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_Resumo

Os serotipos Typhi e Paratyphi causam infecdes sistémicas graves, sendo
crucial a administrac@o de antibioterapia adequada. No entanto, o aumento
crescente da taxa de multirresisténcia aos antibiéticos, especialmente no
caso de Salmonella Typhi, dificulta a escolha dos antibi6ticos a administrar.
Em Portugal, os casos de febre tifoide e paratifoide s@o raros.

Com este estudo pretendeu-se identificar e caracterizar os perfis de re-
sisténcia aos antibidticos de isolados de Salmonella Typhi e Salmonella
Paratyphi A, B e C, entre janeiro de 1994 e maio de 2024, e avaliar a sua
proximidade genética.

Apds confirmacéo do serotipo, 86 isolados foram submetidos a testes de
suscetibilidade aos antibidticos e sequenciacao total do genoma. Neste es-
tudo, 60,5% dos isolados foram resistentes a pelo menos um antibidtico,
dos quais 15,4% eram multirresistentes. Entre 1994-2016 todos os isolados
foram suscetiveis, mas a partir de 2017 foi possivel observar uma tendéncia
crescente na resisténcia aos antibidticos, especialmente para S. Typhi. A re-
sisténcia a pefloxacina foi a mais frequente, seguida da resisténcia ao acido
nalidixico, ampicilina, trimetoprim, sulfametoxazol e cloranfenicol. Dos diver-
s0s genes de resisténcia identificados, destaca-se a presenga do gene blac-
mm-15 NUM isolado de Salmonella Typhi de 2020, resistente a antibiéticos de
importancia critica.

Foram identificados 11 pequenos clusters. Apesar dos serotipos tifoides e
paratifoides néo serem endémicos em Portugal, é essencial manter uma vi-
gilancia laboratorial continua, de forma a caracterizar os isolados circulan-
tes em Portugal e detetar potenciais surtos.

_Abstract

Typhi and Paratyphi serovars are responsible for severe systemic infections
that require appropriate antimicrobial therapy. However, the increasing rate of
multidrug resistance, particularly in Salmonella Typhi, complicates therapeutics.
In Portugal, typhoid and paratyphoid fever cases are rare.

This study aimed to identify and to characterize the antibiotic resistance
profiles of Salmonella Typhi and Salmonella Paratyphi A, B, and C isolates
from 1994 to May 2024, and to assess their genetic proximity.

After serotyping confirmation, 86 isolates underwent antimicrobial
susceptibility testing and Whole Genome Sequencing.

In this study, 60.5% of the isolates were resistant to at least one antibiotic,
of which 15.4% were multidrug-resistant. Between 1994 and 2016, all
isolates were susceptible, but an increasing trend in antibiotic resistance

was observed after 2017, particularly in S. Typhi. Resistance to pefloxacin
was most frequent, followed by nalidixic acid, ampicillin, trimethoprim,
sulphamethoxazole, and chloramphenicol. Among the resistance genes
identified, blagrwy.4s gene was found in a S. Typhi isolate from 2020,
resistant to critically important antibiotics. Eleven small clusters were
identified. Although typhoid and paratyphoid serotypes are not endemic
in Portugal, continuous laboratory surveillance is essential to characterize
circulating isolates and to detect potential outbreaks.

_Introdugéo

Anualmente, a febre tifoide e a paratifoide sdo responsaveis
por cerca de 130 a 160 mil mortes a nivel mundial e séo
causadas por Salmonella Typhi, Paratyphi A, Paratyphi B
e Paratyphi C (1-6). A febre entérica é transmitida pela via
fecal-oral, através da contaminacdo de agua ou alimentos,
ou por contacto direto pessoa a pessoa, especialmente em
paises endémicos, tais como paises do sudeste asiatico
e Africa subsariana, entre outros (1:2:5.7). Na Europa, 0s
casos de febre tifoide e paratifoide sdo relativamente raros
e estdo maioritariamente associados a viagens para paises
endémicos (1:3.7),

Os serotipos Typhi e Paratyphi, restritos ao hospedeiro
humano, causam infecoes sistémicas graves, especialmen-
te em individuos imunocomprometidos, sendo crucial a
administracdo de antibioterapia adequada (8:9). Em caso
de necessidade de terapéutica empirica, é recomendada,
como primeira linha de tratamento, a administracdo de
ciprofloxacina, ceftriaxone ou azitromicina (19). No entanto,
0 aumento crescente da taxa de multirresisténcia aos
antibidticos, especialmente no caso de S. Typhi, limita a
escolha dos antibidticos a administrar, sendo recomendada
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adaptacao relativamente aos padroes de resisténcia de cada
pais (5:6,10.11) Apesar de néo ser uma doenga endémica em
Portugal, é importante caracterizar os isolados circulantes
no nosso pais, nao sé para detetar precocemente eventuais
surtos, mas também para adequar o tratamento, visando
minimizar os riscos para a saude publica (5).

_Objetivos

Com este estudo pretendeu-se identificar os perfis de
resisténcia aos antibidticos mais frequentes de isolados de
Salmonella dos serotipos Typhi, Paratyphi A, Paratyphi B
e Paratyphi C, no periodo entre janeiro de 1994 e maio de
2024, bem como identificar os seus genes de resisténcia.
Adicionalmente, foi avaliada a proximidade genética das
estirpes em estudo.

_Materiais e métodos

Para realizacdo deste trabalho, foram analisados isolados
de S. Typhi, S. Paratyphi A, B e C, recebidos e identificados
no Laboratério Nacional de Referéncia de Infecbes
Gastrintestinais do Instituto Nacional de Saude Doutor
Ricardo Jorge (INSA) entre janeiro de 1994 e maio de 2024.
A serotipagem foi realizada de acordo com o esquema de
Kauffman-White-Le Minor (12),

fenotipico de resisténcia aos antibidticos foi realizada

A determinacdo do perfil

pelo método de difusdo em disco, de acordo com as
recomendagoes do European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) (13). Foi testado um painel
de 18 antibidticos, que incluiam: ampicilina (AMP) (10 pg),
amoxicilina+acido clavulanico (AMC) (30 pg), tetraciclina (TET)
(30 pg), cefoxitina (FOX) (30 pg), ceftazidima (CZD) (10 ug),
cefepime (FEP) (30 pg), cefotaxima (COX) (5 ug), ceftriaxona
(CRO) (30 pg), acido nalidixico (NAL) (30 ug), cloranfenicol
(CHL) (30 pg), gentamicina (GMN) (10 pg), pefloxacina (PEF)
(5 pg), trimetoprim (TMP) (5 pg), sulfametoxazol (SMX) (100
ug), meropenemo (MEM) (10 pg), azitromicina (AZM) (15 pg),
tigeciclina (TGC) (15 ug) e amicacina (AKN) (30 pg). Uma
estirpe foi considerada multirresistente quando apresentou
resisténcia a trés ou mais classes diferentes de antibioticos.
Todos os isolados foram sujeitos a sequenciag@o total

do genoma (WGS),
analise genémica foi realizada recorrendo as plataformas

utilizando a tecnologia lllumina, e a
Enterobase (https://enterobase.warwick.ac.uk/), Center for
Genomic Epidemiology (https://www.genomicepidemiology.org
/services) e Comprehensive Antibiotic Resistance Database
(https://card.mcmaster.ca).

_Resultados

Entre janeiro de 1994 e maio de 2024 foram recebidos no
INSA 168 isolados clinicos de S. Typhi (n=148), S. Paratyphi
A (n=10), B (n=7) e C (n=3). No grafico 1, é possivel observar
a distribuicao temporal destes isolados.

Tendo em conta que 48,8% dos isolados (82/168) nao
se conseguiram recuperar para realizagdo de testes de
suscetibilidade aos antibioticos e WGS, neste estudo foram
considerados 86 isolados: 66 isolados de S. Typhi, dez
isolados de S. Paratyphi A, sete isolados de S. Paratyphi B e
trés isolados de S. Paratyphi C.

No total, 60,5% (52/86) dos isolados foram resistentes a pelo
menos um dos antibidticos testados, o que correspondeu
a 60,6% (40/66) dos isolados de S. Typhi, 100% (10/10) dos
isolados de S. Paratyphi A e 28,6% (2/7) dos isolados de S.
Paratyphi B. Por outro lado, todos os isolados de S. Paratyphi
C (n=3)
testados (grafico 2), assim como todos os isolados (n=14)

apresentaram suscetibilidade aos antibioticos

anteriores a 2017.

Foram identificados diversos perfis de resisténcia (grafico 3),
sendo o perfil mais comum a resisténcia a classe das (fluoro)qui-
nolonas (NAL, PEF), observado em 90,0% (9/10) dos isolados
de S. Paratyphi A, 31,8% (21/66) de S. Typhi e 14,3% (1/7) de
S. Paratyphi B. A diversidade de perfis foi mais evidente nos
isolados de S. Typhi. De referir que 15,4% (8/52) dos isolados de
S. Typhi apresentaram perfil de multirresisténcia. A resisténcia
a pefloxacina (76,9%; 40/52), acido nalidixico (69,2%; 36/52),
ampicilina (28,8%; 15/562), trimetoprim (26,9%; 14/52), sulfameto-
xazol (23,1%; 12/562) e cloranfenicol (17,3%; 9/52), foram as mais
frequentes. Todos os isolados foram suscetiveis a amicacina,
azitromicina, cefoxitina, gentamicina, meropenemo e tigeciclina
(100%; 52/52).
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Gréfico 1: [ Distribuigdo temporal da percentagem de isolados (%) de S. Typhi, S. Paratyphi A,Be C
serotipados no INSA entre janeiro de 1994 e maio de 2024.
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Foram omitidos os anos em que nédo foram identificados os serotipos em estudo.

Grafico 2: [ Distribuigdo temporal do nimero de isolados (%) de S. Typhi, S. Paratyphi A, S. Paratyphi B e S. Paratyphi C
resistentes e suscetiveis aos 18 antibiéticos testados.
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Foram omitidos os anos anteriores a 2017 em que nao foram recuperados isolados.
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Grafico 3: [ Distribuigdo da suscetibilidade e dos perfis de resisténcia observados nos isolados de S. Typhi,
S. Paratyphi A, S. Paratyphi B e S. Paratyphi C, entre janeiro de 1994 e maio de 2024.
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Na tabela 1 encontram-se descritos os perfis fenotipicos de
resisténcia aos antibioticos testados, bem como os genes de
resisténcia identificados apds WGS. Todos os perfis fenotipicos
de resisténcia aos antibidticos foram concordantes com a
analise dos genes de resisténcia. Num isolado multirresistente
de S. Typhi, de 2020, foi identificado 0 gene blagrxm1s Uma
B-lactamase de espetro alargado (ESBL).

L AMP, AMC, TET, CHL, SMX

Através da andlise de core genome multilocus sequence
typing (Enterobase cgMLST V2 + HierCC V1) dos 86 isolados
estudados, recorrendo a um threshold de cinco diferencas
alélicas (HCH), foi possivel identificar oito clusters integrando
isolados de S. Typhi (figura 1) e trés clusters integrando,
respetivamente, isolados de S. Paratyphi A, B e C (figura
2). Quatro clusters (cluster 6, 8, A e C) integram isolados de
diferentes anos (figura 1 e 2).
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Tabela 1: [} Genes de resisténcia e mutagdes pontuais associados aos perfis de resisténcia aos antibiéticos
observados nos isolados de S. Typhi, S. Paratyphi A, B e C, entre 1994 e maio de 2024.

Numero de isolados

Perfil fenotipico de resisténcia Genes de resisténcia (n=86)
Suscetivel 34
Resistente 52
AMP blarey.is 1
T™MP dfrA7 1
PEF gyrB (p.S464F) 4
NAL, PEF gyrA (p.D87N; p.S83F; p.S83Y), parC (p. T57S), qnrB19 31
AMP, TMP blarey 15, dfrA7 1
NAL, PEF, CHL gyrA (p. S83Y), parC (p. T578S), sdiA 1
AMP, SMX, TMP blarey g, sull, drfA7 4
AMP, AMC, TMP blarey 15, dfrA7 1
AMP, CHL, SMX, TMP aph(6)-1d, aph(3"')-1b, blargy s, catAl sull, sul2, dfrA7 3
AMP, AMC, CHL, SMX, TET aadA2, blagas, flOR, sull, tet(G) 1
L L s T LSS D, 1 b 55 . 501 50970 :
AMP, COX, CRO, CZD, FEP, NAL, aph(6)-1d, aph(3")-Ib, blarey.is, blacrxy.1s qNrS7, 1
PEF, CHL, SMX, TMP gyrA (p. S83F), catAl, sull, sul2, dfrA7

AMC, amoxicilina +4cido clavulanico; AMP, ampicilina; CHL, cloranfenicol; CZD, ceftazidima; COX, cefotaxima; CRO, Ceftriaxona; FEP, cefepime;
NAL, acido nalidixico; PEF, pefloxacina; SMX, sulfametoxazol; TET, tetraciclina; TMP, trimetoprim.

Figura 1: [ Andlise filogenética (minimum spanning tree) de S. Typhi, baseada no cgMLST de 66 isolados, utilizando
0 esquema cgMLST V1 + HierCC V1 com 3002 /oci, disponivel na plataforma Enterobase.
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Os numeros apresentados nos ramos representam as diferengas alélicas entre os isolados. Os clusters sdo formados com <5 diferengas
alélicas entre os isolados. O tamanho dos circulos é proporcional ao numero de isolados neles integrados. As linhas continuas séo
proporcionais a distancia entre os isolados, enquanto as linhas a tracejado sdo indicativas de auséncia de proporcionalidade na distancia
entre os isolados, tendo sido efetuada uma redugéo para distancias superiores a 200.
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Figura 2:

Anélise filogenética (minimum spanning tree) de S. Paratyphi A, B e C, baseada no cgMLST de 20 isolados,

utilizando o esquema cgMLST V1 + HierCC V1 com 3002 Joci, disponivel na plataforma Enterobase.
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Os numeros apresentados nos ramos representam as diferengas alélicas entre os isolados. Os clusters sdo formados com <5 diferengas
alélicas entre os isolados. O tamanho dos circulos é proporcional ao nimero de isolados neles integrados. As linhas continuas séo
proporcionais a distancia entre os isolados, enquanto as linhas a tracejado séo indicativas de auséncia de proporcionalidade na distancia
entre os isolados, tendo sido efetuada uma reducéo para distancias superiores a 2000.

_Discusséo

No periodo entre janeiro de 1994 e maio de 2024 foram
Destes, 66
dez como Paratyphi A, sete

analisados 86 isolados clinicos. foram
serotipados como Typhi,
como Paratyphi B e trés como Paratyphi C. Segundo o
Ultimo relatério epidemiologico europeu de febre tifoide
e paratifoide, o numero de casos reportados de S.
Typhi (n=990; 69%) foi significativamente superior aos
de S. Paratyphi A (n=318; 22%), S. Paratyphi B (n=91;
6%) e S. Paratyphi C (n=11; 1%), tal como observado
em anos anteriores (4:5). Na auséncia de informagdes
epidemioldgicas complementares dos pacientes (pais de
origem, viagens recentes, entre outros) podemos apenas
supor que estes casos tenham surgido em contexto familiar
ou que tenham ocorrido ap6s viagens a paises onde a febre
tifoide e paratifoide sdo endémicas, tal como acontece nos

restantes paises europeus.

Neste estudo, 60,5% dos isolados foram resistentes
15,4% foram
multirresistentes. Tal como reportado por outros paises, a

a pelo menos um antibidtico e, desses,

resisténcia aos antibidticos foi maior nos serotipos Typhi
e Paratyphi A (5,6,11,14-18) " Apgsar do nuimero reduzido
de isolados incluidos neste estudo, foi possivel observar
uma tendéncia crescente na resisténcia aos antibidticos
testados, especialmente no caso de S. Typhi, sendo que até
2017 todos os isolados analisados foram suscetiveis. Estes
dados estdo em consonancia com os dados internacionais,
que tém evidenciado um aumento do numero de isolados
resistentes e multirresistentes (7,11,16-18),

Globalmente, as resisténcias mais frequentes foram a
pefloxacina (76,9%), acido nalidixico (69,2%), ampicilina
(28,8%), trimetoprim (26,9%),
cloranfenicol (17,3%), tendo o perfil de resisténcia NAL-PEF

sulfametoxazol (23,1%) e
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sido 0 mais observado em S. Typhi (31,8%) e Paratyphi A
(90,0%). A sequenciagao total do genoma permitiu identificar
0s genes de resisténcia preditivos dos perfis de resisténcia
encontrados, destacando-se a presenca dos genes blacry1s
(cefalosporinas), blamey4s (ampicilina), catAl (cloranfenicol),
dfrAT (trimetoprim), sull/sul2 (sulfametoxazol), gnrB19 e das
mutagdes pontuais em gyrA, gyrB e parC (fluoroquinolonas).
A identificacdo de um isolado de S. Typhi de 2020 extensiva-
mente resistente aos antibidticos (XDR), com resisténcia a
ampicilina, cefalosporinas de 3?2 e 42 geracao, (fluoro)quinolo-
nas, cloranfenicol, sulfametoxazole e trimetoprim, e com uma
betalactamase de espetro alargado (blacryu1s) vem reforcar
0 conceito de que a escolha dos antibiéticos a administrar é
cada vez mais um desafio para a pratica clinica (5.6,11,13,19),
A resisténcia de S. Typhi a cada um destes antibidticos tem
sido descrita em vérios paises ao longo dos anos (20),

A analise de cgMLST identificou oito pequenos clusters de S.
Typhi e trés pequenos clusters cada um integrando isolados
de S. Paratyphi A, B e C. A existéncia destes clusters
pressupde uma provavel origem comum dos isolados
integrantes de cada cluster. No entanto, sem informacéo
epidemiolégica complementar, esta observagdo ndo passa
de uma suposicao.

_Conclusao

Apesar de a febre tifoide/paratifoide ser uma doenca de decla-
racdo obrigatéria (DDO) em Portugal (21), a subnotificagdo de
casos é um desafio, transversal alias a todas as DDO (22,23),

Dada a importancia das infecOes causadas por serotipos
Typhi e Paratyphi, estas ndo devem ser negligenciadas,
mesmo nao sendo endémicas em Portugal. N&o s6 por cau-
sarem sintomas graves, levarem frequentemente ao interna-
mento e até morte, que se traduz numa carga economica
e de doenca elevada, mas também devido ao aumento das
resisténcias aos antibidticos, que constitui um verdadeiro
desafio ao tratamento destas doencas.

Assim, ndo s6 é essencial a notificacao clinica atempada
de todos 0s casos, mas também é importante manter uma
vigilancia laboratorial continua, que permita caracterizar os
isolados circulantes em Portugal e detetar de forma precoce
potenciais surtos, que deverdo ser sempre suportados pela
investigagdo epidemioldgica conduzida pelas entidades
competentes, de maneira a implementar medidas de
prevencao e controlo eficazes.
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