 1/200 1/200
89* - -

90 NEG 1/400
91 1/200 1/100
92 1/100* 1/100
93 1/200 1/400
94 1/400 NEG
95 1/200 1/400
96 NEG 1/200
97 NEG 1/400
98 1/100 1/200
99 1/100 1/200
100 1/100 1/200
101 1/100 1/200
102 NEG 1/400
103 1/100 1/400
104 1/100 1/400
105 NEG 1/400
106 1/100 1/800
107 1/100 1/400
108 1/100 1/100
109 1/100 1/200
110 1/100 1/800
111 1/100 1/800
112 1/200 1/100
113 1/200 1/100
114 1/200 1/800
115 1/400 NEG
116 1/400 NEG
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Pessoas IgM 19G
204 1/200 NEG
205 1/200 NEG
206 1/100 1/100
207 1/200 1/100
208 1/400 1/100
209 1/200 NEG
210 1/200 1/200
211 1/200 1/400
212 1/400 NEG
213 1/400 1/400
214 1/100 1/400
215 1/200 1/200
216 1/200 1/400
217 1/400 1/100
218 1/800 1/200
219 1/200 1/200

Pessoas IgM [o[€}
117 1/200 1/800
118 1/100 1/800
119 1/100 1/200
120 1/400 1/400
121 NEG 1/400
122 1/100 1/100
123 1/200 1/200
124 1/200 1/400
125 - 1/100
126 1/200 1/800
127 1/200 1/200
128 1/200 1/400
129 NEG 1/400
130 1/400 1/400
131 1/200 1/400
132 1/400 1/100
133 NEG 1/400
134 1/200 1/200
135 1/400 1/200
136 1/200 1/100
137 1/200 NEG
138 1/200 1/100
139 NEG 1/400
140 1/400 1/100
141 1/200 1/200
142 1/400 NEG
143 NEG 1/400
144 1/200 1/400
145 1/400 1/100

Pessoas IgM IgG
146 1/200 1/200
147 1/100 1/100
148 1/100 1/200
149 1/400 1/100
150 1/200 1/100
151 1/100 1/100
152 NEG 1/200
153 1/100 1/200
154 NEG 1/100
155 NEG 1/200
156 NEG 1/200
157 1/200 1/100
158 1/100 NEG
159 1/400 1/200
160 1/200 1/400
161 1/100 1/200
162 1/200 1/100
163 1/100 1/200
164 NEG 1/100
165 1/200 1/200
166 1/200 1/400
167 1/100 1/400
168 1/200 NEG
169 1/200 1/100
170 1/100 1/100
171 1/100 1/400
172 1/200 1/400
173 NEG 1/800
174 1/100 NEG

Pessoas IgM 19G
175 - -
176 1/100 1/100
177 1/200 1/400
178 1/200 1/400
179 1/100 1/100
180 NEG 1/100
181 1/100 1/800
182 1/200 1/800
183 1/200 1/200
184 1/200 1/200
185 1/200 1/800
186 NEG 1/800
187 1/100 1/200
188 1/200 1/100
189 1/200 1/800
190 1/100 1/400
191 NEG 1/800
192 1/100 1/100
193 1/400 1/200
194 1/100 NEG
195 1/100 NEG
196 1/400 1/400
197 1/100 1/100
198 1/400 1/100
199 1/400 1/100
200 NEG 1/200
201 1/200 1/400
202 1/100 NEG
203 1/200 1/400
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Pessoas IgM IgG Pessoas IgM IgG Pessoas IgM 19G Pessoas IgM IgG
1 1/100 1/200 34 1/400 NEG 67 NEG 1/100 100 1/400 1/200
2 1/100 1/100 35 1/100* 1/200 68 1/100 NEG 101 1/200 1/200
3 1/100 1/800 36 NEG NEG 69 1/400 1/400 102 - 1/200
4 NEG NEG 37 NEG 1/400 70 1/400 1/200 103 NEG NEG
5 1/400 NEG 38 NEG 1/200 71 1/100 1/100 104 1/100 1/100
6 1/400 1/100 39 1/200 1/800 72 1/200 1/100
7 NEG 1/400 40 1/200 1/200 73 NEG 1/400
8 - - 41 1/800 1/400 74 - 1/400
9 1/100 1/200 42 1/200 NEG 75 1/200 1/200

10 1/200 1/200 43 1/100 1/200 76 1/100 1/200
11 NEG 1/100 44 1/100 1/800 77 1/100 1/1600
12 NEG 1/200 45 NEG 1/400 78 1/400 1/100
13 1/100 1/100 46 1/100 1/100 79 1/400 NEG
14 1/100 1/200 47 1/100 NEG 80 1/100 NEG
15 1/100 1/200 48 1/100 1/100 81 1/200 1/100
16 1/100 NEG 49 1/200 1/200 82 1/400 NEG
17 1/200 1/400 50 1/200 1/200 83 1/100 1/100
18 1/400 1/100 51 1/400 1/100 84 NEG 1/100
19 1/100 1/800 52 1/100 1/200 85 1/200 1/800
20 1/100 1/400 53 1/100 1/400 86 1/200 1/400
21 1/200 1/400 54 1/200 1/200 87 1/100 1/400
22 1/100 1/200 55 1/800 1/100 88 NEG 1/100
23 1/200 1/800 56 NEG 1/400 89 1/100 NEG
24 1/100 1/400 57 1/400 1/200 90 1/400 1/100
25 1/400 1/200 58 1/100 NEG 91 1/200 1/200
26 NEG 1/400 59 1/100 1/100 92 NEG 1/400
27 NEG NEG 60 1/200 1/200 93 1/100 NEG
28 1/400 1/100 61 1/200 1/400 94 1/200 1/800
29 1/200 1/100 62 1/100 NEG 1/200 95 1/100 1/400
30 1/100 1/400 63 NEG 1/400 96 1/100 1/100
31 1/400 1/200 64 NEG NEG 97 NEG 1/800
32 1/100 1/800 65 1/200 NEG 98 1/100 1/100
33 1/100 NEG 66 1/100 NEG 99 1/200 1/200
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4.4.4 Caracterizacdo do Antigeno

Anélise do Filtrado de Cultura de B. pseudomallei por Eletroforese em Gel de
Poliacrilamida

Dois preparados obtidos por filtracdo de cultura de B. pseudomallei, conforme
descritos no item 3.4.1, foram submetidos a analise por eletroforese em gel de poliacrilamida
em condi¢bes desnaturantes (Fig. 19). O antigeno bruto exibiu padrdo tipico de
lipopolissacarideo (LPS), quando o gel foi corado com nitrato de prata especifico para LPS
(linhas 1 e 2). O gel corado com reagente coomassie blue (tiras 3 e 4) apresentou duas bandas

de proteinas, uma na posicdo 38kDa e outra na posicéao 21,4 kDa.

212,0 kDa
116,0
97,4

66,2

—_— 450

—_— 31,0

— 21,4

—_ 14,4

Figura 18. Eletroforese em gel de poliacrilamida de dois preparados
obtidos por filtracdo de B. pseudomallei . As tiras 1 e 2 mostram
deteccdo de LPS especifico ap6s coloracdo do gel com nitrato de
prata. As tiras 3 e 4 mostram deteccdo de proteinas apds coloracdo
com reagente comassie blue.

4.4.5 Reconhecimento Antigénico de Filtrado de Cultura de B. pseudomallei

O reconhecimento antigénico de filtrado de cultura de B. pseudomallei foi feito
por analise sob immunoblotting. Para tanto, foram testadas amostras com titulos baixos (1:100
ou 1:200) (Fig. 20) e amostras com titulos elevados de anticorpos IgG (1:800) e valores
variaveis de anticorpos IgM (Fig. 21). Nenhuma relagdo foi encontrada entre titulos de

anticorpos e positividade na analise por immunoblotting.
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Figura 19. Andlise de amostras de soro de individuos residentes em Banabuill com titulos

baixos de anticorpos 1gG e de IgM anti-B. pseudomallei. A tira 9 representa um controle
positivo para IgG e IgM anti-B. pseudomallei.

lgM 19G
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212.0kDa
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31.0

21.4
14.4

Figura 20. Anélise de amostras de soro de individuos residentes em Tejugcuoca com titulos
elevados de anticorpos 1gG e valores varidveis de IgM anti-B. pseudomallei
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Analise de bandas imuno-reativas mostrou reconhecimento de bandas de antigeno

na posicdo 45 kDa e na posicdo 200kDa. A maioria das amostras com titulos elevados

mostrou reatividade para as bandas proximas a 45 kDa e somente uma amostra mostrou

reatividade para ambas as bandas 45kDa e 200kDa. Em relagdo as amostras com titulos de

anticorpos baixos (Fig. 20), nenhuma banda foi encontrada para detec¢do de IgM e somente

uma amostra (tira 6) com titulos de IgG de 1:200 mostrou reatividade para 45 kDa. A tira 9

representa uma amostra de controle positivo.

Cinco amostras com titulos elevados de 1gG foram testadas quanto as subclasses

de IgG (Figura 21). Trés amostras indicaram anticorpos que reconheciam bandas de antigenos

na posicdo 45kDa e dois mostraram reatividade também para a banda 200 kDa. Os anticorpos

detectados eram do isotipo 1gG1 e/ou 1gG2 (Figura 22). Nenhuma amostra apresentou 1gG3

ou lgG4 (dados ndo mostrados).

212 kDa
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Figura 21. Deteccdo de subclasses de imunoglobulinas IgG1 e IgG2 contra antigenos de B.
pseudomallei obtidos por filtrado de cultura em individuos soropositivos por meio de

Immunoblotting.



5 DISCUSSAO
5.1 Parte 1 - Estudo Ambiental

O estudo mostrou que um numero considerdvel de amostras de solo apresentou
cepas suspeitas de serem B. pseudomallei. O sistema API20NE evidenciou 26 amostras com
elevado percentual de identificacdo. Embora a identificacdo de 6 cepas tenha sido inferior a

90%, as colobnias apresentaram morfologia caracteristica de B. pseudomallei.

O sistema API20NE € utilizado para identificagdo em estudos nas regides
endémicas e apresenta resultados variaveis. Ashdown (1979) relatou que a identificagéo de B.
pseudomallei foi apropriada por esse sistema. Outro sistema do mesmo fabricante, o API20E,
s0 identificou 50% das amostras da bactéria (THOMAS, 1983).

Estudo realizado entre os anos de 1986 e 1988 analisou 400 cepas de B.
pseudomallei de origem na Tailandia, Cingapura, Inglaterra e Blangadesh. O resultado foi
satisfatorio, pois identificou 97,7% (390) das cepas no primeiro teste. Duas cepas foram
identificadas como Pseudomanas fluorescens e B. cepacea no primeiro teste e outras ndo
foram identificadas. A realizacdo do segundo teste identificou 399 cepas da bactéria, somente
uma erroneamente foi identificada como Pseudomanas fluorescens (DANCE, 1989). Os
perfis numéricos mais comuns encontrados nesse estudo foram 1156577 e 1556577, diferindo
desta pesquisa, que evidenciou os perfis 1356577 e 1756577 como os mais prevalentes. E
interessante ressaltar ainda que, de forma semelhante ao experimento ambiental aqui
realizado, o estudo feito por Dance evidenciou também diversos perfis numéricos (17). Outra
semelhanca foi relacionada ao tempo necessario para identificacdo para ser completada, que
foi de 48 horas.

Posteriormente, Inglis (1998) relatou falsa identificacdo do sistema API20NE.
Entre 50 cepas provenientes da Cingapura, 6 foram identificadas como outras espécies e 4 ndo
foram identificadas. A espécie mais comumente encontrada foi C. Violaceum. Um estudo
comparou testes manuais, API20NE e API20E com sistemas automatizados Vitek 1 e Vitek 2
para a andlise de 103 cepas de B. pseudomallei. Os sistemas API20NE e API20E
apresentaram identificacdo de 98 e 99%, respectivamente. O ViteK 1 identificou 99% das
cepas, mas o Vitek identificou somente 29% delas (LOWE; ENGLER; NORTON, 2002).
Outro estudo avaliou o sistema Phoenix BD para a identificacdo da bactéria. Nenhuma cepa
de B. pseudomallei foi identificada. Esse sistema identificou 34 cepas como B. cepacea e 12
de outras espécies. Nesse estudo, as cepas foram submetidas a API20NE, que conseguiu
identificas quase todas, com excec¢éo de 1, cuja identificacdo foi C. violaceum (KOH et al.,
2003).



76

Contrariamente, dois estudos demonstraram baixa identificacdo de B.
pseudomallei pelo API20NE. Inglis (2005) identificou somente 37% (26) das 71 cepas
analisadas no oeste da Australia. Outro estudo evidenciou 0 a 60% de identificagdo correta da
bactéria (GLASS; POPOVIC, 2005).

Novamente, outro estudo veio a demonstrar boa performance do API20NE. Dessa
vez, foram testadas 800 amostras de B. pseudomallei e 127 outras espécies de Burkholderia.
Foram identificadas corretamente 99% das amostras de B. pseudomallei (792/800). Oito
especies foram identificadas incorretamente como C. violaceum (4); B. cepacea (2) e P.
aeruginosa (2). A repeticdo do teste mostrou 0 mesmo resultado. Para as outras espécies de
Burkholderia, o resultado foi inferior. A B. cepacea foi identificada corretamente em 89%
(17/19) das amostras. Duas foram identificadas erroneamente como P. fluorescens. A B.
mallei apresentou 10 cepas identificadas erroneamente como C. violaceum (2); P. aeruginosa
(1) e P. alcaligenes (1). A identificacdo de B. tailandensis foi insatisfatoria, pois 98 espécies
ndo foram identificadas. O sistema API20NE indicou que em 64%, essa espécie foi
identificada como B. cepacea (63); em 32% como B. pseudomallei (31) e em 4% como P.
aeruginosa (4) (AMORNCHAL et al., 2007).

Observa-se que esses estudos mostraram resultados varidveis na identificacdo de
B. pseudomallei pelo API20NE. Amornchal (2007) relata que a variagdo entre 37 a 99% pode
decorrer da interpretacdo dos testes de assimilacdo que podem apresentar dificil leitura.

Neste trabalho, 45% das amostras submetidas ao API20NE apresentaram perfil
inaceitavel. Entre essas amostras ndo identificadas, 4 espécies mostraram possibilidade de
serem B. pseudomallei. Ressalte-se, também, que 41,2% das amostras submetidas a esse
sistema identificaram outras espécies. Entre essas, a espécie com maior nimero de
identificacdo foi B. cepacea, com 37,3 % (28). As outras 47 espécies foram identificadas entre
16 especies diferentes. As mais comuns foram Pseudomonas aeruginosa, Ochrobactrum
anthropi, Wautersia paucula e Pseudomonas fluorecens. Os estudos mostram que o API20NE
identificou B. pseudomallei como outras espécies. As mais relatadas foram: C. violaceum, B.
cepacea, P. aeruginosa e Pseudomanas fluorescens (DANCE, 1989; INGLIS et al., 1998;
AMORNCHAL et al., 2007). Embora, C. violaceum esteja entre elas, neste experimento, sua
identificacdo ndo deixou duvidas em virtude da pigmentacdo preta das colénias nos meios

utilizados, demonstrando tratar-se de outra espécie diferente de B. pseudomallei.

Observe-se, portanto, a possibilidade de que outras espécies B. pseudomallei ndo
terem sido identificadas ou possam ter sido identificadas erroneamente como outra espécie

neste trabalho. E interessante notar que os estudos sobre a avaliagdo do API20NE s&o
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realizados para cepas ja confirmadas de serem B. pseudomallei. O sistema parece demonstrar
resultados satisfatérios quando a identificagdo ocorre para cepas previamente confirmadas.
Esse fato reforca a idéia que a identificagdo das 26 cepas foi correta, uma vez que morfologia
das colbnias encontradas foi caracteristica da bactéria, 0 que permitia elevado grau de
suspeicdo, necessitando somente de teste confirmatorio. Por outro lado, este estudo foi
realizado para identificacdo de cepas ndo analisadas por outro método de identificagdo. Nessa
circunstancia, o API20NE pode néo ser satisfatorio. Os achados de falsa identificacdo com
outras bactérias e de perfis inaceitaveis ja relatados também reforca a nocdo de que o
API20NE pode ndo ter mostrado boa performance nesta pesquisa para detectar todas as cepas

de B. pseudomallei.

Outra consideracao relativa a esse sistema é que, em sua maioria, os estudos de
avaliacdo do API20NE foram realizados em cepas de B. pseudomallei de origem clinica. Esta
investigacdo foi realizada em amostras ambientais de solo. Amornchal (2007) apontou que a
razdo para as diferengas na avaliagdo dos resultados do API120NE relatadas nos estudos findos

possa ser devido a diferencas fenotipicas entre isolados clinicos e ambientais.

Assim, o achado de 26 cepas de B. pseudomallei pelo API20NE foi relevante
neste estudo, no entanto, as considerages feitas ha pouco demonstram que estudos adicionais
moleculares sdo fundamentais para melhor avaliacdo da identificacdo da bactéria neste estudo,

e, consequentemente, para avaliar também esse sistema manual de identificagdo.

Quando se observa o resultado desse ensaio, torna-se essencial conhecer a
realidade de outras regifes. No sudeste da Asia, o isolamento de B. pseudomallei ocorre
principalmente na Tailandia, onde a bactéria ja foi recuperada no solo em 34,1% das amostras
coletadas (114/334) (WUTHIEKANUN et al., 1995). Em outros locais endémicos, a
positividade encontrada € menor e apresenta variacdo entre 1 a 12%. Na Austrélia, foi
relatado inicialmente o fato de que o isolamento ocorreu em 1,3% das amostras coletadas
(9/700) (THOMAS et al., 1979). Outro estudo australiano mais recente, realizado em trés
diferentes regides do Pais, evidenciou positividade em 3% das amostras coletadas (11/360)
(INGLIS et al., 2004). J& na Malésia, 11,6% das amostras recolhidas foram positivas (5/43)
(STRAUSS et al., 1969a). Neste estudo, o isolamento foi de 4,3% das amostras coletadas
(26/600), mostrando similaridade com regiGes que, embora consideradas endémicas, nao

apresentam isolamento ambiental elevado como a Tailandia.

A B. pseudomallei é dificil de ser isolada em solo (INGLIS; SAGRIPANTI,

2006). A despeito da ocorréncia da doenca, a bactéria nem sempre é isolada em solo ou agua,
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como mostram alguns estudos ambientais em areas endémicas. O numero de isolados no

estudo do Ceard, portanto, é considerado relevante quando esses aspectos sdo considerados.

Estudo realizado no Vietnd evidenciou que 8 oito dos 9 sitios que apresentaram
isolamento de B. pseudomallei eram proximos as casas de pacientes que tinham sido
internados com diagndstico de melioidose (PARRY et al.,1999). No norte da Australia, um
projeto de vigilancia ambiental de melioidose também mostrou que sete locais de isolamento
eram associados a casos da doenga (INGLIS et al., 2004). Neste estudo, a pesquisa da bactéria
foi realizada em sitios proximos as casas dos pacientes que tiveram casos graves de
melioidose. Em Tejucguoca esses sitios foram: no quintal da casa (1T); no rio Caxitoré a 290
metros de distancia da casa (3T); em local de alagamento durante quadra chuvosa, situado a
350 metros da casa (4T); e em local de criacdo de animais ao lado da casa (5T). Em Banabuil
os sitios foram: no quintal da casa (1B); embaixo de uma arvore ha cerca de 350 metros da
casa (2B); em local de alagamento durante quadra chuvosa em area adjacente a casa (4B). O
Municipio de Tejucuoca apresentou 76,9% (20/26) de todas as amostras positivas. O sitio 3T,
o0 rio Caxitoré, indicou maior niumero de isolamentos de todos os sitios pesquisados, com 0
percentual de 57,6% (15/26) das amostras positivas do estudo. Neste sitio, a coleta ocorreu em
uma barragem situada a 290 metros da casa. A investigacao epidemiolégica do surto em 2003
identificou a possibilidade de que provavelmente os pacientes tiveram uma fonte comum e
simultanea de contaminacgdo. Dois dias antes do inicio dos sintomas da doenca, 0s pacientes
tomaram banho na barragem logo apds o escoamento das primeiras dguas das chuvas, levando
a ser considerado como local de contaminacdo (ROLIM et al , 2005). O isolamento de B.
pseudomallei nesse sitio indica que o provavel local de contaminacgdo do surto em 2003 foi a

barragem.

O isolamento de B. pseudomallei em sitos de criagdo de animais foi observado em
um estudo realizado em curral de caprinos em Townsville, na Australia, que mostrou
isolamento, principalmente, onde os animais buscavam abrigo embaixo de uma mangueira e
uma figueira (THOMAS et al., 1979). Neste estudo, a bactéria foi isolada no sitio 5T, um
curral de caprinos localizado ao lado da casa do surto em Tejuguoca. Quatro sitios que
ficavam embaixo de arvores foram responsaveis por 30,7% (8/26) das amostras positivas: o
sitios 1T e 1B, localizados, respectivamente, embaixo de uma arvore na parte posterior da
casas em Tejucuoca e Banabuiu; o sitio 2B, uma mangueira em Banabuil. Nestes sitios, que

ficavam a sombra de arvores, ndo havia presenca de animais.

Em Banabuid, o isolamento ocorreu no sitio 4B, area de cultivo agricola de milho,

ao lado da casa. A melioidose é amplamente conhecida por acometer agricultores de
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plantagdes de arroz na Tailandia (SUPUTTAMANGKOL et al., 1994). A bactéria também foi
isolada em plantacBes de arroz nesse pais (WUTHIEKANUN et al, 1995). Nas duas regides
estudadas, ndo ha plantacdes de arroz. A agricultura de ambas as regifes é baseada no cultivo
de milho e feijdo, mas somente de subsisténcia. O cultivo de mandioca também ocorre,
embora em pouca quantidade. Dos sitios estudados somente o sitio 4B era local de cultivo e a
plantagdo existente durante o periodo chuvoso foi de milho. Nesse sitio, B. pseudomallei foi
isolada em 3 ocasides, sendo uma durante a estacdo chuvosa (abril) e outros duas no final da
quadra chuvosa (junho). Esse campo de plantagdo de milho, adjacente a casa de uma paciente
que teve melioidose, fica alagado no inverno, pois é leito de um riacho. Na estacdo seca,
permaneceram somente as raizes secas da plantacdo. Como o arroz, o milho é uma planta
graminea da familia Poaceae. Varias espécies de Burkholderia desenvolvem interacdo
benéfica com plantas e raizes e algumas destas espécies tém capacidade de fixar nitrogénio
atmosférico ao redor das raizes de plantas (COENYE et al., 2003; INGLIS; SAGRIPANTI,
2006). Burkholderia sp foi associada experimentalmente a plantagdo de milho no México em
2002 (BRAMER et al., 2001). Isolados do género Bulkholderia o foram em plantacdes de
milho e cana-de-acUcar no Rio de Janeiro. Uma nova espécie, denominada propostamente de
Burkholderia silvatlantica SP, foi recentemente isolada da rizosfera do milho no Rio de
Janeiro (BRAMER et al, 2001). A associacio da bactéria com plantas ¢ fundamental para
determinar se a vegetacdo pode ser utilizada como marcador de contaminacdo ambiental ou
para bio-remediacdo de solos contaminados (INGLIS; SAGRIPANTI, 2006).

Quanto a profundidade de isolamento da bactéria, também se evidenciou que a B.
pseudomallei € mais comumente isolada entre 25-45 cm em estudo realizado em Quensland,
Australia (THOMAS et al., 1979). O Unico isolamento deste estudo em superficie ocorreu no
periodo de chuvas (THOMAS et al., 1979). Outro estudo realizado no nordeste da Tailandia
mostrou que o isolamento de 44 amostras positivas no periodo de chuvas aumentava
progressivamente com a profundidade, sendo 60cm o maximo de profundidade pesquisado
neste periodo (WUTHIEKANUN et al., 1995). Dessas 44 amostras, somente uma cepa foi
isolada na superficie. Ja no periodo seco, 70 amostras foram isoladas de maneira uniforme de
30 a 90 cm de profundidade, entretanto, com exce¢do de 1 sitio , todos 0s outros eram locais
de cultivos e eram alagados (WUTHIEKANUN et al., 1995). Diferentemente do estudo
australiano, a pesquisa tailandesa evidenciou que a profundidade estava relacionada com a
mudanca do tipo de camada do solo; nesse estudo, 0 solo permaneceu arenoso até 120 cm
(WUTHIEKANUN et al., 1995). Além disso, tem sido mostrado que o isolamento da bactéria

tem relacdo com a quantidade de &gua residual que aumenta com a profundidade (INGLIS;



80

SAGRIPANTI, 2006). Outras caracteristicas fisicas do solo, como tamanho das particulas,
conteido orgénico e propriedades hidrofilicas, também parecem afetar a sobrevivéncia da
bactéria (INGLIS; SAGRIPANTI, 2006). Neste estudo, 17(65,3%) de 26 amostras, 0
isolamento ocorreu também entre o intervalo 20 a 40 cm. Ademais, vale ressaltar que, destas
17 amostras, 10 (58,8%) ocorreram durante 0os meses secos. Diferentemente também de outras
regides, dois isolamentos na superficie ocorreram no periodo sem chuvas, quando a superficie

estava seca.

Os isolamentos ocorridos em periodos sem chuvas foram em locais proximos a
agua e talvez estejam relacionados com a capacidade de retencdo de umidade em camadas
mais profundas do solo. Os dois isolamentos na superficie do solo também podem ter relacdo

com outras caracteristicas ainda ndo conhecidas que permitam a sobrevivéncia da bactéria.

A associacdo de melioidose com o periodo de chuvas é bem evidenciada. Nas
principais areas endémicas, Australia e Tailandia, hd maior prevaléncia de casos da doenca no
periodo de chuvas (8, 30). Formas graves da doenca mostraram associacdo com chuvas
ocorrendo nos primeiros 14 dias apés o inicio das chuvas (CURRIE; JUCUPS, 2003). Todos
0s casos confirmados até o momento no Brasil ocorreram durante estacdo chuvosa e o surto
de Tejucuoca teve importante relacdo com o periodo de chuvas (ROLIM et al., 2005).
Recente estudo na Malasia demonstrou que essa associagdo € menor do que em outras areas
endémicas (SAM; PUTHUCHEARY, 2007). Ja em Cingapura, ndo parece haver correlacdo
entre a ocorréncia de casos e estacdo chuvosa (HENG et al, 1998). Além da associacdo de
casos da doenca e chuvas, o isolamento da B. pseudomallei em solo e agua também foi
demonstrado durante a estacdo chuvosa (NACHIANGMAI et al., 1985). O estudo australiano
em Townsville mostrou isolamento de 12 cepas de solo e dgua sendo sete durante o periodo
de chuvas e cinco antes do inicio das chuvas (THOMAS et al.,1979). Estudo tailandés
evidenciou também o isolamento na estacdo seca, embora outros fatores possam ter
influenciado esse resultado como os sitios de coleta em locais de cultivo (alagados) ou coleta
de aliquota maior de terra no periodo seco (WUTHIEKANUN et al., 1995). Nesse estudo,
porém, o isolamento de Burkholderia pseudomallei ocorreu no final da quadra chuvosa e nos
meses secos. Catorze amostras foram positivas (53,7%) e ocorreram durante o periodo seco,
embora em rio ou reservatorio que acumulam agua no periodo de chuvas (pontos 3T e 4B).
Sendo assim, o isolamento de B. pseudomallei durante o periodo seco poderia ser explicado
pela manutencdo da umidade no solo, j& que os isolados ocorreram mais freqiientemente
nestes locais, entretanto ndo se pode esquecer de que caracteristicas bioGticas e abidticas

devem influenciar de maneira decisiva na manutencdo deste microrganismo.
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O crescimento de B. pseudomallei requer temperatura razoavelmente alta,
aumento da umidade e chuvas consistentes (CHAMBON, 1955). A melioidose € uma doenca
que predominantemente ocorre em clima tropical e subtropical e provavelmente a temperatura
ambiental influencia a distribuicdo da bactéria que tem melhor crescimento in vitro em
temperaturas entre 37-42° C (DANCE, 2000a). E peculiar a caracteristica ambiental dos dois
locais estudados que pertencem a uma regido do Brasil, de clima semi-arido, e que possui
vegetacdo tipica de pequenos arbustos denominada de caatinga, uma tipica e nativa mata que
predomina na maior parte do Nordeste brasileiro. Este tipo de vegetacdo tem a capacidade de
adaptacdo aos longos periodos de auséncia de chuvas observados nesta regido. Geralmente
apresentam indice pluviométrico baixo e ndo h& grande variacdo de temperatura durante o
ano. Assim sendo, o isolamento de B. pseudomallei neste estudo foge as condigdes de

pluviometria, temperatura e umidade observadas em outros locais.

O isolamento de B. pseudomallei foi descrito em camada de solo argiloso
(THOMAS et al., 1979). Oito de 9 isolados em solo e 3 cepas de agua lamacenta foram
isolados de profundidade variando entre 25-45 cm e coberto por camadas de argila arenosa
marrom até argila média. Acredita-se que o isolamento no periodo seco nesse estudo possa ter
sido relacionado com a retencdo de umidade pela camada argilosa que predomina até 5 a 6
metros de profundidade no local pesquisado. Nas duas areas estudadas em Tejuguoca e
Banabud, o solo foi classificado como litélico. Este tipo de solo é pouco desenvolvido, raso
(15 a 40 cm) e quase sempre apresenta pedregosidade e rochosidade na superficie. Sua textura
pode ser arenosa, média, argilosa e com presenca de cascalhos. Além disso, sdo suscetiveis a
erosdo em virtude da limitacéo por falta de 4gua, correm risco de salinizacdo. Observa-se que
a argila presente nos solos litélicos condiciona comportamento também extremo a estes solos
em relacdo ao periodo de chuvas e seca. Na estiagem, o solo torna-se ressecado, fendilhado e
muito duro. Durante as chuvas ficam encharcados e pegajosos, dificultando o manuseio
agricola (FUNCEME, 2008). O isolamento da bactéria no periodo sem chuvas possivelmente
tem relagdo com essa capacidade de adaptagé@o ao tipo de solo presente na regido nordestina.
Novamente parece haver condic¢des bioticas e abidticas que propiciam o desenvolvimento da
B. pseudomallei nessas regides, uma vez que, mesmo condigdes extremas do solo litélico ndo
impedem o crescimento e a permanéncia da bactéria. Além disso, é notavel a capacidade que
a B. pseudomallei tem de sobreviver a condicOes adversas, de forma viavel sem nutrientes
(INGLIS; MEE; CHANG, 2001; INGLIS; SAGRIPANTI, 2006).

Embora Banabuil tenha apresentado nimero de isolamentos inferior a Tejucguoca,

é consideravel o isolamento de B. pseudomallei do estudo. Uma caracteristica foi similar aos
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dois municipios - os sitios de isolamento: os sitios proximos a rios ou em locais de

alagamento (sitios 3 e 4) foram os que tiveram maior isolamento.

A profundidade do isolamento mostrou diferenga entre 0os municipios. Embora
cada municipio tenha apresentado somente 3 isolamentos em superficie, Banabuil s6 os
apresentou durante o periodo chuvoso, enquanto Tejucuoca o fez somente no periodo sem
chuvas. O numero de isolamentos em superficie foi pequeno para permitir analise mais
detalhada, no entanto, chama a atencéo o isolamento n&o ter sido limitado apenas ao periodo
de chuvas como se observou em Tejucuoca. Embora, nesse caso, tenha ocorrido em sitios
préximos de &gua, no periodo sem chuvas, o solo na superficie costuma ser muito seco e, as
vezes, até fendilhado. Outra diferenca observada foi o isolamento de B. pseudomallei em
periodos com pluviometria diferente nos dois municipios. Todos os isolamentos no Municipio
de Banabuil se deram na estacdo chuvosa. Ja em Tejuguoca, os isolamentos, embora tenham

ocorrido no periodo com chuvas, foram predominantes na fase sem chuvas.

Esses achados divergentes encontradas nos dois municipios ndo parecem estar
relacionados as caracteristicas diferentes dos dois locais, uma vez que esses tém componentes
ambientais similares relacionados a composicdo de solo, indice pluviométrico, temperatura e

vegetacéo.

Novamente reforca a demonstracdo da presenca da bactéria em diferentes regides
do Estado do Ceard, como também sua capacidade de desenvolvimento em situacbes menos

favoraveis presentes na regido do Nordeste do Pais.

As observacOes das caracteristicas dos isolamentos da B. pseudomallei e sua
relacdo com o ambiente dessas regides permitiu o estudo de suas reservarias. Demonstrou-se
que os dois locais, apesar de situarem-se em diferentes regiGes do Estado do Ceard,
apresentam caracteristicas ambientais semelhantes. A principio, essa regidao muito seca parece
indspita ao desenvolvimento da bactéria, que tem preferéncia por umidade. Algumas
observacBes apontam para essa possibilidade como caracteristicas climéaticas e de solo
diferentes de outras regides endémicas. A temperatura elevada nesta regido, apesar de poder
favorecer a multiplicagdo da bactéria, ndo explicaria, de forma individual, as particularidades
dessa regido ndo observadas em outras areas onde a melioidose é endémica, demonstrando
que possivelmente algumas caracteristicas proprias dessa regido, como a composicao do solo,
talvez possam favorecer de alguma forma a distribuicdo e a multiplicacdo da bactéria no

Nordeste do Brasil.
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5.2 Parte 2 - Inquérito Soroepidemiologico

Um teste soroldgico, para que seja considerado ideal para melioidose, deve ser
sensivel, especifico, rapido, simples e de baixo custo. Esse teste deve ser capaz de fornecer
resultado para uma decisao inicial marcante, para monitorar a progressdo da doenca e para
avaliar o seu impacto epidemiolégico (CHENTHAMARAKSHAN; VADIVELU,
PUTHUCHEARY, 2001). Observa-se que a presenca dessas caracteristicas ¢ também ideal
para a maioria das doencas infecciosas. Para o diagnostico de melioidose, no entanto, talvez
tenha importancia ainda maior. Quando se analisa as caracteristicas da doenca e os resultados
de testes soroldgicos, é possivel entender melhor essa afirmacdo. Com esse propdsito, varios
testes soroldgicos para melioidose foram desenvolvidos usando uma variedade de antigenos,
entre eles, a hemaglutinacdo passiva indireta (HIA) (LEELARASAMMEE, 1985; HAMBIE,
1997), a imunofluorescéncia indireta (IFI) (ASHDOWN, 1979, 1987; VADIVELU et al.,
1995) e ELISA (ASHDOWN, 1989; ANUNTAGOOL, 1993).

Os testes sorologicos utilizados nao foram suficientemente sensiveis ou
especificos para deteccdo no estadio precoce da doenca. Ao mesmo tempo, alguns desses
testes, tais como fixacdo de complemento, HIA e IFI, podem apresentar resultados negativos
na sepse aguda decorrentes da melioidose (ALEXANDER et al., 1970; CHAOWAGUL et al.,
1989). Vale ainda ressaltar que, em &reas onde a melioidose é endémica, altas taxas de
positividade de anticorpos sdo observadas (ASHDOWN; GUARD, 1984; KANAPHUN et al.,
2003); o que prejudica a especificidade diagndstica da doenca (CHANTRATITA, 2007).

A cultura microbioldgica € o teste padrdo-ouro para o diagnostico de melioidose.
O teste soroldgico, todavia, € comumente usado, particularmente em regides de recursos
pobres que ndo tém facilidades de realizar cultura microbioldgica (TIYAWISUTSRI et al.,
2005). Acredita-se que hospitais de areas rurais de regides endémicas talvez tenham maior

acesso a testes soroldgicos do que a culturas microbiologicas (CHANTRATITA et al., 2007).

Assim, alguns fatores limitam o uso dos testes soroldgicos em regides endémicas.
Eles apresentam sensibilidade e especificidade baixas, ndo sendo capazes de realizar o
diagnéstico na fase aguda da doenca, o que prejudica o conhecimento da situacdo

epidemioldgica em regides com poucos recursos tecnologicos.

Os anticorpos contra B. pseudomallei sdo empregados como marcadores
epidemioldgicos em regides onde ndo se sabe se a doenca € endémica e em regides nao
endémicas (TIYAWISUTSRI et al., 2005).
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Neste estudo, foi possivel isolar B. pseudomallei de amostras do solo em
Tejucuoca e Banabuil, onde houve casos anteriormente confirmados de melioidose. Assim,
realizou-se um inquérito soroepidemioldgico na populacéo residente nessas localidades, com
objetivo de avaliar exposicdo prévia a B. pseudomallei. Neste contexto, empregou-se o teste
soroldgico como ferramenta epidemioldgica, uma vez que nao ha informacdes disponiveis no
Brasil. A populacéo residente nessas areas apresentou anticorpos contra a bactéria. Observou-
se soroprevaléncia de 51,3% para isotipos IgM e 58,5% para isotipo 1gG.

Inquéritos soroepidemiologicos em regides endémicas de outros paises sao feitos
principalmente pela técnica de hemaglutinacdo passiva indireta (HIA) (TIYAWISUTSRI et
al., 2005; CHANTRATITA et al., 2007), em decorréncia da sua facilidade de execucao.

O teste foi primeiramente desenvolvido para diagndstico sorol6gico em cabras
(ILERI, 1965) e, logo em seguida, para diagnéstico sorolégico em humanos (ALEXANDER
etal., 1970).

Outros testes soroldgicos propostos foram os testes imunoenziméaticos em fase
solida (ELISA). Muitas tentativas prévias foram realizadas, buscando melhorar a acuracia dos
testes soroldgicos para melioidose, mediante a utilizacdo de uma variedade de preparacdes
antigénicas nos testes (PETKANJANAPONG et al., 1992; VADIVELU et al., 1995;
DHARAKUL et al.,, 1997; CHENTHAMARAKSHAN; VADIVELU; PUTHUCHEARY,
2001; SIRISINHA, 1991). Embora vérios tenham sido desenvolvidos, nenhum pode ser
considerado padréo, ndo podendo haver, dessa forma, a comparabilidade entre laboratérios
diferentes (SU et al., 2007).

Analisando-se os estudos prévios, verifica-se que um dos primeiros estudos de
soroprevaléncia de anticorpos contra B.pseudomallei foi realizado na Malésia em 1969, que
mostrou positividade variando de 1,9 a 15,8% em 1592 individuos assintométicos (STRAUSS
et al, 1969b). Em 1984, em Queensland, Australia, 9047 individuos assintomaticos foram
testados e 5,7% (517) foram positivos (ASHDOWN; GUARD, 1984). Em 1993, no Vietng,
em 406 individuos assintomaticos selecionados ao acaso, a soroprevaléncia variou de 6,4 a
31,8% (PHUNG; QUYNH; DANCE, 1993). Outro estudo de 1987 em Hong Kong, realizado
em 275 pacientes com doenca pulmonar de base em um sanatério de tuberculose, mostrou
positividade de 14% (39 pacientes) (SO et al., 1987). Um estudo classico, realizado em 1000
criancas em 1991, mostrou que no nordeste da Tailandia, 80% das criangas ap0s quatro anos
de idade apresentam anticorpos para Burkholderia pseudomallei (KANAPHUN et al., 1993).
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Em Cingapura, em 1998, foi avaliado grupo populacional de 1854 doadores de
sangue assintomaticos que apresentou soropositividade de 0,2% (HENG et a.l, 1998). Dois
estudos foram realizados em Taiwan. O primeiro, em 2004, analisou 600 doadores de sangue
sadios nas regides norte, central e sul de Taiwan e encontrou 2,8 a 5% de infeccdo
assintomatica. Ndo foram demonstradas areas hiper-endémicas em Taiwan (CHEN et al.,
2004). O estudo seguinte, em 2005, realizado em 365 pacientes com diabetes, evidenciou
positividade em 3% desses pacientes (CHEN et al, 2005). Na Papua Nova Guiné em 2007,
747 criancas entre 8 e 13 anos de idade realizaram sorologia cuja prevaléncia de positividade
foi 8,2%. J& no Camboja, entre dezembro de 2005 e abril de 2006, 968 criancas sadias entre o
nascimento e 16 anos foram submetidas a teste soroldgico cujo resultado mostrou 16 % (159
criancas) de soropositividade (WUTHIEKANUN et al, 2008). Todos esses estudos utilizaram
teste de hemaglutinacdo passiva indireta, com excecao dos estudos em Taiwan, que usaram

testes imunoenzimaticos.

Quando se compara o resultado de estudos soroldgicos realizados em areas do
sudeste da Asia e da Australia, observa-se que a prevaléncia deste estudo foi superior as
relatadas na Australia, Vietnd, Malasia, Cingapura, Hong Kong, Taiwan, Papua Nova Guiné e
Camboja, que tiveram valores entre 0,2 a 31,8%. A soroprevaléncia observada no Ceara pode
ser considerada elevada, ja que o resultado foi mais proximo dos encontrados na Tailandia,
que é o pais de maior endemicidade para a melioidose.

Wuthiekanun et al. (2008) encontraram uma soroprevaléncia de 16% em criancas
entre o nascimento e 16 anos de idade no Camboja e a positividade aumentou com a idade. A
observacao deste estudo que os niveis de IgM anti-B. pseudomallei decrescem com a idade,
enquanto os niveis de 1gG anti-B. pseudomallei elevam-se no decorrer da idade, suporta a
idéia que idades precoces sdo representativas de infeccdo bacteriana recente e que idades
tardias representam estado de infeccdo cronica. Ashdown (1981) demonstrou que somente
pacientes com melioidose clinica apresentavam anticorpos do isotipo IgM detectaveis, 0s
quais permaneciam por periodos variaveis, de 3 meses até 2 anos. Por outro lado,
Chenthamarakshan (2001) encontraram niveis elevados de anticorpos do isotipo IgM em seu
grupo-controle, com variacdo de titulos entre 1:50 a 1: 3200, enquanto 0 grupo de risco
mostrou titulos abaixo de 1:100. Considera-se, aqui, um cut-off de 1:250 para ambos, IgM e
IgG. De acordo com os autores (CHENTHAMARAKSHAN et al, 2001), niveis elevados de
IgM em controles ndo doentes podem ser encontrado em virtude da exposi¢cdo ambiental

continua ao microorganismo.
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A associacdo entre agricultores e trabalhadores da construcdo civil e presenca
anticorpos positivos reforca a observagédo de que trabalhadores freglientemente tém exposigédo
a bactéria (SUPUTTAMONGKO et.al., 1999), mas necessariamente ndo desenvolvem a
doenca, o que foi evidenciado neste relatério de pesquisa. Outros estudos favorecem esse
argumento, ao mostrar caracteristicas semelhantes, como o0s realizados na Malasia
(STRAUSS et.al., 1969b) e no Vietna (PHUNG; QUYNH; DANCE, 1993), que evidenciaram
elevada prevaléncia de soropositividade em plantadores de arroz. De forma semelhante, em
Cingapura, houve maior prevaléncia em trabalhadores da construcdo civil estrangeiros,

quando comparados aos trabalhadores da construcéo civil locais (HENG et a.l, 1998).

Estudo preliminar em Tejuguoca e Banabuil, em amostra pequena, havia
evidenciado maior prevaléncia em mulheres, o que poderia ter relacdo com maior exposicdo a
agua, em razao da atividade doméstica, comum a esse grupo em areas rurais, isto €, a lavagem
de roupas (ROLIM et.al., 2005). N&o foi encontrada associagdo com sexo, tampouco com a
atividade de lavagem de roupas. As outras variaveis investigadas que ndo demonstraram
associacdo com positividade foram a localidade, os rios ou agudes frequentados pela
populacdo, moradia prévia, deslocamento entre regides do Estado do Ceara ou entre regides

do Brasil.

A falta de especificidade dos testes soroldgicos pode decorrer das elevadas
percentagens de resultados positivos entre individuos sadios de areas endémicas, bem como
da presenca de anticorpos resultante de reacfes cruzadas com infeccdes ocasionadas por
Legionella ou Pseudomonas (ASHDOWN, 1981; LEELARASAMMEE et al., 1985;
CHAOWAGUL et al., 1989).

Acredita-se que, em areas endémicas, a soropositividade elevada decorre de
exposicdes persistentes a B. pseudomallei (CHANTRATITA et. al.,, 2007). De forma
semelhante, o achado de elevada positividade deste estudo pode resultar das frequentes
exposicoes das pessoas residentes em areas rurais com o solo e a agua de represas e dos rios.
O achado do aumento dos titulos de IgG com o progredir da idade corroboraria esta

constatacao.

Outra consideracdo sobre a especificidade diz respeito a possibilidade de reacdes
cruzadas a outras espécies de Burkholderia. E postulada a idéia de que a soropositividade,
além de poder resultar de exposicao prévia a B. pseudomallei, poder também ser relacionada a
outras espécies de Burkholderia (CHANTRATITA et al., 2007). Particularmente, poderia ser
resposta imunoldgica a uma espécie antigenicamente similar, mas raramente patogénica, a B.

thailandensis, presente na Tailandia.
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Um estudo foi realizado na Tailandia para definir se pacientes com cultura
positiva para melioidose tem anticorpos com reacgdo cruzada para B. pseudomallei, B. mallei e
B. thailandensis presentes em testes de hemaglutinagdo indireta modificada
(TIYAWISUTSRI et al., 2005). Durante o periodo de junho a outubro de 2004, a pesquisa foi
realizada em 117 soros de pacientes com melioidose. Os titulos de anticorpos foram idénticos
em 46 (39%) dos 117 casos. Anticorpos B. thailandensis ndo foram identificados em 98
(84%) amostras. O resultado desse estudo mostrou ser improvavel que os testes de IHA para
B. pseudomallei sejam confundidos com anticorpos contra B. thailandensis, mas que o teste é
incapaz de distinguir entre infeccdo por B. pseudomallei e B. mallei. A exposicao individual a
B. thailandensis provavelmente ndo interfere no resultado de IHA para B. pseudomallei
(TIYAWISUTSRI et al., 2005).

A relacdo antigénica entre B. pseudomallei e B. mallei ja tinha em sido observada
anteriormente, quando um estudo evidenciou reacdo cruzada de antigenos de B. mallei por
anticorpos contra B. pseudomallei (ANUNTAGOOL; SIRISINHA, 2002). Em adicéo, existe
aumento de evidéncia de relacdo de proximidade filogenética baseada em seqiiéncia de
genomas e tipagem de sequéncia multilocus (HOLDEN; TITBALL; PEACOCK, 2004;
TIYAWISUTSRI et al., 2005). Os autores desse estudo consideraram improvavel que os
pacientes tenham exposicdo a B. mallei, pois 0 mormo nao ocorre na Tailandia. Quanto a B.
thailandensis, os autores discutem que a auséncia geral ou baixos titulos para B. thailandensis
na populacdo de pacientes indica que a exposicdo ambiental a esse organismo ndo é

imunogeénica ou que esses anticorpos ndo sao detectaveis por HIA.

Esses achados podem suscitar duvidas quanto a existéncia de espécies similares
nas regides estudadas, o que poderia indicar resultado falso-positivo. O mormo ja foi descrito
no Estado do Ceara (SANTIAGO, 2000), mas ndo parece ser um problema prevalente,
malgrado a possibilidade de n&o haver registro adequado no Pais. E improvavel que a elevada
soropositividade evidenciada no Estado do Cearéa seja secundaria a exposicdo a B. mallei, pois

nessa situacdo a doenca em animais seria evidenciada.

Acredita-se que a diferenca na ocorréncia da doenca na Tailandia possa decorrer
da existéncia de B. thailandensis, considerada de baixa viruléncia, na regido Sudeste do Pais,

onde a prevaléncia é bem menor do que na regido Nordeste (WUTHIEKANUN et al., 2006).

Outra observacao a ser considerada é a diferenca das taxas de soropositividade
entre Tailandia e Australia. Tiyawisutsri (2005) considera que poderia ser explicada pela néo-
presenca de B. thailandensis na Australia, embora ressalte que a explicacdo para essa

diferenga permanece ndo esclarecida. Acrescenta também ser improvavel que a intensidade de
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exposicao seja responsavel pela manutencdo de soropositividade no Sudeste da Asia, como se
evidencia nas taxas de soropositividade entre imigrantes procedentes da regido Sudeste da
Asia na Austrélia.

A existéncia de B. thailandensis ndo é restrita a Tailandia, e foi isolada em caso
clinico nos EUA (GLASS et al., 2006) e recentemente isolada na Austrdlia (LEVY et al.,
2008). Diante desse contexto, a presenca de B. thailandensis poderia ocorrer no solo cearense
e levar a resposta de anticorpos com reacdo cruzada. Algumas evidéncias, todavia, falam
contra essa possibilidade nessas duas regides. Primeiramente, a elevada soropositividade que
se aproxima da encontrada na Tailandia; a presenca consideravel de B. pseudomallei em solo
demonstrado neste experimento; e a presenca de casos graves de melioidose. Ressalte-se,
ainda, o relato da ndo-interferéncia da B. thailandensis no resultado de IHA, embora essa
técnica seja diferente da utilizada neste estudo; além disso, a recente evidéncia de B.
thailandensis na Austrdlia, que possivelmente ndo explicaria exclusivamente a

soropositividade menor do que a observada na Tailandia (LEVY, et al., 2008).

O uso de antigeno ndo caracterizado ou bruto, como antigenos de células inteiras e
antigenos de cultura filtrada, talvez possa contribuir com marcada reacdo cruzada com outras
infeccdes bacterianas (ASHDOWN et. al., 1989; KUNAKORN et.al., 1990). Estudos que
utilizam antigenos purificados, como lipossacarideos ou exopolissacarideos, sdo conduzidos.
No entanto, eles sdo avaliados em pequenas colecfes de amostras e demonstram ampla
variacdo de sensibilidade e especificidade (PETKANJANAPONG et al., 1992; DHARAKUL
etal., 1997) .

Estudo realizado recentemente, numa populacdo singular de pacientes, definida
como altamente suspeita de ter melioidose no nordeste da Tailandia, comparou teste de
ELISA com suporte em antigeno bruto ou purificado (lipossacarideos, exopolissacarideos e
antigeno purificado) (CHANTRATITA et al., 2007). Além disso, foram avaliadas as
respostas de anticorpos em relacéo a diferentes combinagfes de preparacdes desses antigenos
contra B. pseudomallei e também a reacdo cruzada de antigenos contra B. pseudomallei e
B.thailandensis. Foram realizados 6 testes sorologicos para B. pseudomallei: 5 testes de
ELISA e 1 teste de hemaglutinacdo indireta (IHA). Os 5 antigenos investigados no ELISA
foram: Ag bruto de B. pseudomallei; antigeno purificado; exopolissacarideos e
lipossacarideos (EPS + LPS); lipossacarideos (LPS); exopolissacarideos (EPS). Outro teste
foi com antigeno bruto de B.thailandensis.

Os testes foram realizados em 322 pacientes suspeitos de ter melioidose

admitidos a hospital tailandés, entre os meses de junho e outubro de 2004. A B. pseudomallei
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foi isolada em 120 desses pacientes suspeitos. Entre os cinco testes de ELISA avaliados como
diagnosticos para melioidose no nordeste da Tailandia, o melhor resultado ocorreu com
antigeno avido-purificado (sensibilidade, 82%; especificidade, 72%) e antigeno bruto de B.
pseudomallei (sensibilidade, 81%; especificidade, 70%). O teste de ELISA anti-IgG contra B.
pseudomallei representou melhora sobre o teste de hemaglutinacdo indireta. O ELISA para
B.thailandensis mostrou estreita relacdo com ELISA para B. pseudomallei contendo LPS, o
que foi consistente com relatos prévios de similaridade entre os dois antigenos
(CHANTRATITA et al., 2007).

Em relacdo a preparacdo do antigeno de B. pseudomallei filtrado em cultura, o
estudo h& pouco referido demonstrou que o antigeno bruto apresenta boa correlagdo com
solucBes de antigenos que contém lipossacarideos (LPS) e com solugfes que contém LPS e
exopolissacarideos, mas ndo com exopolissacarideos isoladamente. Os antigenos brutos de B.
pseudomallei e antigeno purificado apresentaram melhor perfomance. O antigeno bruto para
ELISA é considerado boa vantagem para propostas soroepidemiolégicas principalmente
porque é de facil obtencdo, entretanto, para propostas clinicas o valor preditivo ainda ndo esta
elucidado (CHANTRATITA et al, 2007).

Outro estudo avaliou 5 diferentes antigenos: o antigeno 19,5 KDA; um extrato de
celula bruto, um antigeno 39,0 kDa e um antigeno de afinidade imunoldgica purificado.
Todos foram usados em soros de pacientes com sepse por melioidose por meio de teste de
hemaglutinacdo indireta. Os resultados foram comparados com outras infeccdes bacterianas e
soros normais em areas endémicas e ndo endémicas. A andlise de SDS-PAGE da maioria dos
componentes imuno-reativos de B. pseudomallei examinados com anticorpos IgG ou IgM
exibiam massas moleculares entre 33 kDa e 66 kDa. A maioria dos componentes de baixo
peso molecular foram pobremente imunogénicos e somente o polipeptideo 19,5 kDa reagiu
fortemente com anticorpo IgG presente no soro de referéncia. Este antigeno 19,5 kDA estava
presente nas 56 amostras de B. pseudomallei disponiveis para teste, mostrando claramente que
esse antigeno foi muito potente imunogenicamente e altamente especifico para B.
pseudomallei. O antigeno 19,5 KDA apresentou o resultado mais satisfatério, com 92% de
sensibilidade e 91% de especificidade, demonstrando que potencialmente € Util para
diagnostico de melioidose (ANUNTAGOOL et. al., 1993).

A analise por immunoblotting das amostras de soros desse estudo revelou
reatividade na posicdo 200 kDa; na posicdo entre 45 a 68 kDa; na posicdo 38 kDa e na
posicdo menor que 21 kDa. O antigeno 200 kDa é um exopolissacarideo (ANUNTAGOOL;

SIRISINHA, 2002), que é, um polissacarideo capsular que contém um residuo 3-deoxi-D-
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mano-2-acido octusolonico (KDO), um componente presente em lipossacarideos e
polissacarideos capsulares de Gram-negativos, tais como E. coli (NIMTZ et al, 1997). As
bandas que variaram de 45 a 68 representam reatividade repetida a polissacarideo O cadeia do
LPS e as bandas abaixo da posicdo 21 kDa representam reatividade ao core do lipidio
oligossacarideo A do LPS (ANUNTAGOOL et al., 2006). A reacao contra na posi¢do 38 kDa
parece resultar da interacdo inespecifica com componentes da bactéria (ANUNTAGOOL;
SIRISINHA, 2002).

A maioria das amostras de pessoas que residiam em areas endémicas e tinham
ELISA com titulacdo elevada (1:800) mostraram reatividade na analise do immunoblotting.
Os achados ndo estdo de acordo com outros autores, ao demonstrarem que somente pacientes
com sepse ou melioidose localizada e grupo-controle da doenca com positividade no ELISA,
mas nao grupo de alto risco, foram positivos na analise por immunoblotting. A despeito, o
padrdo de reatividade foi similar aqueles obtidos pelos pesquisadores. Muitas das amostras
desse experimento reconheceram varias bandas proximas umas das outras que variaram entre
45 a 68 kDa, um padrdo tipico de LPS de cadeia O. Somente duas amostras mostraram
reatividade para o antigeno 200 kDa. Alguns deles reagiram com banda 38 kDa, considerada
como ligacgdo inespecifica. (ANUNTAGOOL; SIRISINHA, 2002).

Estudo analisou recentemente a heterogeneidade de polissacarideos entre espécies
de B. pseudomallei. Os padrdes heterogéneos de liposaacarideos (LPS) foram obtidos com
base em 1327 isolados de Burkholderia pseudomallei mediante eletroforese em gel de
poliacrilamida em condicdes desnaturantes e analise por immunoblotti. Dois sorotipos de LPS
(A e B) possuiram perfis de corrida diferentes, e um LPS aspero sem perfil aparente foi
identificado. Todos os trés tipos de LPS foram antigenicamente distintos por immunoblotting
(ANUNTAGOOL et a.l, 2006). Existem, portanto, dois lipopolissarideos distintos
sorologicamente, um mais comum, denominado sorotipo A (97%), e outro menos abundante,
denominado sorotipo B, considerado liso (ANUNTAGOOL et al., 2006). Os sorotipos B e
LPS rugoso estdo mais freqlientemente em isolados clinicos. Neste trabalho, ndo se pbde
distingui-los no tipo de LPS liso, 0 que serd interessante examinar em estudos futuros. Com
base em dados prévios que mostram que anticorpos contra cadeia O, sdo protetores e
mediados por fagécitos que matam B. pseudomallei (HO et al., 1997), pergunta-se se esta
porcdo do LPS pode ter efeito protetor em individuos contra a infecgdo bacteriana. Seria
obviamente necessaria a quantificagdo de anticorpos contra cadeia O, que pode ser isotipo
IgG, uma vez que IgM nédo exerce nenhum papel de opsonizagdo por si (PONTES et al.,
2005).
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A distribuicdo de classes e subclasses da resposta de anticorpos contra antigenos
filtrados de cultura de B. pseudomallei em pacientes com melioidose foi avaliada em soro de
45 pacientes com sepse por melioidose; 17 com melioidose localizada e 40 casos clinicamente
suspeitos de melioidose. O resultado foi comparado com grupos-controles sadios e de alto
risco para melioidose. Os valores dos indices de titulo da média geométrica foram mais
elevados para todas as classes e subclasses de imunoglobulinas de todos o0s soros de pacientes
com melioidose clinicamente comprovados ou suspeitos do que para 0s grupos-controles.
Nenhum soro do grupo-controle teve qualquer titulo significativo de anticorpos
(CHENTHAMARAKSHAN et al., 2001).

O maior titulo foi para IgG e o menor foi para IgM. O titulo de IgA foi
intermediéario. O titulo para IgG foi maior em pacientes com sepse e 0s titulos para IgM e IgA
em pacientes com melioidose localizada. Quanto a distribuicdo de subclasses de IgG, IgG1l e
IgG2 foram as subclasses predominantes produzidas contra o antigeno filtrado de cultura; e
em contraste, para as subclasses IgG3 e IgG4, os quais foram produzidas em baixa quantidade
(CHENTHAMARAKSHAN et al., 2001).

Outro estudo evidenciou que sistemas de ELISA baseados em IgM e IgG foram
desenvolvidos usando antigeno filtrado de cultura de B. pseudomallei. Foram avaliados 95
soros de 66 casos de sepse por melioidose e 47 soros de casos de melioidose localizados. Em
adicédo, 65 casos de soros de pacientes clinicamente suspeitos com cultura negativa para B.
pseudomallei e outras infecgdes endémicas foram incluidos. Esses foram comparados com
260 casos de ndo-melioidose; com 168 soros de individuos com risco elevado de adquirir
melioidose e 48 soros-controles de individuos sadios. O ELISA para 1gG foi apresentou
sensibilidade de 96% sensivel e especificidade de 94%. Todos 0s soros de casos de sepse e
infecgOes localizadas e 61 dos 63 dos casos clinicamente suspeitos de melioidose foram
positivos para anticorpos IgG. Os valores nos casos de melioidose foram significativamente
mais elevados, quando comparados aos sujeitos sadios, do grupo de alto risco e das infec¢bes
que ndo eram melioidose. O ELISA para IgM apresentou sensibilidade de 74% e
especificidade de 99%. O valor de anticorpo IgM foi significativamente maior quando
comparado ao controle da doenga. Esse resultado demonstra que 1gG é melhor indicador de
doenca no diagnostico de melioidose (CHENTHAMARAKSHAN et al., 2001) .

Diferentemente desses estudos, esta pesquisa revelou anticorpos IgM e 1gG em
pessoas assintomaticas. Observa-se que a maioria dos experimentos que avaliam classes de
imunoglobulinas, inclui casos de melioidose entre os grupos, dificultando a comparacéo.

Além disso, IgG foi considerado melhor indicador para o diagnéstico da doenca que IgM.



92

Quanto a presenca de IgM, foi observada a persisténcia de anticorpos IgM em
paciente sob tratamento de manutencéo para sepse por melioidose. A possivel explicacdo esta
nos antigenos secretorios usados no estudo, que consistiam principalmente de polissacarideos,
0s quais sdo antigenos timo-independentes conhecidos por ativar células B que induzem IgM
de baixa afinidade. Esses antigenos timo-independentes, em especial aqueles com
polissacarideos naturais, podem persistir por longo tempo no tecido linfoide e continuar o
estimulo para a nova maturacdo de células B na producdo de IgM, nos quais pode haver
posteriormente troca de isotipos. Ao mesmo tempo, aqueles antigenos podem ser
continuamente sequestrados de organismos intracelulares, assim induzindo a resposta imune
(CHENTHAMARAKSHAN et al., 2001).

Acredita-se que a prevaléncia de elevados titulos de anticorpos IgM em
individuos assintomaticos pode ser conseqiiente da resposta imune reativa cruzada para
epitopos especificos de B. peudomallei e outras fontes antigénicas do ambiente. De maneira
similar, o fato de haver elevados titulos de anticorpos IgM em pacientes com melioidose pode
decorrer da presenca de epitopos especificos IgM em produtos secretados extracelularmente e
moléculas de superficie de B peudomallei (CHENTHAMARAKSHAN et al., 2001).

Como mostrado ha pouco, 1gG1 e 1gG2 foram as subclasses de anticorpos
reativos encontrados predominantemente contra filtrados de cultura de B. pseudomallei. Eles
séo considerados subclasses que envolvem predominantemente resposta imune humoral para
infeccdo por B. pseudomallei em homem (CHENTHAMARAKSHAN et al.,, 2001). A
capacidade funcional de anticorpos estd mais associada diretamente com sua propriedade de
avidez, como a que ocorre para outros microorganismos (USINGER; LUCAS, 1999;
PONTES et al., 2005).

Em resumo, observa-se que o estudo sorolégico realizado possibilitou
consideracBes que merecem reflexdes. Em primeiro lugar, possivelmente, foi importante o
desenvolvimento do teste com a preparacdo de antigeno de cepa local encontrada no Estado
do Ceard. Embora os testes ndo sejam padronizados e diferentes preparacdes sejam utilizadas
nos demais inqueritos de outras partes do mundo, o antigeno preparado no estudo foi capaz de
permitir o desenvolvimento de testes adequados e possivelmente contribuiu de alguma forma

para a especificidade do teste.

Outra informacdo importante obtida com o estudo foi a alta prevaléncia de
soropositividade encontrada. Algumas caracteristicas foram importantes para embasar a idéia
de que esse resultado tem impacto epidemiolégico. Os achados da distribuicdo de

imunoglobulinas em relagdo as faixas etarias e a observacdo de que a ocupagdo com maior
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exposicdo ambiental tem maior positividade foram concordantes com caracteristicas
encontradas em respostas imunoldgicas a B. pseudomallei ja demonstradas. Além disso, as
demonstragdes de que o género, local de residéncia e deslocamento entre diferentes regides do
Estado ndo mostraram diferenca significativa em relacdo a positividade sorologica reforcam

ainda mais a importancia epidemiolégica do resultado do estudo.

Por fim, a anélise imunoldgica do antigeno mediante a realizacdo de eletroforese e
immunoblotting contribuiram para reforcar a adequagdo dos testes pela demonstracdo de
semelhancas com caracteristicas de comportamento imunolégico da B. pseudomallei, como a
demonstracdo de componentes de lipossacarideos e a de distribuicdo de classes e subclasses

de imunoglobulinas.

O estudo ambiental permitiu o isolamento de B. pseudomallei em Tejucuoca e
Banabuil, demonstrando a presenca da bactéria do Estado do Ceara. Determinadas
caracteristicas importantes devem ser assinaladas. As duas regides apresentaram
particularidades ambientais semelhantes e o isolamento da bactéria ocorreu em periodos de
chuvas e seca e em condi¢des ambientais peculiares da regido Nordeste.

Ja o estudo sorologico mostrou consideravel soropositividade nas populacGes
residentes nas areas rurais desses dois municipios. Ndo foram identificadas caracteristicas
epidemioldgicas diferentes em relacdo as pessoas e aos locais do estudo que pudessem ter
repercussdo exclusiva a determinada populacéo e regido do Estado do Ceara.

Os dois estudos permitem a caracterizacdo da ocorréncia da B. pseudomallei em
relacdo ao ambiente e a infeccdo da populacdo de forma semelhante em Tejucuoca e
Banabuil. Quando analisados aspectos dos estudos ambiental e sorolégico, em ambos 0s
locais, e se tentou associar com a ocorréncia de casos de melioidose nessas regides e em
outros locais do Estado do Ceara, foram percebidas consideracdes importantes que devem

permitir reflexdes em termos de saude publica.

As observacdes aqui discutidas indicam que provavelmente ndo ha razéo para que
a distribuicdo da bactéria seja limitada a essas duas regides estudadas no Estado do Ceara.
Dessa forma, a repercussdo epidemiologica deste estudo aponta o fato de que a presenca da
doenca também ndo deve ser restrita a regides que ja apresentaram casos da doenca no Ceara
e nem a esse Estado isoladamente. Comprova-se aqui a necessidade de vigilancia
epidemioldgica e de politicas publicas voltadas para a melioidose no Brasil, em especial, na
regido Nordeste.
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A pesquisa permitiu, ainda, o desenvolvimento de teste soroldgico e a
estruturacdo de banco de cepas de B. pseudomallei para realizacdo de estudos fenotipicos e

moleculares adicionais, que irdo contribuir para o conhecimento da melioidose.



6 CONCLUSOES

A B. pseudomallei esteve presente em 4,3 % (26/600) das amostras do solo
investigadas nos Municipios de Tejucuoca e Banabuiu, resultado semelhante ao
descrito em paises endémicos, como Australia e Malésia, cuja positividade em solo
variou entre 1 a 12% das amostras pesquisadas.

A identificacdo de cepas de B. pseudomallei ocorreu em condi¢cdes ambientais
adversas, ndo observadas em outros locais endémicos, como clima tropical semi-arido
com indice pluviométrico anual baixo e vegetacdo de caatinga arbustiva,
demonstrando influéncia de fatores locais que facilitam a sobrevivéncia e
multiplicacdo do microorganismo.

O estudo possibilitou o desenvolvimento de testes sorologicos que podem contribuir
para compreensdo de aspectos epidemioldgicos da melioidose.

A populacdo residente nas éareas estudadas, apresentou anticorpos contra B.
pseudomallei, por meio de soroprevaléncia de 51,3% para isotipos IgM e 58,5% para
isotipo 1gG, evidenciando infeccdo prévia ao microorganismo, resultado semelhante

ao observado em areas endémicas como Tailandia;
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6.1 Recomendac0tes

Este ensaio reforcou a necessidade de se discutiro sobre o impacto epidemiologico

da ocorréncia da melioidose no Brasil e sinalizou diversas areas para pesquisas adicionais que

contribuirdo para a continuidade do conhecimento da doenca no Pais. Algumas

recomendacdes sdo sugeridas:

realizacdo de estudos moleculares e seqiienciamento genético das cepas isoladas;
continuidade dos estudos imunologicos para caracterizacdo de lipossacarideos e
aperfeicoamento de técnicas soroldgicas;

pesquisa ambiental em outras areas do Estado do Ceara e do Nordeste;

pesquisa de exposicdo a B.pseudomallei em populacGes de outras aéreas do Estado do
Ceard, do Nordeste e outras regides do Brasil;

pesquisas e desenvolvimento de vigilancia da doenca em animais;

treinamento de profissionais de salde para deteccdo e conducdo adequada de casos
suspeitos ou confirmados da doenca;

inclusdo da melioidose no ensino médico e nas politicas publicas voltadas para a
prevencdo e controle das doencas infecciosas e no ensino médico;

validacao dos testes soroldgicos.
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Apéndice |

QUESTIONARIO DE INVESTIGACAO EPIDEMIOLOGICA

IDENTIFICACAO

Mora na localidade desde 2003?

Nome

Data do Nascimento: _ / / Idade Sexo Raca/Cor

Escolaridade: () analfabeto () ensino fundamental () 2° grau ( )superior

Ocupacao:

Local de trabalho

Nome da mae

Localidade:
Distrito:

Casa: Complemento:

Municipio:

Telefones

Ponto de referéncia:

Responsavel:

INVESTIGACAO EPIDEMIOLOGICA RESPOSTAS 1.Sim 2.Ndo 3. Ignorado

(ndo sabe)

Doenca preexistente
()diabetes mellitus ( )doenca renal crénica ( )doenca pulmonar crénica
()doenca do figado ( )asma ( )doenca que precise de acompanhamento em Fortaleza

Qual:

Uso de medicamento ou drogas

() prednisona, meticorten ( )medicamento para cancer, lGpus ou artrite
()drogas ilicitas ( )alcool

Tempo de uso :

Familiar de paciente com melioidose confirmada:



()1.Sim ()2.Ndo ()3. Ignorado (ndo sabe)

Participante do estudo sorolégico anterior:
()1.Sim ()2.Ndo ()3. Ignorado (ndo sabe)

Familiar de paciente do estudo soroldgico anterior:

()1.Sim ()2.N&o ()3. Ignorado (n&o sabe)

Lesdes cutaneas ()

Tempo de evolugéo da lesdo:

117

Exposicdo a agua (contato com agua)
Acude

Epoca: Inverno - | Verdo - V 12 meses do ano - C

Tipo de atividades praticadas:
Agricultura-a Banho-b Consumo de agua - ¢

Lavagem de roupa - r

Rios

Epoca: Inverno - | Verdo - V 12 meses do ano - C

Tipo de atividades praticadas:
Agricultura-a Banho-b Consumo de agua - ¢

Lavagem de roupa - r

Barragens

Epoca: Inverno - | Verdo - V 12 meses do ano - C

Tipo de atividades praticadas:
Agricultura-a Banho-b Consumo de agua - ¢

Lavagem de roupa - r

Riacho/barreiro

Epoca: Inverno - | Verdo - V 12 meses do ano - C

Tipo de atividades praticadas:
Agricultura-a Banho-b Consumo de agua - ¢

Lavagem de roupa - r

Lazer ocasional - |

Lazer ocasional - |

Lazer ocasional - |

Lazer ocasional - |

Pescaria - p

Pescaria - p

Pescaria - p

Pescaria - p
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Poco/cacimba/cacimbé&o

Epoca: Inverno - | Verdo - V 12 meses do ano - C

Tipo de atividades praticadas:

Agricultura-a Banho-b Consumo de agua-c Lazer ocasional -1 Pescaria - p

Lavagem de roupa - r

Cisterna/tanque

Epoca: Inverno - | Verdo - V 12 meses do ano - C

Tipo de atividades praticadas:

Agricultura-a Banho-b Consumo de &gua- ¢  Lazer ocasional - | Pescaria - p

Lavagem de roupa - r

Areade irrigacdo  ()arroz  ()outra Qual?

Epoca: Inverno - | Verdo - V 12 meses do ano - C
Tipo de atividades praticadas:
Agricultura-a Banho-b Consumo de &gua- ¢ Lazer ocasional - | Pescaria - p

Lavagem de roupa - r

Quais dos seguintes locais vocé frequenta ou frequentou:
()Rio Caxitoré ( )Acude Alegre ( )Acude Querida ( )Barragem do Caxiitoré

()Barragem do Alegre ( )Barragem do Mulungu ( )Ranario

Agua para consumo

Tipo de tratamento () hipoclorito caseiro ()fervura  ()nenhum
Procedéncia INVERNO

()chuvas recentes ( )armazenamento em cisternas/tanque ( )agudes ()rios ()
cacimba/cacimbao ( )pocos profundos (') carro-pipa

Procedéncia VERAO

()armazenamento em cisternas ( )agudes ()rios () cacimba/cacimbéao

()pocos profundos () carro-pipa

Agua para banho

Tipo de tratamento () hipoclorito caseiro ()fervura  ()nenhum



Procedéncia INVERNO

()chuvas recentes ( )armazenamento em cisternas/tanque ( )agudes ()rios
() cacimba/cacimbéo ( )pocos profundos () carro-pipa

Procedéncia VERAO

()armazenamento em cisternas ( )acudes ()rios () cacimba/cacimbéao

()pocgos profundos () carro-pipa

Agua para atividades domésticas

Tipo de tratamento () hipoclorito caseiro ()fervura  ()nenhum
Procedéncia INVERNO

()chuvas recentes ( )armazenamento em cisternas/tanque ( )acudes ()rios
() cacimba/cacimbéo ( )pocos profundos () carro-pipa

Procedéncia VERAO

()armazenamento em cisternas ( )agudes ()rios () cacimba/cacimbéao
()pocos profundos () carro-pipa

Exposicéo a solo (contato com solo)
() plantacdes ( )jardinagem ( )horta () lazer () varredura com formacéo de poeira
() criacdo de animais () construcdo civil () escavacodes () olaria

()perfuracdes de pocos ( )pocilgas

Agricultura: () arroz () milho ( )feijdo ( )algoddo ( )mandioca ( )frutas
()hortalicas () cana de agUcar
Outra:
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Presenca de animais/aves no domicilio e/ou peridomiciilio
()caprinos e ovinos ( )equinos ()bovinos ( )suinos ()aves ( )peixes
Outro:

Tipos de animais domésticos: ( )cdo ()gato ( )porco ( )aves ( )peixe

Deslocamentos ou viagens
No municipio: () distritos vizinhos ()sede ()municipios vizinhos

Local:

Regibes do Brasil: () norte () nordeste () sudeste ( )centro-Oeste ( )sul



Local:
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Residéncia anterior

No municipio: () distrito de moradia () distritos vizinhos ()sede
Local: Tempo:
Local: Tempo:

Municipios vizinhos: () regido norte ( )sertdo central () sul ()litoral
Local: Tempo:

Local: Tempo:

Regides do Brasil: () norte () nordeste (') sudeste ( )centro-Oeste ( )sul

Local: Tempo:
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu acredito ter sido

suficientemente esclarecido a respeito das informac6es que li ou que foram lidas para mim
sobre o “Estudo soroepidemiologico em duas comunidades com registros de casos clinicos de
melioidose no Estado do Ceara”.

Eu discuti com o Dr. Jorge Luis Nobre Rodrigues e coma a Dra. Dionne Bezerra Rolim ou
pessoa autorizada por eles sobre a minha decisdo de participar deste estudo. Ficaram claros
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Apéndice 11
Municipio de Tejuguoca
Sexo | ldade | Agricult | Municipio I?Eesil Eg(s: Iéeez RBerZ Profisséo Construcéo bzvr%%ep? Doenca prévia IgM [o[€]
1 F 24 NAO | Tejucuoca | NAO SIM SIM NAO LAR NAO SIM NAO 1/400 | 1/100
2 M 22 SIM | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO | AGRICULTURA SIM SIM NAO 1/200 | 1/100
3 F 51 NAO | Tejucuoca | NAO SIM NAO NAO | FUNCION. PUB. NAO SIM NAO 1/100 | 1/100
4 F 32 NAO | Tejuguoca | NAO SIM SIM NAO LAR SIM SIM NAO 1/100 | 1/400
5 M 13 SIM | Tejuguoca | NAO SIM NAO N4o ESTUDANTE NAO SIM NAO 1/100 | NEG
6 F 7 NAO | Tejucuoca | NAO SIM NAO NAO ESTUDANTE NAO NAO NAO 1/200 | 1/200
7 M 70 SIM | Tejuguoca | SIM SIM NAO NAO | AGRICULTURA SIM SIM NAO 1/100 | 1/200
8 F 93 NAO | Tejucuoca | NAO SIM NAO NAO LAR NAO SIM NAO 1/100 | 1/200
9 F 34 SIM | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO | AGRICULTURA NAO SIM NAO 1/100 | 1/400
10 | F 5 NAO | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO ESTUDANTE NAO SIM NAO 1/200 | 1/200
1| ™M 11 NAO | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO ESTUDANTE NAO SIM NAO 1/200 | 1/200
12 | M 4 NAO | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO MENOR NAO SIM NAO 1/200 | NEG
13| F 28 NAO | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO LAR NAO SIM NAO 1/400 | 1/800
14 | F 4 NAO | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO MENOR NAO NAO NAO 1/200 | NEG
15 | F 18 NAO | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO LAR NAO SIM NAO 1/100 | 1/400
16 | F 4 NAO | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO MENOR NAO NAO NAO 1/200 | 1/100
17 | M 76 SIM | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO | AGRICULTURA NAO SIM HANSEN NEG | 1/400
18 | M 46 SIM | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO | AGRICULTURA NAO SIM NAO 1/200 | 1/1600
19 | F 38 NAO | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO COSTUREIRA NAO SIM NAO 1/100* | 1/200
20 | F 10 NAO | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO ESTUDANTE NAO NAO NAO 1/200 | 1/100
21 F 9 NAO | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO ESTUDANTE NAO NAO NAO 1/200 | 1/200
2 | F 61 NAO | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO LAR NAO SIM NAO 1/200 | 1/800
23 | F 30 NAO | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO LAR NAO SIM NAO 1/200 | 1/400
24 | F 5 NAO | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO ESTUDANTE NAO NAO NAO 1/200 | NEG
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Res.

Res.

Res.

Lavagem

Sexo | Idade | Agricult | Municipio Est Loc. Cea Bra Profissdo Construcao de roupa Doenga prévia IgM IgG
25 | M 8 NAO | Tejucuoca | NAO SIM NAO NAO ESTUDANTE NAO NAO NAO 1/200 | 1/200
26 | F 76 SIM | Tejucuoca | NAO SIM NAO NAO LAR NAO SIM NAO NEG* | 1/100
27 | M 82 SIM | Tejucuoca | NAO SIM NAO NAO | APOSENTADO NAO SIM NAO
28 | M 9 NAO | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO ESTUDANTE NAO NAO NAO NEG | NEG
29 | F 48 NAO | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO AUX. ENFER NAO SIM NAO 1/200 | 1/200
30 | M 10 NAO | Tejucuoca | NAO SIM NAO NAO ESTUDANTE NI NI NAO 1/100 | NEG
31 | M 52 SIM | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO | AGRICULTURA NAO SIM NAO 1/100 | 1/100
32| M 23 SIM | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO | COMERCIANTE NAO NAO NAO 1/200 | 1/1600
33| F 54 NAO | Tejucuoca | NAO SIM SIM NAO PROFESSORA NAO SIM NAO 1/100 | 1/200
34 | M 42 SIM | Tejuguoca SIM SIM NAO NAO | AGRICULTURA NAO SIM NAO 1/100 | 1/200
35 F 80 SIM | Tejucuoca | NAO SIM NAO NAO APOSENTADO NAO SIM NAO NEG | 1/100
36 | M 41 NAO | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO | APOSENTADO NAO SIM DC MENTAL 1/100 | 1/100
37 F 30 SIM | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO PROFESSORA NAO SIM NAO 1/200 | 1/200
38 | M 26 SIM | Tejuguoca | NAO SIM SIM NAO MOTORISTA NAO SIM NAO 1/100 | 1/800
39 | F 5 NAO | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO ESTUDANTE NAO SIM NAO 1/400 | NEG
40 | F 16 NAO | Tejuguoca | NAO SIM SIM NAO ESTUDANTE NAO NAO NAO 1/400 | 1/100
41 | F 13 NAO | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO ESTUDANTE NAO SIM NAO 1/200 | 1/100
42 F 39 SIM | Tejuguoca SIM SIM NAO SIM FUNC PUB NAO SIM NAO 1/200 | 1/100
43 | F 19 SIM | Tejuguoca SIM SIM NAO NAO ESTUDANTE NAO SIM NAO 1/400 | 1/200
4 | F 16 SIM | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO ESTUDANTE NAO SIM NAO 1/100 | 1/100
45 | F 19 SIM | Tejuguoca | NAO SIM SIM NAO ESTUDANTE NAO SIM NAO 1/200 | 1/100
46 | M 63 SIM | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO | AGRICULTURA NAO SIM NAO 1/100 | 1/400
47 | F 62 SIM | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO LAR NAO SIM NAO 1/200 | 1/800
48 | F 17 SIM | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO LAR NAO SIM NAO 1/800 | 1/400
49 | M 42 SIM | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO | AGRICULTURA NAO SIM NAO 1/200 | 1/400
50 | M 49 SIM | Tejucuoca | SIM SIM NAO SIM | AGRICULTURA SIM SIM PNEUM NEG | 1/800
51 | M 8 NAO | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO ESTUDANTE NAO NAO NAO 1/400 | 1/100
52 | M 4 NAO | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO ESTUDANTE NAO NAO NAO 1/400 | 1/100
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53 | M 49 SIM | Tejucuoca | NAO SIM NAO NAO | AGRICULTURA NAO NAO NAO 1/200 | 1/400
54 | F 12 SIM | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO ESTUDANTE NAO SIM NAO 1/400 | NEG
55 | F 57 SIM | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO | AGRICULTURA NAO SIM NAO 1/400 | 1/800
56 | F 16 SIM | Tejucuoca | NAO SIM NAO NAO ESTUDANTE NAO SIM NAO 1/400 | 1/200
57 | M 41 SIM | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO | AGRICULTURA NAO SIM NAO 1/100 | 1/400
58 | F 63 NAO | Tejucuoca | NAO SIM NAO NAO LAR NAO SIM NAO NEG | 1/200
50 | F 16 NAO | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO ESTUDANTE NAO NAO Melioidose 1/200 | 1/800
60 | F 4 NAO | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO ESTUDANTE NAO NAO NAO 1/100 | 1/200
61 | M 3 NAO | Tejucuoca | NAO SIM NAO NAO MENOR NAO NAO NAO 1/100 | NEG
62 | F 39 SIM | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO LAR NAO SIM NAO 1/400 | 1/800
63 F 21 NAO | Tejucuoca | NAO SIM NAO NAO FUNC. PUB NAO SIM NAO 1/400 | 1/200
64 | M 2 NAO | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO MENOR NAO NAO NAO 1/200 | NEG
65 | M 43 SIM | Tejuguoca SIM SIM SIM NAO | AGRICULTURA SIM NAO NAO 1/100 | 1/400
66 | F 38 NAO | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO gii'\[')TEE NAO SIM NAO 1/200 | 1/100
67 | M 3 NAO | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO MENOR NAO NAO NAO 1/100 | 1/100
68 | F 46 SIM | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO | AGRICULTURA NAO SIM NAO 1/100 | 1/200
69 | M 46 SIM | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO | AGRICULTURA NAO SIM NAO 1/100 | 1/200
70| F 43 SIM | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO LAR NAO SIM NAO 1/100 | 1/400
71 F 13 NAO | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO ESTUDANTE NAO SIM NAO 1/200 | NEG
72| M 44 SIM | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO | AGRICULTURA NAO SIM NAO 1/200 | 1/200
73| F 10 NAO | Tejuguoca

74 | M 61 SIM | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO | COMERCIANTE NAO SIM NAO 1/200 | 1/100
75| F 26 NAO | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO LAR NAO SIM NAO 1/200 | 1/400
76 | F 8 NAO | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO ESTUDANTE NAO NAO NAO 1/200 | NEG
7 | M 7 NAO | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO ESTUDANTE NAO NAO NAO 1/200 | 1/100
78| M 6 NAO | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO ESTUDANTE NAO NAO NAO 1/400 | NEG
79| F 40 NAO | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO FUNC. PUB NAO SIM NAO 1/100 | 1/800
80 | M 40 SIM | Tejuguoca | NAO SIM NAO NAO PEDREIRO SIM SIM NAO 1/100 | 1/200
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81 | M 18 SIM | Tejucuoca | NAO SIM NAO NAO | AGRICULTURA NAO NAO NAO NEG NEG
82 F 27 Né&o Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Lar Né&o Sim Né&o 1/400* | NEG
83 M 11 Né&o Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Estudante Néo Néo Né&o 1/200 1/100
84 M 10 Né&o Tejucuoca Né&o Sim Né&o Né&o Estudante Né&o Né&o Né&o NEG 1/100
85 F 7 Né&o Tejucuoca Né&o Sim Né&o Né&o Estudante Né&o Né&o Né&o 1/200 1/100
86 M 42 Sim Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Agricultor Néo Néo Né&o 1/200 1/200
87 F 4 Né&o Tejucuoca Né&o Sim Né&o Né&o Estudante Né&o Né&o Né&o 1/100 NEG
88 M 43 Sim Tejucuoca Néo Sim Néo Néo Agricultor Nao Naéo Néo 1/200 1/200
89 - -

90 M 52 Sim Tejucuoca Néo Sim Néo Néo Agricultor Sim Néo Néo NEG 1/400
91 M 23 Sim Tejuguoca Sim Sim Né&o Sim Agricultor Sim Né&o Né&o 1/200 | 1/100
92 F 61 Né&o Tejucuoca Né&o Sim Né&o Né&o Lar Néo Sim Né&o 1/100* | 1/100
93 F 40 Sim Tejucuoca Né&o Sim Né&o Né&o Agricultor Né&o Sim Né&o 1/200 1/400
94 F 8 Né&o Tejucuoca Né&o Sim Né&o Né&o Estudante Néo Sim Né&o 1/400 NEG
95 F 18 Né&o Tejucuoca Né&o Sim Né&o Né&o Estudante Né&o Sim Né&o 1/200 1/400
96 M 64 Sim Tejucuoca Néo Sim Néo Néo Agricultor Nao Néo Néo NEG 1/200
97 M 13 Sim Tejucuoca Néo Sim Néo Néo Agricultor Nao Nao Néo NEG 1/400
98 F 78 Né&o Tejucuoca Né&o Sim Né&o Né&o Lar Né&o Sim Né&o 1/100 1/200
99 M 48 Sim Tejucuoca Sim Sim Néo Néo Agricultor Nao Nao Néo 1/100 1/200
100 | F 27 Né&o Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Func. Pub. Né&o Sim Né&o 1/100 | 1/200
1001 | M 43 Sim Tejucuoca Néo Sim Nao Nao Agricultor Nao Sim Néo 1/100 1/200
102 | F 42 Sim Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Agricultor Né&o Sim Né&o NEG 1/400
103| M 17 Sim Tejucuoca Né&o Sim Né&o Né&o Estudante Sim Sim Né&o 1/100 1/400
104 | M 20 Sim Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Agricultor Sim Né&o Né&o 1/100 | 1/400
105| M 47 Sim Tejucuoca Néo Sim Néo Néo Agricultor Nao Nao Néo NEG 1/400
106 | F 26 Né&o Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Lar Né&o Né&o Né&o 1/100 | 1/800
107 F 7 Né&o Tejucuoca Né&o Sim Né&o Né&o Estudante Né&o Né&o Né&o 1/100 1/400
108| M 9 Né&o Tejucuoca Né&o Sim Né&o Né&o Estudante Né&o Né&o Né&o 1/100 1/100
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109| M 40 Sim Tejuguoca Néao Sim Né&o Né&o Pedreiro Sim Néo Né&o 1/100 1/200
110 | F 22 Sim Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Lar Né&o Sim Né&o 1/100 | 1/800
111 | M 23 Sim Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Agricultor Néo Sim Né&o 1/100 1/800
112 | F 4 Né&o Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Menor Né&o Né&o Né&o 1/200 | 1/100
113 | F 23 Sim Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Agricultor Né&o Sim Né&o 1/200 | 1/100
1141 M 35 Sim Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Agricultor Néo Sim Né&o 1/200 1/800
115 | F 4 Né&o Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Menor Né&o Né&o Né&o 1/400 NEG
116 F 3 Né&o Tejucuoca Né&o Sim Né&o Né&o Menor Né&o Néo Né&o 1/400 NEG
117 | M 20 Sim Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Agricultor Sim Sim Né&o 1/200 | 1/800
118 | M 46 Sim Tejucuoca Néo Sim Néo Néo Agricultor Sim Néo Néo 1/100 1/800
119 | M 16 Sim Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Estudante Né&o Né&o Né&o 1/100 | 1/200
120 F 40 Sim Tejucuoca Né&o Sim Né&o Né&o Lar Néo Sim Né&o 1/400 1/400
121 | F 13 Né&o Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Estudante Né&o Né&o Né&o NEG 1/400
1221 M 5 Né&o Tejucuoca Né&o Sim Né&o Né&o Menor Néo Néo Né&o 1/100 1/100
123 | M 10 Né&o Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Estudante Né&o Né&o Né&o 1/200 | 1/200
124 F 36 Né&o Tejucuoca Né&o Sim Né&o Né&o Func. Pub. Néo Sim Né&o 1/200 1/400
1251 M 12 Néo Tejucuoca Néo Sim Néo Néo Estudante Nao Sim Sim (calazar*) 1/100
126 | F 47 Né&o Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Agricultor Né&o Sim Né&o 1/200 | 1/800
1271 M 6 Né&o Tejucuoca Né&o Sim Né&o Né&o Menor Néo Néo Né&o 1/200 1/200
128 | F 13 Né&o Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Estudante Né&o Sim Né&o 1/200 | 1/400
129 | M 51 Sim Tejucuoca Néo Sim Sim Nao Agricultor Nao Nao Néo NEG 1/400
130 | F 29 Sim Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Agricultor Né&o Sim Né&o 1/400 | 1/400
131 | M 38 Sim Tejucuoca Sim Sim Nao Sim Agricultor Nao Sim Sim (malaria) 1/200 1/400
132 | M 9 Né&o Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Estudante Né&o Sim Né&o 1/400 | 1/100
133 F 55 Sim Tejucuoca Né&o Sim Né&o Né&o Lar Néo Sim Né&o NEG 1/400
134 | M 18 Sim Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Agricultor Né&o Né&o Né&o 1/200 | 1/200
135 F 23 Né&o Tejucuoca Né&o Sim Né&o Né&o Lar Sim Né&o Né&o 1/400 1/200
136 | F 12 Né&o Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Estudante Né&o Sim Né&o 1/200 | 1/100
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1371 M 10 Sim Tejuguoca Néao Sim Né&o Né&o Estudante Néo Néo Né&o 1/200 NEG
138 | M 43 Sim Tejuguoca Sim Sim Né&o Né&o Agricultura Né&o Né&o Né&o 1/200 | 1/100
139 | M 14 Sim Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Estudante Néo Néo Né&o NEG 1/400
140 | M 20 Sim Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Agricultura Né&o Né&o Né&o 1/400 | 1/100
141 | F 70 Sim Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Lar Né&o Sim Né&o 1/200 | 1/200
1421 M 14 Sim Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Estudante Néo Néo Né&o 1/400 NEG
143 | F 56 Sim Tejuguoca Né&o Sim Sim Né&o Agricultura Né&o Sim Né&o NEG 1/400
144 F 83 Né&o Tejucuoca Né&o Sim Né&o Né&o Lar Né&o Sim Né&o 1/200 1/400
145 | F 33 Sim Tejuguoca Sim Sim Né&o Né&o Agricultura Né&o Sim Né&o 1/400 | 1/100
146 | M 30 Sim Tejucuoca Néo Sim Néo Néo Agricultura Sim Néo Néo 1/200 1/200
147 | F 67 Né&o Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Lar Né&o Sim Né&o 1/100 | 1/100
148 | M 68 Sim Tejucuoca Sim Sim Néo Néo Agricultura Sim Néo Néo 1/100 1/200
149 | F 27 Sim Tejuguoca Né&o Sim Sim Né&o Lar Né&o Sim Né&o 1/400 | 1/100
150 F 14 Né&o Tejucuoca Né&o Sim Né&o Né&o Estudante Néo Sim Né&o 1/200 1/100
151 | M 18 Sim Tejuguoca Sim Sim Né&o Né&o Agricultura Né&o Né&o Né&o 1/100 | 1/100
152 F 42 Né&o Tejucuoca Né&o Sim Né&o Né&o Lar Néo Sim Né&o NEG 1/200
153 | M 43 Sim Tejucuoca Sim Sim Néo Sim Agricultura Nao Nao Néo 1/100 1/200
154 | F 12 Sim Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Estudante Né&o Sim Né&o NEG 1/100
155 F 66 Sim Tejucuoca Néo Sim Néo Néo Agricultura Nao Sim Néo NEG 1/200
156 | M 75 Sim Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Agricultura Né&o Né&o Né&o NEG 1/200
157 F 15 Né&o Tejucuoca Né&o Sim Né&o Né&o Estudante Néo Sim Né&o 1/200 1/100
158 | M 14 Sim Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Estudante Né&o Sim Né&o 1/100 NEG
159 F 35 Sim Tejucuoca Néo Sim Nao Nao Agricultura Nao Sim Néo 1/400 1/200
160 | M 38 Sim Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Agricultura Sim Né&o Né&o 1/200 | 1/400
161 M 43 Né&o Tejucuoca Né&o Sim Né&o Né&o Autébnomo Néo Néo Né&o 1/100 1/200
162 | M 22 Sim Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Agricultura Né&o Né&o Né&o 1/200 | 1/100
163 | M 16 Sim Tejucuoca Né&o Sim Né&o Né&o Estudante Né&o Né&o Né&o 1/100 1/200
164 | F 76 Sim Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Lar Né&o Sim Né&o NEG 1/100
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165| M 53 Sim Tejuguoca Sim Sim Né&o Sim Aposentado Sim Néo Né&o 1/200 1/200
166 | F 26 Né&o Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Lar Né&o Sim Né&o 1/200 | 1/400
167 M 49 Sim Tejuguoca Sim Sim Né&o Sim Agricultor Néo Néo Né&o 1/100 1/400
168 | M 38 Sim Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Agricultor Né&o Sim Né&o 1/200 NEG
169 F 9 Né&o Tejucuoca Né&o Sim Né&o Né&o Estudante Né&o Né&o Né&o 1/200 1/100
170 F 31 Né&o Tejuguoca Sim Sim Né&o Né&o Professora Néo Sim Né&o 1/100 1/100
171 | M 17 Né&o Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Educador Né&o Né&o Né&o 1/100 | 1/400
172 | M 27 Sim Tejucuoca Sim Sim Néo Sim Agricultor Sim Naéo Néo 1/200 1/400
173 | M 52 Sim Tejuguoca Né&o Sim Sim Né&o Agricultor Né&o Né&o Né&o NEG 1/800
174 F 51 Sim Tejucuoca Néo Sim Sim Néo Agricultor Néo Néo Néo 1/100 NEG
175 | M 25 Sim Tejuguoca Né&o Sim Sim Né&o Agricultor Né&o Né&o Né&o

176 | M 21 Sim Tejucuoca Néo Sim Sim Néo Agricultor Néo Néo Néo 1/100 1/100
177 | F 45 Sim Tejuguoca Né&o Sim Sim Né&o Agricultor Né&o Sim Né&o 1/200 | 1/400
178 | M 24 Sim Tejucuoca Sim Sim Sim Sim Agricultor Néo Néo Néo 1/200 1/400
179 | M 11 Sim Tejuguoca Né&o Sim Sim Né&o Estudante Né&o Né&o Sim (calazar) 1/100 | 1/100
180 | M 24 Sim Tejucuoca Sim Sim Sim Néo Agricultor Nao Sim Néo NEG 1/100
181 | M 48 Sim Tejucuoca Néo Sim Sim Néo Agricultor Nao Nao Sim (neurocist) 1/100 1/800
182 | M 14 Sim Tejuguoca Né&o Sim Sim Né&o Estudante Né&o Né&o Né&o 1/200 | 1/800
183 F 13 Sim Tejucuoca Néo Sim Sim Néo Agricultor Nao Sim Néo 1/200 1/200
184 | M 17 Sim Tejuguoca Né&o Sim Sim Né&o Agricultor Né&o Né&o Né&o 1/200 | 1/200
185 F 34 Né&o Tejucuoca Né&o Sim Sim Né&o Lar Néo Sim Né&o 1/200 1/800
186 | M 68 Sim Tejuguoca Sim Sim Sim Né&o Agricultor Sim Né&o Né&o NEG 1/800
187 M 53 Sim Tejucuoca Né&o Sim Né&o Né&o Administrador Néo Néo Né&o 1/100 1/200
188 | M 26 Sim Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Administrador Né&o Sim Né&o 1/200 | 1/100
189 | M 48 Sim Tejucuoca Néo Sim Sim Néo Agricultor Nao Sim Néo 1/200 1/800
190 | F 74 Sim Tejuguoca Né&o Sim Sim Né&o Agricultor Né&o Né&o Né&o 1/100 | 1/400
1911 M 80 Sim Tejucuoca Né&o Sim Sim Né&o Agricultor Né&o Sim Né&o NEG 1/800
192 | M 22 Sim Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Agricultor Né&o Né&o Né&o 1/100 | 1/100
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193 F 39 Sim Tejuguoca Néao Sim Sim Né&o Agricultor Néo Sim Né&o 1/400 1/200
194 | M 21 Sim Tejuguoca Né&o Sim Sim Né&o Agricultor Né&o Né&o Né&o 1/100 NEG
195| M 6 Né&o Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Menor Néo Néo Né&o 1/100 NEG
196 | F 9 Né&o Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Menor Né&o Né&o Né&o 1/400 | 1/400
197 | M 16 Sim Tejuguoca Né&o Sim Sim Né&o Agricultor Né&o Né&o Né&o 1/100 | 1/100
198 M 6 Né&o Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Menor Néo Néo Né&o 1/400 1/100
199 | M 5 Né&o Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Menor Né&o Né&o Né&o 1/400 | 1/100
200 M 36 Sim Tejucuoca Sim Sim Sim Sim Agricultor Sim Naéo Néo NEG 1/200
200 | F 10 Né&o Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Menor Né&o Né&o Paralisia cerebral? | 1/200 | 1/400
202 | M 26 Sim Tejucuoca Néo Sim Néo Néo Agricultor Néo Néo Néo 1/100 NEG
203 | F 31 Sim Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Agricultor Sim Sim Né&o 1/200 | 1/400
204 | M 12 Sim Tejucuoca Né&o Sim Né&o Né&o Estudante Néo Né&o Né&o 1/200 NEG
206 | M 12 Sim Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Estudante Né&o Né&o Né&o 1/200 NEG
206 | M 12 Né&o Tejucuoca Né&o Sim Né&o Né&o Estudante Néo Néo Né&o 1/100 1/100
207 | F 13 Né&o Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Estudante Né&o Né&o Né&o 1/200 | 1/100
208 | M 10 Sim Tejucuoca Né&o Sim Né&o Né&o Estudante Néo Né&o Né&o 1/400 1/100
209 F 8 Sim Tejucuoca Né&o Sim Né&o Né&o Estudante Néo Néo Né&o 1/200 NEG
210| M 19 Sim Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Agricultor Né&o Né&o Né&o 1/200 | 1/200
211 F 40 Sim Tejucuoca Néo Sim Néo Néo Agricultor Nao Sim Asma, Prednisona | 1/200 1/400
212 | F 4 Né&o Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Estudante Né&o Né&o Né&o 1/400 NEG
213 F 9 Né&o Tejucuoca Né&o Sim Né&o Né&o Estudante Néo Néo Asma 1/400 1/400
214 | F 28 Sim Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Agricultor Né&o Sim Né&o 1/100 | 1/400
215 | M 7 Né&o Tejucuoca Né&o Sim Né&o Né&o Estudante Néo Néo Né&o 1/200 1/200
216 | F 6 Né&o Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Estudante Né&o Né&o Né&o 1/200 | 1/400
217 F 5 Né&o Tejucuoca Né&o Sim Né&o Né&o Estudante Néo Néo Né&o 1/400 1/100
218 | F 9 Né&o Tejuguoca Né&o Sim Né&o Né&o Estudante Né&o Né&o Né&o 1/800 | 1/200
219 | M 31 Sim Tejucuoca Né&o Sim Né&o Né&o Agricultor Né&o Né&o Né&o 1/200 1/200
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1 F 23 Sim Banabuit NAO Sim NAO NAO Agricultura NAO Sim NAO 1/100 1/200
2 F 15 Sim Banabui NAO Sim NAO NAO Agricultura NAO Sim NAO 1/100 1/100
3 M 23 Sim Banabuit | NAO Sim NAO NAO Agricultura NAO NAO NAO 1/100 1/800
4 F 58 Sim Banabuil NAO Sim NAO NAO Agricultura NAO Sim NAO NEG NEG
5 F 11 NAO Banabuit NAO Sim NAO NAO ESTUDANTE NAO NAO NAO 1/400 NEG
6 M 20 Sim Banabuit SIM Sim NAO NAO Agricultura NAO NAO NAO 1/400 1/100
7 M 37 Sim Banabui NAO Sim NAO NAO Agricultura NAO NAO NAO NEG 1/400
8 M 2 NAO Banabuit NAO Sim NAO NAO MENOR NAO NAO NAO - -

9 F 34 Sim Banabui NAO Sim NAO NAO Agricultura NAO Sim NAO 1/100 1/200
10 M 15 Sim Banabuit NAO Sim NAO NAO Agricultura NAO NAO NAO 1/200 1/200
11 M 38 Sim Banabui SIM Sim NAO NAO Agricultura NAO NAO NAO NEG 1/100
12 M 55 Sim Banabui NAO Sim NAO NAO Agricultura NAO NAO NAO NEG 1/200
13 M NAO Banabuil NAO Sim NAO NAO ESTUDANTE NAO NAO Hepatite 1/100 1/100
14 M NAO Banabui( NAO Sim NAO NAO MENOR NAO NAO NAO 1/100 1/200
15 F 39 Sim Banabuil NAO Sim NAO NAO Agricultura NAO Sim NAO 1/100 1/200
16 M 20 Sim Banabuit NAO Sim NAO NAO Agricultura NAO NAO NAO 1/100 NEG
17 M 56 Sim Banabui NAO Sim NAO NAO Agricultura NAO NAO NAO 1/200 1/400
18 F 56 Sim Banabuil NAO Sim NAO NAO Agricultura NAO Sim NAO 1/400 1/100
19 F 75 Sim Banabui NAO Sim NAO NAO Agricultura NAO Sim NAO 1/100 1/800
20 M 43 Sim Banabuit NAO Sim NAO NAO Agricultura NAO Sim NAO 1/100 1/400
21 F 57 Sim Banabui NAO Sim NAO NAO Agricultura NAO Sim NAO 1/200 1/400
22 M 28 NAO Banabuit NAO Sim NAO NAO ESTUDANTE NAO NAO NAO 1/100 1/200
23 F 20 NAO Banabuit NAO Sim NAO NAO LAR NAO Sim NAO 1/200 1/800
24 M 12 Sim Banabui( NAO Sim SIM NAO ESTUDANTE NAO NAO NAO 1/100 1/400
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Sexo | Idade | Agricult | Municipio I?Ee;l Egz Res. Cea | Res. Bra Profisséo Construcédo Iazvr?)%%? 2?23;61 IgM 1gG
25 M 55 Sim Banabuil NAO Sim NAO NAO Agricultura NAO NAO ASMA 1/400 1/200
26 F 12 NAO Banabuitt | NAO Sim NAO NAO ESTUDA NTE NAO Sim NAO NEG 1/400
27 F 14 NAO Banabui( NAO Sim NAO NAO ESTUDA NTE NAO Sim NAO NEG NEG
28 M 36 Sim Banabuit | NAO Sim NAO NAO Agricultura NAO NAO HEPATITE 1/400 1/100
29 M 23 Sim Banabuil NAO Sim NAO NAO Agricultura NAO NAO NAO 1/200 1/100
30 M 58 Sim Banabuil NAO Sim NAO NAO Agricultura SIM NAO NAO 1/100 1/400
31 M 34 Sim Banabuit SIM Sim NAO NAO Agricultura NAO NAO NAO 1/400 1/200
32 F NAO Banabui( NAO Sim NAO NAO ESTUDANTE NAO NAO CALAZAR 1/100 1/800
33 M NAO Banabuit NAO Sim NAO NAO ESTUDANTE NAO NAO CALAZAR 1/100 NEG
34 F 10 NAO Banabui( NAO Sim NAO NAO ESTUDANTE NAO NAO CALAZAR 1/400 NEG
35 M 39 Sim Banabuit NAO Sim NAO NAO Agricultura NAO NAO NAO 1/100* | 1/200
36 F 13 Sim Banabuit NAO Sim NAO NAO ESTUDANTE NAO Sim NAO NEG NEG
37 M 52 Sim Banabui SIM Sim NAO NAO Agricultura NAO NAO NAO NEG 1/400
38 F 55 Sim Banabuit NAO Sim NAO NAO Agricultura NAO Sim NAO NEG 1/200
39 F 41 SIM Banabuitt | NAO SIM NAO NAO | AGRICULTURA NAO SIM EPILEPSIA 1/200 1/800
40 F NAO Banabuit NAO SIM NAO NAO ESTUDANTE NAO NAO NAO 1/200 1/200
41 M NAO Banabui( NAO SIM NAO NAO ESTUDANTE NAO NAO NAO 1/800 1/400
42 F NAO Banabui( NAO SIM NAO NAO MENOR NAO NAO NAO 1/200 NEG
43 M 58 SIM Banabuil SIM SIM NAO NAO | AGRICULTURA NAO NAO NAO 1/100 1/200
44 M 70 SIM Banabui( NAO SIM NAO NAO | AGRICULTURA SIM NAO NAO 1/100 1/800
45 M 34 SIM Banabuit NAO SIM NAO NAO | AGRICULTURA NAO NAO NAO NEG 1/400
46 F 23 SIM Banabui( NAO SIM NAO NAO | AGRICULTURA NAO NAO NAO 1/100 1/100
47 M NAO Banabuil NAO SIM NAO NAO MENOR NAO NAO NAO 1/100 NEG
48 F NAO Banabuit NAO SIM NAO NAO MENOR NAO NAO NAO 1/100 1/100
49 M 42 SIM Banabui( NAO SIM NAO NAO | AGRICULTURA NAO NAO NAO 1/200 1/200
50 F 11 NAO Banabuit NAO SIM NAO NAO ESTUDANTE NAO SIM NAO 1/200 1/200
51 F 7 NAO Banabui( NAO SIM NAO NAO ESTUDANTE NAO SIM NAO 1/400 1/100
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Sexo | Idade | Agricult | Municipio I?Ee;l Egz Res. Cea | Res. Bra Profisséo Construcédo Iazvr?)%%? 2?23;61 IgM 1gG
52 F 57 SIM Banabui( NAO SIM NAO NAO APOSENTADA NAO SIM ASMA 1/100 1/200
53 F 47 SIM Banabuitt | NAO SIM NAO NAO | AGRICULTURA NAO SIM NAO 1/100 1/400
54 F 64 SIM Banabui( NAO SIM NAO NAO APOSENTADA NAO SIM NAO 1/200 1/200
55 M 42 NAO Banabuitt | NAO SIM NAO NAO ESTUDANTE NAO NAO NAO 1/800 1/100
56 M 71 SIM Banabui( NAO SIM NAO NAO | AGRICULTURA NAO NAO NAO NEG 1/400
57 F 49 SIM Banabui( NAO SIM NAO NAO | AGRICULTURA NAO SIM HEPATITE 1/400 1/200
58 M 45 SIM Banabuitt | NAO SIM NAO NAO | AGRICULTURA SIM NAO NAO 1/100 NEG
59 F NAO Banabui( NAO SIM NAO NAO MENOR NAO NAO NAO 1/100 1/100
60 F NAO Banabuit NAO SIM NAO NAO ESTUDANTE NAO NAO NAO 1/200 1/200
61 F 24 SIM Banabui( SIM SIM NAO NAO | AGRICULTURA NAO SIM NAO 1/200 1/400
62 F 34 SIM Banabuit NAO SIM NAO NAO | AGRICULTURA NAO SIM NAO NEG 1/200
63 M 68 SIM Banabuit NAO SIM NAO NAO | AGRICULTURA NAO NAO NAO NEG 1/400
64 M 10 NAO Banabui( NAO SIM NAO NAO ESTUDANTE NAO NAO NAO NEG NEG
65 M 8 NAO Banabuit NAO SIM NAO NAO ESTUDANTE NAO NAO NAO 1/200 NEG
66 M 13 NAO Banabui( NAO SIM NAO NAO ESTUDANTE NAO NAO NAO 1/100 NEG
67 F 36 SIM Banabuit SIM SIM NAO NAO | AGRICULTURA NAO SIM NAO NEG 1/100
68 F 9 NAO Banabui( NAO SIM NAO NAO ESTUDANTE NAO NAO NAO 1/100 NEG
69 F 30 SIM Banabui( NAO SIM NAO NAO | AGRICULTURA NAO SIM NAO 1/400 1/400
70 M 32 SIM Banabuil SIM SIM NAO NAO | AGRICULTURA NAO NAO NAO 1/400 1/200
71 F 25 SIM Banabui( NAO SIM NAO NAO | AGRICULTURA NAO SIM NAO 1/100 1/100
72 M 5 NAO Banabuit NAO SIM NAO NAO MENOR NAO NAO NAO 1/200 1/100
73 M 33 SIM Banabui( SIM SIM NAO NAO | AGRICULTURA NAO NAO NAO NEG 1/400
74 F 67 SIM Banabuil SIM SIM NAO NAO | AGRICULTURA NAO SIM NAO - 1/400
75 M 20 SIM Banabuit SIM SIM NAO NAO ESTUDANTE NAO NAO NAO 1/200 1/200
76 M 37 SIM Banabui( SIM SIM NAO NAO | AGRICULTURA NAO NAO NAO 1/100 1/200
77 F 81 SIM Banabuit SIM SIM NAO NAO | AGRICULTURA NAO SIM CANCER 1/100 1/1600
78 F 32 SIM Banabui( SIM SIM NAO NAO | AGRICULTURA NAO SIM NAO 1/400 1/100
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Sexo | Idade | Agricult | Municipio I?Ee;l Egz Res. Cea | Res. Bra Profisséo Construcédo Iazvr?)%%? 2?23;61 IgM 1gG
79 F 10 NAO Banabui( NAO SIM NAO NAO ESTUDANTE NAO NAO NAO 1/400 NEG
80 M 4 NAO Banabuitt | NAO SIM NAO NAO MENOR NAO NAO NAO 1/100 NEG
81 F 5 NAO Banabui( NAO SIM NAO NAO MENOR NAO NAO NAO 1/200 1/100
82 F 13 NAO Banabuitt | NAO SIM NAO NAO ESTUDANTE NAO NAO NAO 1/400 NEG
83 F 63 SIM Banabui( NAO SIM NAO NAO | AGRICULTURA NAO SIM NAO 1/100 1/100
84 | M 50 SIM Banabui( SIM SIM SIM NAO PEDREIRO SIM NAO MALARIA NEG 1/100
85 F 62 SIM Banabuitt | NAO SIM NAO NAO | AGRICULTURA NAO SIM NAO 1/200 1/800
86 F 25 SIM Banabui( NAO SIM NAO NAO | AGRICULTURA NAO SIM NAO 1/200 1/400
87 M 32 SIM Banabuit NAO SIM NAO NAO | AGRICULTURA NAO NAO NAO 1/100 1/400
88 F 23 SIM Banabui( NAO SIM SIM NAO | AGRICULTURA NAO SIM NAO NEG 1/100
89 F 8 NAO Banabuit NAO SIM NAO NAO ESTUDANTE NAO NAO NAO 1/100 NEG
90 F 31 SIM Banabuit NAO SIM NAO NAO | AGRICULTURA NAO SIM NAO 1/400 1/100
91 F 11 NAO Banabui( NAO SIM NAO NAO ESTUDANTE NAO NAO NAO 1/200 1/200
92 M 76 SIM Banabuit NAO SIM NAO NAO | AGRICULTURA NAO NAO NAO NEG 1/400
93 M 44 SIM Banabui( NAO SIM NAO NAO | AGRICULTURA NAO NAO NAO 1/100 NEG
94 F 34 SIM Banabuit NAO SIM NAO NAO | AGRICULTURA NAO SIM NAO 1/200 1/800
95 M 53 SIM Banabui( NAO SIM SIM NAO | AGRICULTURA NAO NAO NAO 1/100 1/400
96 F 77 NAO Banabui( SIM SIM NAO NAO LAR NAO NAO NAO 1/100 1/100
97 M 86 SIM Banabuil NAO SIM NAO NAO | AGRICULTURA NAO NAO NAO NEG 1/800
98 M 61 SIM Banabui( NAO SIM SIM NAO | AGRICULTURA NAO NAO NAO 1/100 1/100
99 M 29 SIM Banabuit SIM SIM SIM SIM AGRICULTURA NAO NAO NAO 1/200 1/200
100 | F 51 SIM Banabuitt | NAO SIM NAO NAO | AGRICULTURA NAO SIM CARDIOPATIA | 1/400 1/200
101 | M 43 SIM Banabuil NAO SIM NAO NAO | AGRICULTURA NAO NAO NAO 1/200 1/200
102 F 21 SIM Banabuit NAO SIM NAO NAO | AGRICULTURA NAO SIM NAO - 1/200
103 | M 4 NAO Banabui( NAO SIM NAO NAO MENOR NAO NAO NAO NEG NEG
104 | M 31 SIM Banabuit SIM SIM NAO NAO | AGRICULTURA NAO NAO NAO 1/100 1/100
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Anexo 11

MEIOS DE CULTURA UTILIZADOS

ASHDOWN
Objetivo:

Empregado como meio seletivo para o crescimento de Burkholderia pseudomallei.

Descricéao:

E constituido pelos seguintes componentes:

Agar tripticase SOja........cccevvevveveerreennnn 11
Glicerol.......ccooovveiiiieee e 4%
Cristal violeta...........ccoovviiiiiiiicen, 5mg
Vermelho Neutro.........cccceveeeev e 50 mg
GemtemiCiNg.........cccevvevvereiec e 4 mg
Preparo:

Homogenizar os componentes descritos acima (com excecdo da gentamicina) e autoclavar a
121°C por 15 minutos. Deixar esfriar a 50°C e adicionar a gentamicina. Homogenizar e

distribuir em placas de Petri.

AGAR ESTOQUE
Objetivo:

Empregado na manutengdo das amostras bacterianas.

Descricéao:

E constituido dos seguintes componentes por litro de 4gua destilada:
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Extrato de carne........cccocvevvevevvenesiennnnn, 3.0g
Peptoma........ccovveiiiii e 10.0g
Cloreto de SOdI0........ccceovrereeriieieiinn 5.0g
Ao, 4.09
Agua destilada............cccocovvvieieiiriiinnnn, 1000ml
Preparo:

Dissolver todos os componentes em agua destilada e aquecer até a liquefacdo completa do
agar. Distribuir em aliquotas de 3ml, em tubos de 10x70mm com tampédo de algodao e
autoclavar a 121°C por 15 minutos. Apds o porcesso de esterilizacdo trocar os tampbes de
algodao por tampas de borracha estéries. Estocar a temperatura ambiente.

AGAR CHOCOLATE
Objetivo:

Utilizado como meio de isolamento primario.

Composigao:

Meio Columbia estéril..........c..cccoveverirenrnnns 250ml
Sangue de carneiro desfibrinado.................... 12,5ml
Preparo:

Misturar o meio Columbia com sangue de carneiro em um bal&o de vidro, em seguida aquecer
em manta aquecedora a 100°C. Deixar em aquecimento até a mudanca de cor do meio, que

inicialmente é vermelho e depois muda para marrom (cor de chocolate).

Distribuir em placas de Petri previamente esterilizadas.



139

AGAR MAC CONKEY

Objetivo:

Utilizado como teste de crescimento.

Descricao:

O Agar Mac Conkey é um meio sintético pronto, bastando para o seu uso adicionar-se agua

destilada e esterilizar.

PeptoNna........ccovvieiiiiiee e 179
Protese peptona..........ccoceeeveeerenieenne, 3.0g
Saisde bileno 3. 10g
Cloreto de SOdiO..........ccceevvevreiieireennenn, 1,5¢
AGAr....ooii 13,59
Vermelho NeUtro........cccvveevvciveeeeiiiiee, 0,03g
Cristal violeta..........ccccceeveiieiecicceee, 0,001g
Agua destilada............ccccovovevieieerennn. 1000ml
Preparo:

Pesar 50g da mistura (meio sintéticoO e adicionar 1000ml de agua destilad. Aquecer até a
completa liquefracdo do &gar (evitar aquecimento excessivo). Ajustar o pH a 7,1. Esterilizar

em autoclave a 121°C por 15 min. Distribuiir em placas de Petri previamente esterilizadas
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AGAR MUELLER-HINTON
Objetivo:

Utilizados na realizacdo do teste de sensibilidade a antemicrobianos pelo método de Kirby-
Bauer. Este meio de cultura sendo complexo, foi preparado de acordo com as especificacdes
do fabricante (Oxoid).

Preparo do meio:

Um total de 38g do meio foi pesado e dissolvido em 1 litro de dgua destilada, fundido e

autoclavado a 121°C por 15 minutos e distribuido em placas de Petri estéreis.

AGAR SANGUE
Objetivo:

Como meio de isolamento primério e também como teste bioquimico para observar se a
bactéria em estudo produziria hemdlise e se esta era parcial ou total. Também foi utilizado

para avaliar se a colonia apresentava pigmento e qual a cor desse pigmento.

Meio basico:
Agar Columbia (OX0id).........c.cceevveverrrrereerrreieereens 399
Agua destilada..........co.cvveveceereieeeeeeee e 1000m|

Preparo do meio:
Meio Columbia estéril..........ccccccevveiviiicicieeece 1000ml
Sangue de carneiro desfibrinado............c.ccceeverurnnene. 5ml

Homogenizar e distribuir em placas de Petri.
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AGAR SOJA TRIPTICASE
Obejetivo:

Utilizado do cultivo das cepas para a realiza¢do do inoculo em salina do Kit APl 20NE

Preparo do meio:

O meio utilizado foi um meio sintético pronto (Biolab), bastando para o seu uso dissolver 40g
do pé comercial em 1 litro de agua destilada e em seguida autoclavar & 121°C por 15 minutos

e distribuir em placas de Petri.

BHI (BRAIN HEART INFUSION)
Objetivo:

Empregado nas diversas etapas de cultivo e repique bacteriano e como inoculo para os testes

bioquimicos.

Descricéao:

O meio BHI é um meio sintético pronto, bastando para o seu uso adicionar-se agua destilada.
O caldoBHI utilizado foi da Difco.

Preparo do meio final:

Foi pesado 37g e dissolvido em 11 de agua destilada, de acordo com as especificacbes do
fabricante e posteriormente distribupido em aliquotas de 2 ml em tubos de 10x70mm com

tampa de rosca e autoclavado a 121°C por 15 minutos.
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Anexo 111

SISTEMA API 20 NE
SISTEMA DE IDENTIFICACAO DE BACILOS GRAM NEGATIVOS NAO
ENTEROBACTERIAS E NAO FASTIDIOSOS

INTRODUCAO E OBJETIVO DO TESTE

O API 20 NE é um sistema padronizado para a identificacdo de bacilos Gram negativos ndo
enterobactérias e ndo fastidiosos (ex. Pseudomonas, Acinetobacter, Flavobacterium,
Moraxella, Vibrio, Aeromonas, etc.) que combina 8 testes convencionais, 12 testes de
assimilacdo e uma base de dados. A lista completa das bactérias possiveis de identificar com
este sistema apresenta-se no Quadro de identificagéo.

PRINCIPIO

A galeria APl 20 NE comporta 20 microtubos que contém substratos desidratados. Os testes
convencionais sdo inoculados com uma suspensdo bacteriana salina que reconstitui 0s meios.
As reacdes produzidas durante o periodo de incubacdo traduzem-se por viragens de cor
espontaneas ou reveladas através da adicao de reagentes.

Os testes de assimilacdo sdo inoculados com um meio minimo e as bactérias crescem apenas
se orem capazes de utilizar o substrato correspondente.

A leitura destas reacdes faz-se utilizando o Quadro de Leitura e a identificacdo € obtida
utilizando o Catalogo Analitico ou um sistema de identificag&o.

APRESENTACAO (embalagem de 25 testes)

- 25 galerias de APl 20 NE

- 25 caixas de incubagao

- 25 ampolas de API AUX Medium
- 25 fichas de resultados

- folheto informativo



COMPOSICAO

Galeria
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A composicao da galeria APl 20 NE é apresentada no Quadro de Leitura.

Meio

Meio APl AUX Sulfato de aménio 29

Medium Agar 159

7ml Solugéo de vitaminas 10,5 ml
Solucdo de oligo-elementos 10 mi
Fosfato monosodico 6,24 g
Cloreto de potéassio 159
Agua desmineralizada g.b. 100ml

pH final: 7,0 - 7,2

REAGENTES E MATERIAIS NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS

Reagentes:

- API NaCl 0.85% Medium, 2 ml (Ref. 20 070)

- Reagentes: JAMES (Ref. 70 542)
NIT 1 + NIT 2 (Ref. 70 442)
Zn (Ref. 70 380)

- Oxidase (Ref. 55 635%*)

* referéncia ndo comercializada em alguns paises: utilizar um reagente

equilvalente
- Oleo de parafina (Ref. 70 100)

- McFarland Standart (Ref. 70 900) ponto 0.5

- Catalogo Analitico AP1 20 NE (Ref. 20 090) ou programa de identificagdo

(consultar a bioMériuex)
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Materiais:
- Pipetas ou PSlpetas
- Suporte de protecdo de ampolas
- Suporte para ampolas
- Equipamento geral de laboratorio de bacteriologia

PRECAUCOES DE UTILIZACAO

As galerias e 0s meios conservam-se a 2° - 8° C até a data de validade indicada na

embalagem.

AMOSTRAS (COLHEITA/COLETA E PREPARACAO)

O API 20 NE ndo deve ser utilizado diretamente em amostras de origem clinica ou outras.
Os microorganismos a identificar devem ser primeiros isolados num meio de cultura adaptado

(ex. gelose Trypcase Soja) segundo as técnicas habituais de bacteriologia.

PROCEDIMENTO

Teste Oxidase
O teste oxidase deve ser realizado em conformidade com as instrucdes de utilizacdo do

fabricante, constitui o 21° teste de identificacdoa anotar na ficha de resultados.

Selecéo das coldnias

O API 20 NE deve ser utilizado com bacilos Gram negativos ndo enterobactérias e nao
fastidiosos.

NOTA 1: algumas espécies de bacilos Gram negativos ndo enterobactérias que sdo oxidase
negativa (S. maltophilla, Acinetobacter ...) identificam-se perfeitamente com o API 20 NE.
Ha que ter em conta o contexto clinico ou bacterioldgico para utilizar esta galeria.

NOTA 2: Os microorganismos fastidiosos, exigentes que necessitam de precaucdes de
manipulagdo particuylares (ex. Brucella e Francisella) ndo fazem parte da base de dados API

20 NE. Convém utilizar outras técnicas para excluir ou confirmar a sua presenca.
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Preparagdo da galeria

1. Juntar fundo e tampa de uma de incubacao e distribuir cerca de 5 ml de agua destilada ou
desmineralizada [ou qualquer 4gua sem aditivo ou derivados susceptiveis de libertarem gases
(Ex: Cl2, CO2 ...)] nos alvéolos para criar uma atmosfera imida.

2. Inscrever a referéncia da estirpe/cepa na lingleta lateral da caixa. (N&o inscrever a
referéncia na tampa, esta pode ser deslocada durante a manipulacéo)

3. Retirara agaleria da embalagem individual.

4. Colocar a galeria na caixa de incubacdo.

Preparacdo do inoculo

1. Abrir uma ampola de API NaCl 0.85% Medium (2 ml) como indicado no paragrafo
“Precaucdes de inocula¢do” ou utilizar um tubo contendo 2 ml de solucao salina a 0.85%, sem
aditivo.

2. Utilizando uma pipetas ou uma PSlpeta, colher/coletar 1 a 4 coldnias de morfologia
idéntica, por aspiracdo ou toque sucessivos. Utilizar de preferéncias culturas recentes (18-24
horas).

3. Efetuar uma suspens@o com opacidade equivalente a 0.5 de McFarland. Esta solugédo deve

ser utilizada imediatamente ap6s sua preparacao.

NOTA: para o bom funcionamento dos testes da galeria APl 20 NE, é muito importante
ajustar a densidade do inoculo ao ponto 0.5 de McFarland. Em especial, uma turbidez mais
fraca conduz a resultados falsamente negativos. N&o tocar nas cupulas na altura das

manipulacdes e ndo deixar a galeria demasiadamente exposta ao depois da inoculacao.

Inoculacdo da galeria

1. Encher os tubos (e ndo as clpulas) dos testes NO3 a PNPG com a suspensao anterior
utilando a pipeta que serviu para a colheita/coleta. Para evitar a formagao de bolhas no fundo
dos tubos, coletar a ponta da pipeta ou da PSlpeta de lado da cupula, inclinando ligeiramente
a caixa de incubacéo para a frente.

2. Abrir uma ampola de API AUX Medium como indicado no paragrafo”Precaugdes de
utilizacdo” e para ela transferir 200ul da suspensdo anterior. Homogeneizar com a pipeta

evitando a formacdo de bolhas.
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3. Encher os tubos e cés cupulas dos testes GLU a PAC, tendo o cuidado de criar um nivel
horizontal ou ligeiramente convexo, mas nunca cdncavo. As cupulas incompletamente cheias
ou demasiado cheias podem conduzir a falsos resultados.

4. Encher com 0Gleo de parafina as cupulas dos trés testes sublinhados (GLU, ADH, URE)

para formar ummenisco convexo.

5. Fechar a caixa de incubacéo e incubar a 29°C £ 2 °C durante 24 horas (z 2 horas).

LEITURA E INTERPRETACAO

Leitura da galeria

1. Apos a incubacao, a leitura da galeria deve fazer-se consultando o Quadro de Leitura.

2. Anotar na ficha de resultados todas as reacdes espontaneas (GLU, ADH, URE, ESC, GEL,
PNPG).

3. A revelagéo dos dois testes NO3 e TRP deve-se fazer colocando os testes de assimilagdo ao

abrigo de uma contaminacdo do ar: para isso, colocar a tampa da caixa de incuba¢do por cima

destas durante o periodo de revelacdo dos testes de NO3 e TRP.

Teste do NO3
- Adicionar uma gota do reagente NIT1 e NIT2 na ctpula do NO3.
- Depois de 5 min, uma cor vermelha indica uma reacdo positiva, a anotar na ficha de
resultados.
- Uma reacdo negativa pode ser devida a producdo de aazoto (eventualmente assinalada pela
presenca de microbolhas): adicionar 2-3 mg de reagente de Zn na clpula NO3.
- Depois de 5 min, uma clpula que continuar incolor indica uma reacdo positiva a anotar na
ficha de resultados.

Se a cupula virar para rosa-vermelho, a reacdo é negativa visto que 0s

nitratos ainda presentes no tubo foram reduzidos a nitritos pelo zinco.
A reacdo utilizada para identificacdo da bactéria é a reducdo dos nitratos; esta € positiva se
uma ou outra das duas reagdes anteriores (producéo de NO2 ou de N2) for positiva.
No entanto, a producdo de N2 pode ser utilizada unicamente como teste complementar no
Catalogo Analitico.

Teste TRP
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Adicionar uma gota do reagente JAMES. Uma cor rosa difundida em toda ctpula indica uma

reacao positiva.

Teste de assimilagéo

Observar o crescimento bacteriano. Uma clpula turva indica uma reagéo positiva.

Podem ser observados crescimento de intensidade intermediéria e anotados -+ ou +-.

Depois da leitura efetuada, a identificacdo deve ser feita como indicado no paragrafo
“interpretagdo”. No entanto, nestes dois casos , € necessario uma reincubacao:

- se o perfil ndo for encontrado no Catalogo Analitico APl 20 NE

- se a nota a seguir for indicado para o perfil obtido:

IDENTIFICACAO NAO VALIDA ANTES DE 48 HORAS DE INCUBACAO

Eliminar , utilizando uma pipeta ou uma PSlpeta, os reagentes NIT 1 e NIT 2 e JAMES por
aspiracdo, cobrir imediatamente os testes NO3 e TRP de dleo de parafina formando um
menisco convexo, incubar novamente a 29°C + 2 °C durante 24 h mais tarde, exceto os trés

primeiros testes: NO3, TRP, GLU que devem ser lidos unicamente a 24 h.

Interpretacéo
A identificacdo é obtida a partir do perfil numérico.
Determinacdo do perfil numérico:

Na ficha de resultados, os testes sdo separados por grupos de trés e um valor 1, 2 ou 4
indicado para cada um. Adicionando em cada grupo os valores que correspondem as reaces
positivas, obtém-se 7 algarismos; a reacdo de oxidase que constitui 0 21° teste é assinalada
com o valor 4 quando positiva.

Identificacao:
E efetuada a partir da base de dados (v 6.0)
* com o Catalogo Analitico:
- Pesquisar o perfil numérico na listas dos perfis.
* com o programa de identificagéo:

- Introduzir manualmente no teclado o perfil numérico de 7 algarismos



QUADRO DE LEITURA - API 20 NE

RESULTADOS
TESTES COMPONENTES QDE REACOES/ENZIMAS
ATIVOS (mg/cip) NEGATIVO POSITIVO
NIT1+4+ NIT2/5min
NO3 Nitrato de potassio 0,136 reducdo dos Nitratos em nitritos incolor rosa-vermelho
Zn /5 min
reducdo dos Nitritos em azoto rosa incolor
JAMES / imediato
TRP L-triptofano 0,2 formagdo de indol (TRiPtofano) incolor
verde palido / rosa
amarelo
GLU D-glucose 1,92 Fermentagdo (GLUcose) azul a verde amarelo
laranja / rosa /
ADH L-arginina 1,92 Arginina DiHidrolase amarelo vermelho
laranja / rosa /
URE Ureia 0,76 UREase amarelo vermelho
ESC esculina 0,56 Hidrdlise (B-glucosidase) (ESCulina) amarelo cinzento /castanho
citrato de ferro 0,072 negro
GEL gelatina 0,6 ndo ha difusao do difusdo do
(origem bovina) Hidrolise (protease) (GELatina) pigmento pigmento negro
PNPG 4-nitrofenil-BD- 0,22 B-galactosidase (Para-Nitrofenil-BD- incolor amarelo
galatopiranosido Galactopiranosidase)
GLU D-glucose 1,56 assimilagdo (GLUcose) transparéncia turvo
ARA L-arabinose 1,4 assimilagdo (ARAbinose) transparéncia turvo
MNE D-manose 1,4 assimilacdo (MaNosE) transparéncia turvo
MAN D-manitol 1,36 assimilagdo (MANitol) transparéncia turvo
NAG N-acetil-glucosamina 1,28 assimilagao (N-Acetil-Glucisamina) transparéncia turvo
MAL D-maltose 1,4 assimilagdo (MALtose) transparéncia turvo
GNT potassio gluconato 1,84 assimilagdo (potassio GlucoNaTo) transparéncia turvo
CAP acido caprato 0,78 assimilagdo (acido CAPrato) transparéncia turvo
ADI acido adipato 1,12 assimilagdo (acido ADIpato) transparéncia turvo
MLT acido malato 1,56 assimilacdo (MaLaTo) transparéncia turvo
CIT citrato de trisodio 2,28 assimilagdo (CITrato de trisédio) transparéncia turvo
PAC acido-fenil-acetato 0,8 assimilagdo (acido fenil-Acetato) transparéncia turvo
OX (consultar folheto informativo) - Citocromo-oxidase (consultar folheto informativo)
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Anexo IV

PREPARACAO DO ANTIGENO - BURKHOLDERIA PSEUDOMALLEI
PROTOCOLO - PATHWEST

Objetivo: extrair 0 antigeno das cepas de Burkholderia pseudomallei

Metodologia: Documento “Melioidosis IHA Method Oct2004” - PathWest
Obs: modificacdo - Sulfato de Amonio

Material:
- Placas de Petri
- Meios de cultura - 4gar sangue
- Meios livre de proteinas
- Erlenmyer
- Papel de filtro
- Funil
- Sulfato de Aménio
- Barra magnética
- Agitador Magnético
- Membrana de filtracdo
- Deposito para didlise
- Agua destilada
- Solucéo salina
- Ponteiras 1000 p
- Pipeta

- Etiquetas de identificacdo e canetas de marcacéao
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Descric¢éao do protocolo - resumo:

- Incubacdo das cepas B. pseudomallei a 37°C por 48 horas

- Raspagem das coldnias da superficie do meio

- Transferéncia do material para frasco com meio livre de proteinas
- Incubacdo por 2 semanas

- Autoclave a 121°C por 15 minutos

- Filtracdo - funil com papel de filtro em Erlenmeyer

- Agitacdo magnética acrescentando lentamente Sulfato de Aménio
- Precipitacdo - 24 horas

- Centrifugacdo 10.000 rpm

- Dialise em 4 banhos

- Armazenamento a -20°C

Concluséo:

- Extracdo do antigeno das cepas para teste.
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PREPARACAO DO ANTIGENO - BURKHOLDERIA PSEUDOMALLEI

PROTOCOLO - PathWest/2004
Referéncia: Documento PathWest - lan Simpson/Tim Inglis

PREPARACAO DO MEIO LIVRE DE PROTEINAS
PARA PRODUCAO DO ANTIGENO

MEIO LIVRE DE PROTEINAS

Asparagina 3.5mg
KH2PO4 1.0 mg
Acido Citrico 1.0 mg
MgSO, 0.5gm
Citrato de Amonio Ferrico 1.0 mg
Citrato de Sodio 1.0 mg
Dextrose 5.0 mg
Glicerol 35.0 mg
Agua deionizada 500 ml

Ajuste pH para 7.2. Prepare 3 frascos de 500ml contendo 150 ml do meio. Autoclave

cada frasco a 115°C por 15 minutos.



ANEXO V

Reagentes Utilizados no ELISA e no Teste da Avidez

TAMPAOQO PBS Ph 7,4

Fosfato bibasico de sodio anidro (Qeel) 17,91
Cloreto de sddio (Reagen) 8,84
Agua destilada g.s.p. 1000 ml

Acertar o pH 7,4 com HCI 6N.

TAMPAO PARA DILUICAO DAS AMOSTRAS E DO CONJUGADO (PBS-NaCl-T)

Cloreto de sddio (Reagen) 29
Tween 20 (Sigma P-1379) 0,2 ml
PBS 7,4 100 ml

TAMPAO DE LAVAGEM
Tween 20 (Sigma P-1379) 0,5l
PBS 7,4 1000 ml

TAMPAO CITRATO FOSFATO

Acido citrico (Merck 21549) 744
Fosfato de sodio bibasico (Qeel) 999
Agua destilada g.s.p. 1000 ml

Acertar o ph para 5,0 e separar em aliquotas de 100 ml e guardar congelado.
SOLUCAO DE SUBSTRATO COM OPD

O-Phenylenediamine Dihydrochloride (Sigma P-8287) 10 mg
Tampdo citrato fosfato 25 ml
Perhydrol 30% (merck 7209)

SOLUCAO 5M DE TIOCIANATO DE POTASSIO (KSCN)

KSCN 60,759

PBS-NaCl-Tween 125 ml
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A partir da solucgéo estoque de KSCN 5M, realizar as dilui¢cGes seguintes para atingir as

concentracOes desejadas, isto é, de 0,1M a 4M.

Reagentes para SDS-PAGE
SOLUCAO DE SDS 10%
Sodium dodecyl sulfate (BioRad 161-0301) 10 g
Agua destilada e desmineralizada g.s.p. 100 ml

SOLUCAO DE ACRILAMIDA 30%

Acrilamida (Riedel-deHaén 62021) 30¢
N,N’-methylene-bis-acrylamide (Sigma M-7256) 08¢
Agua destilada e desmineralizada g.s.p. 100 ml

Filtrar em papel de filtro Whatman e conservar em frasco escuro, a 4°C.
TAMPAO TRIS-HCL PH 8,81, 5M.

Trizma base (Sigma T-1503) 27,259
Agua destilada e desmineralizada g.s.p. 150 ml
Ajustar o pH para 6,8 com HCI 5M

TAMPAO TRIS-HCL PH 6,8 0,5M

Trizma base (Sigma T-1503) 69
Agua (destilada e desmineralizada) 100 ml

Ajustar o pH para 6,8 com HCI 5M.

SOLUCAOD

Trizma base (Sigma T-1503) 6,06 g
Solucéo de SDS 20% 2 mi
Agua destilada e desmineralizada g.s.p. 100 ml

Ajustar o pH para 6,8 com HCI 6N.

153



154
SOLUGAO DE PERSULFATO E AMONIO
Persulfato de amonio (Riedel-deHaén 31117) 0,29
Agua destilada e desmineralizada g.s.p. 2mi
Dividir em aliquotas de 100ul e guardar a -20°C
PREPARO DO GEL DE ACRILAMIDA

Montar um sanduiche de placas de vidro perfeitamente limpas e com as espagadores bem
ajustados, testando com agua para verificar se ndo ha vazamentos. Colocar o gel preparado na

concentracdo desejada, segundo os exemplos da tabela, nesta ordem:

Gel a 15%

Agua bidestilada 2,5ml
Solucdo Acrilamida 30% 5,0 mi
Tampéo Tris-HCI 8,8 2,0 ml
Glicerol 0,5 mi
SDS 10% 100pl
Persulfato de Amonio 55ul

TEMED 6ul

TEMED= N, N, N’, N’-tetra-methylethylenediamine (BioRad 161-0801)

Apbs polimerizacdo do gel de corrida, colocar gel de aplicacdo de amostra (Gel Stackong),

preparado na propor¢ao:

Agua bidestilada 3,75 ml
Sol. Acrilamida 30% 630ul
Tampéo Tris-HCI 6,8 630ul
SDS 10% 50pl
Persulfato de aménio 40ul

TEMED 5l
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Colocar cuidadosamente o pente, que sera retirado apos a polimerizacéo, para aplicaldo das
amostras e do padréo de peso molecular (Calibration kit for molecular weight determination,
Pharmacia).

TAMPAO DE AMOSTRA

Solucéo D 2,5ml
Solucéo de SDS 20% 2,5 ml
Glicerol 99% (Aldrich 13487-2) 2,0 ml
EDTA 0, 1M (Sigma E-6758) 0,1 ml
Agua (destilada e demineralizada) q.s.p. 18,5 ml

SOLUQAO DE AZUL DE BROMOFENOL
Azul de bromofenol (BioRad 161-0404) 29
Agua destilada 100 ml

TAMPAO DE CORRIDA PH 8,3 (SOL. ESTOQUE, 5 VEZES CONCENTRADO)

Trizma base (Sigma T 1503) 15¢
L-Glicina (Ajinomoto) 729
Sodium dodecyl Sulfate (BioRad 161-0301) 59
Agua destilada e desmineralizada q.s.p. 1000 ml

Ajustar o pH para 8,2 guardar a 4°C. No momento do uso diluir 1:5 em &gua destilada.

Reagentes para Immuno Blotting

TAMPAO DE TRANSFERENCIA

Trizma base (Sigma T-1503) 3,03¢g
Glicina (Ajinomoto) 1441 ¢
Metanol (Merck 21566) 200 ml
Agua destilada q.s.p. 1000 ml

CORANTE DE PONCEAU PARA NITROCELULOSE

Ponceau S (Gurr’s) 0,5¢g



Acido acético glacial (Reagen)

Agua destilada q.s.p.

TAMPAO TRIS-SALINA 0,1M PH7, 4
Trizma base (Sigma T-1503)

Cloreto de sodio (Reagen)

Agua destilada q.s.p.

Acertar o pH para 7,4 com HCI.
TAMPAO TRIS-SALINA 0,01M PH7, 4
Tampao Tris salina 0,1M

Agua destilada q.s.p.

TAMPAO DE BLOQUEIO

Tampao Tris salina 0,01M

Leite Molico

TAMPAO DE DILUICAO DE AMOSTRAS E CONJUGADO
Tampéo Tris salina 0,01M

Leite Molico

Tween 20 (Sigma P-1379)

TAMPAO DE LAVAGEM

Tampéo Tris salina 0,1M

Tween 20 (Sigma P-1379)

TAMPAO TRIS 0,05M

Tmapéo Tris 0,1M

Agua destilada q.s.p.

SUBSTRATO PARA FOSFATASE ALCALINA
NBT (Bio Rad, USA), 10x concentrado
BCIP (Bio Rad, USA), 10 x concentrado

Tris-HCI 0,1M, pH 9,5 (Bio Rad, USA)

156
1ml

100 ml

24,20 g
29,22 g

1000 mi

100 ml

1000 mi

100 ml

1g

100 ml

0,05 ml

100 ml

1ml

250 ml

1000 ml

1ml
1ml

10 ml



