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RESUMO 

 

 

Neste estudo foram analisadas oito isolados de Plesiomonas shigelloides, obtidos da bacterioteca 

do Laboratório de Fatores de Virulência em Bactérias, Instituto de Biologia –UNICAMP – 

Campinas/SP: sete isolados são provenientes de água doce do Rio Cambé na região de 

Londrina/PR e, um isolado de ATCC 14029. Os sobrenadantes de culturas de P. shigelloides 

foram capazes de induzir efeitos anticarcinogênicos in vitro (em células He-La e HEp-2), apesar 

de apresentarem efeitos citotóxicos em linhagens celulares não cancerígenas (em células CHO e 

Vero). A atividade hemolítica dos cultivos de P. shigelloides foi detectada em placas com ágar 

sangue (meio sólido) e em microplaca (meio líquido) contendo hemácias de carneiro. A atividade 

citotóxica e hemolítica de Plesiomonas shigelloides apresenta característica de termolabilidade. 

Os isolados de P. shigelloides aderiram em células HEp-2 e em superfícies inertes como o 

plástico (microplaca de poliestireno) e vidro (lamínula) e, ainda apresentaram a capacidade de 

formar biofilme in vitro, sendo possível a colonização e formação de biofilmes em células 

epiteliais e em dispositivos médicos implantáveis como cateteres, próteses e/ou sondas. A 

produção de exoenzimas hidrolíticas como lípase e proteases (caseinase e elastase) foi detectada 

nos isolados de P. shigelloides. No teste de sensibilidade antimicrobiana pelo método de difusão 

de discos, os isolados de P. shigelloides se mostraram sensíveis à maioria dos antibióticos 

utilizados. Entretanto, outros testes de sensibilidade antimicrobiana se tornam necessários de 

modo a assegurar  uma terapia antibiótica eficiente em casos de confirmação de diagnóstico 

clínico microbiológico. Neste estudo, os isolados de P. shigelloides expressaram fatores de 

virulência in vitro como citotoxicidade, adesão, exoenzimas e resistência antimicrobiana que 

podem potencialmente estar envolvidos na sua patogenicidade, de modo especial às 

gastroenterites ou complicações extra-intestinais (septicemia) em indivíduos 

imunocomprometidos (HIV-soropositivo, câncer ou ainda doenças hepatobiliares).  
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ABSTRACT 

 

 

We analyzed eight isolates Plesiomonas shigelloides, obtained from the bacterial collection 

Laboratory of Virulence Factors in Bacteria, Biology Institute – UNICAMP – Campinas/SP: 

seven isolates are from freshwater in Cambé River, region of Londrina/PR and a isolate ATCC 

14029. The culture supernatants P. shigelloides were able to induce anticarcinogenic effects in 

vitro (He-La and HEp-2 cells), although having cytotoxic effects on non-cancer cell lines (CHO 

and Vero cells). The hemolytic activity of cultures P. shigelloides was detected on blood agar 

plates (solid medium) and microplates (liquid medium) containing sheep erythrocytes. The 

hemolytic and cytotoxic activity P. shigelloides features characteristics of thermo ability. Isolates 

P. shigelloides joined in HEp-2 cells and inert surfaces such as plastic (polystyrene microplate) 

and glass (coverslips) and also had the ability to form biofilm in vitro, it being possible 

colonization and biofilm formation in epithelial cells and devices implantable medical devices 

such as catheters, implants and/or probes. The production of hydrolytic exoenzymes such as 

lipase and protease (caseinase and elastase) was detected in isolates P. shigelloides. In 

antimicrobial susceptibility testing by the disc diffusion method, isolates  P. shigelloides were 

sensitive to most antibiotics. However, other antimicrobial susceptibility testing has become 

necessary to ensure efficient antibiotic therapy in cases of clinical diagnostic microbiological 

confirmation. In this study, isolates P. shigelloides expressed virulence factors in vitro as 

cytotoxicity, adhesion, exoenzymes and antimicrobial resistance that may potentially be involved 

in this pathogenicity, specially to gastroenteritis or extraintestinal complications (septicemia) in 

immunocompromised individuals (HIV-seropositive, cancer or diseases hepatobiliary).  
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1. Introdução 

 

 

   Plesiomonas shigelloides foi denominada de C27 por Ferguson e Henderson (1947) que a 

isolaram pela primeira vez a partir de fezes de humano (1). Esses autores descreveram P. 

shigelloides como uma bactéria móvel, cujo antígeno somático apresentava similaridade ao 

antígeno de Shigella sonnei, mas com características morfológicas (motilidade) e bioquímicas 

(fermentação tardia da lactose, não produção de ácido a partir de D-manitol e produção de indol) 

distintas (2).  

 A bactéria foi incluída no gênero Pseudomonas e espécie shigelloides por apresentar 

flagelação polar e características semelhantes à Shigella. Posteriormente foi denominada 

Aeromonas shigelloides e pertencente ao gênero Aeromonas, família Vibrionaceae, por 

apresentar metabolismo fermentativo, morfologia (flagelos) e características bioquímicas 

similares com Aeromonas (3). Foi proposta finalmente a criação de um novo gênero Plesiomonas 

com a única espécie shigelloides dentro da família Vibrionaceae (4).   

Estudos moleculares como a análise das sequencias de nucleotídeos de RNA ribossomal 

5S e 16S, mostraram que P. shigelloides está mais próxima de bactérias do gênero Proteus, que 

dos membros da família Vibrionaceae, o que sugere uma relação filogenética de P. shigelloides 

com a família Enterobacteriaceae (4,5). Adicionalmente, Huys & Sings (6) genotiparam 

linhagens de Aeromonas spp. por AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) e 

verificaram que P. shigelloides posicionou-se fora do principal cluster formado por Aeromonas. 

Devido a esses achados, o gênero Plesiomonas foi alocado na família Enterobacteriaceae como 

mencionado na última edição do Bergey´s Manual of Systematic Bacteriology (3). 

P. shigelloides é um bacilo Gram-negativo, anaeróbio facultativo, não formador de 

esporos, com motilidade por flagelos polares, catalase positivo e o único oxidase positivo dentro 

da família Enterobacteriaceae. Realiza a fermentação de glicose sem produção de gás, produção 

de ácido a partir do inositol, descarboxila a lisina e a ornitina, dihidroliza a arginina e apresenta 

sensibilidade ao agente Vibriostático 0/129 (4,7). A sorovariedade de P. shigelloides é definida 

por um esquema internacional de 102 antígenos somáticos (O) e 51 flagelares (H) (8). Existindo a 

reação cruzada com alguns sorotipos somáticos do gênero Shigella (4,9). 
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A temperatura de crescimento desta bactéria está entre 8 e 44 oC, sendo a melhor entre 35 

e 38 oC e em pH entre 4 e 9. Muitos isolados apresentam bom crescimento em meio contendo 

concentrações de 2,0 a 3,0% de NaCl e alguns ainda toleram concentrações de até 5% de sal (10, 

11). 

 O principal habitat é o ambiente aquático como rios, lagos e mares (12, 13), mas também 

se encontra amplamente distribuída na natureza (14). Animais aquáticos como peixes, camarão, 

ostras e mariscos são colonizados por esta bactéria, sendo também encontrada em aves, anfíbios, 

repteis, suínos e bovinos e em animais domésticos como cães e gatos (11, 15, 16). A incidência 

de isolamento dessa bactéria é baixa em indivíduos saudáveis, contudo, P. shigelloides não faz 

parte da microbiota intestinal humana (11).  

 A ocorrência de P. shigelloides é comum em áreas de clima tropical e subtropical como 

Japão, Tailândia, África, Cuba e Peru (17, 18, 19). No entanto, existem relatos do seu isolamento 

em locais de clima frio como na região central da Europa e em lagos localizados no norte do 

Círculo Polar (12, 20).  

Em casos esporádicos de infecções intestinais e surtos de diarréia relatados em várias 

partes do mundo, P. shigelloides aparece como agente etiológico, indicando sua 

enteropatogenicidade para o homem. Os surtos de diarréia são relatados principalmente em países 

tropicais e subtropicais. As infecções intestinais associadas a esta bactéria apresentam uma 

caracteristica de sazonalidade, ou seja, os picos de infecções ocorrem durante os meses quentes 

(21, 22, 23, 24, 25). 

No Japão, em 1973, foi relatado que aproximadamente 1000 pessoas foram acometidas 

por um surto de diarréia pelo consumo de água possivelmente contaminada por P. shigelloides 

(26). Nos Estados Unidos, em 1980, relatou-se pela primeira vez um quadro de infecção 

alimentar devido o consumo de ostras contaminadas por P. shigelloides na Carolina do Norte 

(27).  

Em 1990, no Peru, P. shigelloides foi isolada de fezes de crianças com diarréia (23). Entre 

os anos de 1990 e 1998, foi relatado em Cuba, o isolamento de P. shigelloides a partir de fezes 

diarreicas de pacientes e ainda o isolamento a partir do líquor de um paciente falecido, devido a 

um quadro de meningite (28). No sul da Índia, na Nigéria entre 1993 e 1994, Obi et al. (29) 

relataram a presença de  P. shigelloides isolada  principalmente de fezes diarreica de pacientes da  
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área rural. De acordo com Wong et al. (30), durante os anos de 1995 e 1998 em Hong Kong, P. 

shigelloides foi isolada de fezes diarreicas de pacientes com histórico de consumo de alimentos 

crus e frutos do mar e, de pacientes que viajaram para fora de Hong Kong.  

Nas últimas décadas no Brasil, os relatos de ocorrência de P. shigelloides são poucos. 

Mondino et al. (13) reportaram no Rio de Janeiro, em 1990, o isolamento de P. shigelloides a 

partir de diferentes tipos de água, como água doce poluída e não poluída e ainda água salgada. Na 

região do norte do Paraná, entre 1992 e 1993,  foi relatada por Gibotti et al. (31) a presença de P. 

shigelloides, Aeromonas spp. e Vibrio cholerae em amostras de água doce do Rio Cambé. 

A infecção por este microrganismo no homem está associada à ingestão de alimentos 

marinhos crus e consumo de água e/ou alimentos contaminados, causando infecção intestinal, 

principalmente em indivíduos que vivem ou viajam para países tropicais (22, 25). 

A infecção intestinal comumente relacionada com infecção por P. shigelloides é a 

gastroenterite, e a diarreia é o sintoma predominante associado a outros como cólicas abdominais, 

náuseas e/ou vômitos, calafrios, dor de cabeça, e algum grau de desidratação (32, 33).  

A diarréia pode ocorrer de três formas: secretória, na presença de sangue e muco e, na 

forma semelhante à colera. A diarréia secretória é a forma mais comumente reportada com 

duração entre 1 a 7 dias e que pode persistir por até 3 semanas. A outra forma de diarréia 

assemelha-se ao quadro de shigellose, pela presença de sangue e muco nas fezes e com tempo de 

duração de 2 a 3 semanas. A diarréia considerada crônica, assemelha-se à cólera causada por V. 

cholerae, com sintomas tais como cólicas abdominais intensas, dores de cabeça, calafrios e 

náuseas (17, 33, 34).  

A gastroenterite por P. shigelloides geralmente é auto-limitada, com tratamento dos 

sintomas como por exemplo a desidratação e, a terapia antimicrobiana é necessária em casos mais 

graves de gastroenterite (34), em pacientes imunossuprimidos e nos casos de infecções extra-

intestinais (35, 36, 37, 38, 39). 

As infecções extra-intestinais por P. shigelloides envolvem casos de septicemia, 

meningite, artrite, infecções intra-abdominais como colicistite, pseudoapendicite, infecções 

oculares como endoftalmite e casos de osteomielite, celulite e pneumonia (40, 41, 42, 43, 44, 45). 

A septicemia por P. shigelloides é a infecção extra-intestinal relatada com mais frequência, sendo 
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frequência, sendo fatal na maioria dos casos. Encontrada principalmente em pessoas 

imunodeprimidas e em recém-nascidos (36, 40, 47) em indivíduos com doenças hepáticas e 

hematológicas como por exemplo, a talassemia e ainda casos de leucemia (47, 48, 49). A 

meningite por P. shigelloides acomete principalmente os recém-nascidos (50) e quando 

acompanhada por septicemia apresenta uma alta taxa de morbidade e mortalidade (41, 43).  

Estudos sugerem que P. shigelloides seja enteropatogênica (23, 43, 51) para o homem. 

São diversos os relatos quanto à produção de enterotoxinas, hemolisinas, citotoxinas, 

propriedades de adesão e enzimas extracelulares (51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58), no entanto, a 

patogenicidade de P. shigelloides não está bem clara (23, 51,59). 

 A habilidade da bactéria de aderir e colonizar superfícies celulares do hospedeiro é 

fundamental para o início de uma infecção e, a presença de estruturas como fímbrias, flagelos ou 

glicocálice em muitos patógenos entéricos, facilita a adesão às células do hospedeiro. A adesão e 

invasão por P. shigelloides em culturas de células Caco-2 foi relatada por Theodoropoulos et al. 

(55), onde se observou pela primeira vez a presença de estruturas semelhantes às fímbrias.  

Além da capacidade de adesão e invasão celular, P. shigelloides também induziu apoptose 

em uma linhagem celular de tumor de cólon humano, as células Caco-2, como demonstrado por 

Tsugawa et al. (60). Olvisk et al. (23) observaram a capacidade de invasão por P. shigelloides em 

células HeLa, uma linhagem celular tumoral de cérvix humano.  

Enteropatógenos como Shigella e E. coli possuem um plasmídeo de 140MDa que está 

associado á colonização e invasão do trato intestinal. Estudos sugerem que um plasmídeo de 

virulência esteja envolvido na patogenicidade de P. shigelloides (51, 61). Holmberg et al. (33), 

encontraram em amostras de P. shigelloides de pacientes com infecções entéricas, apenas um 

plasmídeo com alta massa molecular (>150MDa, ~230Kb), diferente dos plasmídeos encontrados 

em Shigella spp. e em E. coli enteroinvasora.  

Biofilme bacteriano é uma comunidade complexa e estruturada de microrganismos, 

envoltos por uma matriz extracelular de polissacarídeos, aderidos entre si a uma superfície ou 

interface. Uma vez que o biofilme é constituído de agregados de células, estas se comunicam 

através de um processo chamado “quorum sensing” (62). Hostacká et al. (63) reportaram que 

amostras de P. shigelloides isoladas de seres humanos e animais foram capazes de produzir 

biofilme in vitro.   
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As enterotoxinas produzidas por P. shigelloides têm sido descritas como potenciais 

fatores de virulência, mas a patogenicidade deste microrganismo ainda não está bem definida. 

Sanyal et al. (64) demonstraram a produção de uma enterotoxina termoestável (ST) in vivo pela 

indução de acúmulo de fluido com o teste de alça ligada de coelho. O mesmo resultado não foi 

observado por Herrington et al. (51).   

Enterotoxinas termolábil (LT) e termoestável (ST) foram caracterizadas e parcialmente 

purificadas por Manorama et al. (65). Uma enterotoxina termoestável sem qualquer homologia 

com os genes das enterotoxinas de E. coli e Vibrio cholerae foi descrita por Matthews et al. (66), 

sugerindo que esta toxina é um novo tipo de toxina estável. Foi reportado por Gardner et al. (54), 

a produção de uma toxina termolábil capaz de causar alongamento em células CHO, efeito 

similar produzido pela toxina colérica de V. cholerae, quando P. shigelloides é cultivada em meio 

de cultura pobre em ferro. A neutralização do efeito de alongamento em células CHO ocorre pela 

incubação da toxina com soro anti-toxina colérica. No experimento realizado por Olsvik et al. 

(23), P. shigelloides não apresentou homologia através de estudos com sondas genéticas de DNA 

para as enterotoxinas LT, CT, STa e STb, sugerindo que as enterotoxinas presentes em P. 

shigelloides têm mecanismos de ação desconhecidos. 

A hemolisina é considerada um fator de virulência por causar a lise dos eritrócitos e de 

outras células como fibroblastos humanos, monócitos, granulócitos e células endoteliais (67, 68). 

Alguns estudos sugerem que a composição do meio de cultura, a regulação de ferro e a presença 

de cálcio podem influenciar na produção de ß-hemolisina por P. shigelloides (53, 56). Daskaleros 

et al. (69) reportaram que a hemolisina de P. shigelloides parece ter sua síntese regulada em parte 

por íons de ferro. Santos et al. (53) detectaram em P. shigelloides, a atividade hemolítica 

extracelular usando meio de cultura TSB carente de ferro.  

Outros fatores como tensão de oxigênio e viscosidade parecem influenciar a expressão de 

hemolisina em P. shigelloides. De acordo com estudos de Daskaleros et al. (69), a atividade 

hemolítica não foi observada quando colônias bacterianas foram crescidas na superfície de placas 

com ágar sangue, no entanto, a hemólise foi detectada em meios líquido ou semi-sólido. Janda e 

Abbott (70) reportaram que amostras de P. shigelloides apresentaram atividade hemolítica em 

placas de ágar sangue de carneiro, porco, coelho e boi. A ß-hemolisina apresentou características 

de uma proteína, sendo inativada por proteases e altas temperaturas.  
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A citolisina é um fator de virulência presente em muitos patógenos entéricos, responsável 

pela colonização e/ou invasão de células. O efeito citotóxico de P. shigelloides em várias 

linhagens de células tem sido mostrado em vários estudos. Abbot et al. (71) demonstraram a 

presença de uma toxina estável ao calor (100°C, 10 minutos) com efeitos citotóxicos em células 

HEp-2 e Y1, causando arredondamento destas células antes da morte.  

A presença de uma citotoxina semelhante à toxina colérica foi detectada por Gardner et al. 

(54) através do cultivo de P. shigelloides em meio de cultura pobre em ferro. Esta citotoxina 

causou alongamento sobre células CHO, efeito similar produzido pela toxina colérica de V. 

cholerae e, a ação da citotoxina de P. shigelloides foi neutralizada pela anti-toxina colérica. 

Segundo outro estudo de Gardner et al. (72), o efeito de alongamento sobre célula CHO é perdido 

quando P. shigelloides é cultivada em meio rico em ferro. Okawa et al. (58) purificaram uma 

citotoxina termoestável (ACRP-LPS), composta por um complexo de 3 moléculas proteicas e 

LPS, com atividade citotóxica em células CHO, Caco-2, 407 e U-397. A atividade citotóxica 

desta toxina foi parcialmente perdida após tratamento com proteinase K.   

 Estudos realizados por Fálcon et al. (57), mostraram que P. shigelloides produz uma 

citotoxina com atividade vacuolizante em células Vero, CHO, He-La e HT29. A citotoxina 

vacuolizante também apresenta atividade hemolítica e enterotóxica. Essa citotoxina também é 

termoestável a 56°C por 30 minutos, este resultado é semelhante ao da citotoxina termolábil de A. 

hydrophila (73) e diferente da enterotoxina termolábil de E. coli (74). O anti-soro contra a 

enterotoxina citotóxica de A. hydrophila neutraliza a atividade citotóxica desta toxina de P. 

shigelloides.  

 A produção de enzimas extracelulares como ß-lactamases, enterotoxinas hemolíticas, 

proteases, lípases e nucleases podem contribuir para a patogenicidade de Aeromonas spp. (75). 

As proteases podem degradar proteínas que funcionam na manutenção da integridade do tecido e 

proteínas responsáveis pela defesa do hospedeiro (76, 77). Lipases de Staphylococcus aureus e 

Pseudomonas aeruginosa podem ser produzidas durante o processo de infecção bacteriana. 

Sendo demonstrado in vitro, que as lipases podem comprometer a função de diferentes tipos de 

células envolvidas na resposta imune humana como macrófagos ou plaquetas (78, 79). A 

produção de enzimas extracelulares também está diretamente relacionada ao poder de virulência 

e patogenicidade de  Candida  albicans, sendo  aspartil  proteinases  (Saps) e fosfolipases as mais  
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importantes enzimas hidrolíticas produzidas por esta levedura (80).  

 A produção de enzimas extracelulares por P. shigelloides é pouco relatada. A atividade 

enzimática foi detectada em culturas de P. shigelloides por Santos et al. (53), que reportaram a 

presença de elastase, uma protease com habilidade de degradar o tecido conectivo, contribuindo 

para a patogenicidade bacteriana. Salerno et al. (81) detectaram em amostras de P. shigelloides a 

produção de gelatinase, uma protease que hidrolisa gelatina, colágeno e caseína e pode estar 

envolvida em processos inflamatórios. 

 São vários os estudos que apontam P. shigelloides como um agente etiológico em 

infecções intestinais e extra-intestinais (23, 34, 51). Neste estudo, o objetivo foi detectar possíveis 

fatores de virulência em isolados de P. shigelloides e verificar o perfil de sensibilidade 

antimicrobiana.  
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2. Objetivos Gerais  

 

 

Neste trabalho o objetivo foi verificar o perfil de sensibilidade antimicrobiana e detectar fatores 

de virulência em isolados de Plesiomonas shigelloides, visando compreender a patogenicidade 

desta bactéria.  

 

 

2.1 Objetivos específicos: 

 

Verificar o perfil de sensibilidade antimicrobiana através do método de difusão de discos. 

 

Estudar as propriedades de virulência em Plesiomonas shigelloides através de: 

a) Detecção de atividades citotóxica e hemolítica; 

b) Detecção de enzimas extracelulares;  

c) Adesão à superfície celular, plástico (microplaca de poliestireno) e vidro (lamínulas); 

d) Formação de biofilme in vitro.  
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3. Material e Métodos 

 

3.1 Isolados bacterianos  

Neste estudo foram analisadas oito isolados de Plesiomonas shigelloides, obtidos da 

bacterioteca do Laboratório de Fatores de Virulência em Bactérias, Instituto de Biologia – 

UNICAMP: sete isolados são provenientes de água doce do Rio Cambé na região de 

Londrina/PR: 1P2-13, 1P3-16, 8P1-4, 8P6-5, 9P1-1, 9P3-1 e 9P7-5 (56) e um isolado de P. 

shigelloides ATCC 14029.   

 

 

3.2 Condições de cultivo  

Os isolados de P. shigelloides foram cultivados em meio de cultura LB pH 7.4 por 14 

horas a 37°C sob agitação de 100 rpm (Controlled Environment Incubator Shaker). Os cultivos 

bacterianos foram centrifugados por 15 minutos a 10.000 rpm (Beckman – Model J2-21 

Centrifuge). Os sobrenadantes foram filtrados através de membranas de 0,22 μm (Millipore, 

EUA) e armazenados a -20°C para ensaios futuros (82).  

 

 
 
3.3 Detecção da atividade citotóxica 
 
 
3.3.1 Preparo das culturas celulares 

As células CHO, Vero, He-La e HEp-2, provenientes da coleção de cultura do Laboratório 

de Cultura Celular, Departamento de Genética e Evolução e Bioagentes, Instituto de Biologia - 

UNICAMP, foram cultivadas em garrafas de cultura de células (CTE), contendo meio MEM 

(meio mínimo essencial de Eagle) (Cultilab) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) 

(Sigma Chemical Co, St. Louis, MO), e 1% de solução de antibióticos (penicilina 1000 U/mL e 

estreptomicina 250g/mL) (Sigma Chemical Co.). As células foram removidas das garrafas com 

tripsina-EDTA e ressuspendidas em meio MEM para um número estimado de 2,5 x 105 

células/mL. Adicionou-se 100 µL da suspensão de células em placas de 96 poços e após 

formação das monocamadas celulares, as mesmas foram utilizadas para a análise de ensaios de 

atividade citotóxica (83).  
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3.3.2 Teste de citotoxicidade  

O volume de 100µL dos sobrenadantes dos cultivos de P. shigelloides foram aplicados em 

microplacas com culturas celulares de CHO, Vero, He-La e HEp-2, com diluições recíprocas de 

razão 2. As microplacas foram incubadas a 37°C em estufa com 5% de CO2 e a leitura dos 

resultados foi realizada após 1, 2, 4, 12 e 24 horas de incubação, com o auxílio de microscópio 

invertido (Nikon Instrumentes, Japan) (84). A reprodutibilidade do ensaio foi assegurada com o 

uso do sobrenadante de cultura de Aeromonas hydrophila AH191 que apresenta atividade 

citotóxica (73).   

 

 

3.3.3 Efeito de proteinase K na atividade citotóxica 

Os sobrenadantes de cultura bacteriana de P. shigelloides foram tratados com proteinase 

K (100 μg/mL) (Sigma) a 37ºC por 5 horas (84). A ação da proteinase K foi interrompida pela 

adição do inibidor PMSF (5mM) por 1 hora. A atividade citotóxica residual foi verificada sobre 

células Vero, conforme item 3.3.2. Sobrenadantes de cultura de P. shigelloides não tratados com 

proteinase K foram utilizados como controle da presença de atividade citotóxica para garantir a 

reprodutibilidade do ensaio.  

 

 

3.4 Detecção da atividade hemolítica  
 
 
3.4.1 Hemólise em placa com ágar sangue 

Os cultivos de P. shigelloides foram semeados por estria superficial e em profundidade 

em placas com ágar Sangue Base (Sigma) contento 5% de hemácias de carneiro (Microlab), 

segundo a metodologia de Morgan et al. (85) e incubadas por 24 horas a 37°C. O mesmo 

procedimento foi realizado com os sobrenadantes de cultivos bacterianos. A positividade da 

reação é verificada pela presença de halos de hemólise ao redor dos inóculos. A reprodutibilidade 

do ensaio foi verificada através da utilização do isolado de A.hydrophila AH191 que apresenta 

atividade hemolítica (73). 
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3.4.2 Hemólise em microplaca 

O ensaio de hemólise em microplacas de poliestireno foi realizado conforme metodologia                          

proposta por Burke et al. (86). As culturas bacterianas foram centrifugadas a 10.000  rpm por 15 

minutos e os “pellets” foram lavados três vezes com tampão PBS pH7.4 e ressuspendidos no 

mesmo tampão. Alíquotas de 100 µL do sobrenadante de cultura e 100 µL da suspensão 

bacteriana (3x108 bactérias/mL) foram aplicados com diluições recíprocas de razão 2, em 

microplacas contendo 100 µL de suspensão de hemácias de carneiro a uma concentração de 1%. 

As placas foram incubadas a 37°C por 1 hora e em seguida a 4°C overnight. O título é expresso 

como a recíproca da maior diluição capaz de provocar a lise de 50% das hemácias e a 

visualização da presença de hemólise é possível sem o auxílio de microscópio. O tampão PBS pH 

7.4 e o detergente Triton X-100 a 0,1% (Sigma) foram utilizados como controles da ausência e 

presença de hemólise, respectivamente, de modo a assegurar a reprodutibilidade do ensaio e a 

comparação dos resultados. 

 

 

3.5 Ensaio de termoestabilidade 

A fim de verificar se a atividade biológica presente nos sobrenadantes de cultura de P. 

shigelloides é termoestável ou não, os mesmos foram aquecidos a 56 e 100° C por 15 minutos 

(57) e resfriados à temperatura ambiente para análise da atividade citotóxica sobre células Vero, 

conforme item 3.3.2 e da atividade hemolítica, conforme item 3.4.2.   

 

 

3.6 Formação de biofilme in vitro 

A realização do ensaio de  biofilme foi baseada na  metodologia proposta por Wakimoto 

et al. (87).  Dos isolados de P. shigelloides cultivadas, 1 mL de cada suspensão foi centrifugada a 

10.000 rpm por 15 minutos.  Os “pellets”  foram lavados em 1 mL de tampão PBS pH 7.4 por 

três vezes e foram  ressuspendidos no mesmo  tampão de acordo com o tubo 1 da  escala de 

MacFarland (3x108 bactérias/mL). Cinco microlitros dos “pellets” ressuspendidos foram 

aplicados em  microplaca de 96  poços contendo  200 μL de meio  MEM.  Após  um  período  de  
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incubação de 24 horas a 37°C, as bactérias planctônicas foram removidas e foi adicionado 200 

μL de cristal violeta (0,5%) (Nuclear) em cada poço, permanecendo por 5 minutos à temperatura 

ambiente. Após esse tempo, os poços foram lavados com água destilada e foi adicionado 200 μL 

de etanol 95%. O ensaio foi realizado em triplicata e a leitura da placa foi realizada em 

espectrofotômetro a 570nm (OD570). A OD570 ≥0,1 em comparação ao branco indica positividade 

para a formação de biofilme. O isolado de E. coli enteropatogênica obtido da bacterioteca do 

Laboratório de Fatores de Virulência em Bactérias, Instituto de Biologia – UNICAMP, foi 

utilizado como controle da formação de biofilme para assegurar a reprodutibilidade do ensaio.  

 

 

3.7 Ensaio de adesão em células HEp-2 

As amostras de P. shigelloides foram cultivadas e 1 mL de cada suspensão foi 

centrifugada a 10.000 rpm por 15 minutos (microcentrífuga1-14, Sigma, Alemanha). Os “pellets” 

foram, lavados em 1 mL de tampão PBS pH 7.4 por três vezes e foram ressuspendidos no mesmo 

tampão de acordo com o tubo 1 da escala de MacFarland.  

O ensaio de aderência em células HEp-2, foi realizado de acordo com a  metodologia 

proposta por Scaletsky et al. (88) com algumas modificações. As células foram cultivadas em 

placas de 24 poços com lamínulas de vidro, contendo 1 mL de meio MEM com 10% de SFB, 

para um número estimado de 4x105 células/mL e incubadas por 24 h a 37 °C, em atmosfera de 

5% de CO2. Após a formação da monocamada celular, as lamínulas foram lavadas, três vezes em 

PBS pH 7.4 e em cada poço foi adicionado 900 μL de meio com 2% de SFB e um inóculo de 100 

μL dos “pellets” ressuspendidos foram adicionados nos poços e as placas foram incubadas por 30 

minutos a 37°C, em atmosfera de 5% de CO2.  Após esse período as lamínulas foram lavadas 

novamente 6 vezes em PBS e as células foram fixadas em paraformaldéido a 1,5% por 20 

minutos  a 4 °C e finalmente, coradas com Rosenfeld por 5 minutos e com Giemsa por 20 

minutos. As lamínulas coradas foram montadas em lâminas de vidro e examinadas ao 

microscópio óptico de luz (400× e 1.000×). O ensaio foi realizado em duplicata e células HEp-2 

não tratadas com os “pellets” ressuspendidos foram utilizadas como parâmetro comparativo de 

crescimento. 
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3.7.1 Ensaio de adesão em plástico e em vidro 

O ensaio de adesão também foi realizado em superfícies inertes como plástico 

(microplaca de poliestireno) e vidro (lamínulas) conforme item 3.7, porém na ausência de células 

HEp-2 (89).  

 

 

3.8 Estudo das alterações celulares 

Neste estudo, o ensaio com o corante Azul de Toluidina foi realizado com o objetivo de 

visualizar alterações celulares como o efeito de vacuolização induzido P. shigelloides sobre 

células Vero. Foram utilizadas microplacas de poliestireno de 24 poços com lamínulas de vidro. 

O sobrenadante de cultura do isolado de P. shigelloides 9P3-1 foi aplicado sobre células Vero, 

em diferentes períodos de tempo, 1, 2, 4, 12 e 24 horas, em duplicata. Em seguida as lamínulas 

foram lavadas com solução de PBS, fixadas por 1 hora com solução de formaldeído 10% (v/v) e 

lavadas com água destilada para retirar o excesso da solução fixadora. Células não tratadas com o 

sobrenadante de cultura do isolado 9P3-1 de P. shigelloides foram utilizadas como parâmetro 

comparativo de crescimento (57). 

 

3.8.1 Azul de Toluidina  

As células fixadas em lamínulas foram coradas com 0,25 % (w /v) de azul de toluidina 

(pH 4,0) por 15 minutos, e lavadas mais uma vez com água destilada. Após a secagem a 

temperatura ambiente, as lamínulas foram montadas em lâminas usando Entellan (Merck) e 

observadas em microscópio de luz (Zeiss, Alemanha), para a verificação das alterações celulares 

(57).  

 

 

3.9 Detecção de atividade enzimática 
Os isolados de P. shigelloides foram testados quanto à detecção de enzimas extracelulares 

como lípase e proteases (caseinase, elastase e gelatinase). O mesmo procedimento foi realizado 

com os sobrenadantes dos cultivos de P. shigelloides. A positividade da reação é verificada pela 

presença de halos ao redor dos inóculos. Os testes foram realizados em duplicata. 
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3.9.1 Lipase 

  A lípase é uma carboxiesterase capaz de hidrolisar tiacilgliceróis em ácido graxos livres e 

glicerol (90).  

Em placas contendo Ágar TSA (Difco Laboratories) e 1% de Tween-80 (Sigma), foi 

aplicado o volume de 10µL de cada suspensão bacteriana. As placas foram incubadas a 37°C por 

até 24 horas (91). O isolado de Staphylococcus aureus ATCC 25923 foi utilizado como controle 

da presença de atividade da lípase.  

 

3.9.2 Caseinase 

Este ensaio se baseia na capacidade da bactéria produzir a enzima caseinase, uma protease 

que hidrolisa a proteína caseína.  

 Um volume de 10µL de cada suspensão bacteriana foi aplicado em placas com Müeller-

Hinton ágar (Merck), suplementado com 0,3% de caseína (Sigma). As placas foram incubadas a 

37ºC por até 48 horas (89). No controle da presença de atividade da caseinase foi utilizado o 

isolado de Bacillus subitilis ATCC 21332. 

 

3.9.3 Elastase 

 A elastase é uma protease que degrada a elastina, uma proteína que é o principal 

componente do tecido conjuntivo. 

Alíquotas de 10µL das suspensões bacterianas foram aplicadas em placas contendo Ágar 

Nutriente (Difco Laboratories) e 0,3% de elastina (Sigma). As placas foram incubadas a 37°C por 

até 48 horas (76). A detecção da elastase no ensaio foi assegurada pela utilização do isolado de B. 

subitilis ATCC 21332.  

 

3.9.4 Gelatinase 

A gelatinase é uma metalo-proteinase, capaz hidrolisar gelatina, colágeno, fibrinogênio e 

caseína.  

Dez microlitros de cada cultura bacteriana foram aplicados em placas contendo Ágar 

Nutriente (Difco Laboratories) contendo 1% de Gelatina (Oxoid). As placas foram incubadas a 

37°C por até 24 horas (91). O isolado de Staphylococcus aureus ATCC 25923 foi utilizado como  
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controle da presença de atividade da gelatinase.  

 

 

4. Sensibilidade antimicrobiana 

O antibiograma dos isolados de P. shigelloides foi realizado segundo as recomendações 

do Clinical Laboratory and Standards Institute (CLSI) na 21ª edição do Performance Standards 

for Antimicrobial Suscepbility Tests pelo método de difusão de discos (92). O procedimento foi 

realizado utilizando-se placas com ágar Mueller-Hinton (Difco) e a cepa-padrão de E. coli ATCC 

25922 foi utilizada como controle no teste. 

Todas os isolados foram cultivados e centrifugados a 10.000 rpm por 15 minutos 

(microcentrífuga1-14, Sigma, Alemanha). Os sobrenadantes foram descartados e os “pellets” 

foram ressuspendidos em solução salina 0,9% de acordo com o tubo 0,5 da escala de MacFarland 

(108 bactérias/mL). Os “pellets” ressuspendidos foram inoculados em placas contendo ágar 

Mueller-Hinton e os discos de antibióticos foram depositados nas placas. O período de incubação 

das placas foi de 16 a 18 horas a 35°C. 

Neste ensaio de sensibilidade antimicrobiana dos isolados de P. shigelloides  foram 

utilizados 17 antibióticos de 10 classes (Laborclin): aminoglicosídeos: amicacina 30 μg (AK), 

gentamicina 10 μg (GN) e tobramicina 10 μg (TM); cefalosporinas: cefalotina 30 μg (CF), 

cefotaxima 30 μg (CTX), ceftazidima  30 μg (CAZ) e ceftriaxona 30 μg (CRO); fenicóis: 

cloranfenicol 30 μg (CLO); fluoroquinolonas: ciprofloxacina 5 μg (CIP) e norfloxacina 10 μg 

(NOR); monobactâmicos: aztreonam 30 μg (ATM); penicilinas: ampicilina 10 μg (AM) e 

penicilina 10 μg (P); nitrofuranos: nitrofurantoína 300μg (FT); quinolonas: ácido nalidíxico 30 μg 

(NA); sulfonamidas: trimetroprim-sulfametoxazol 25 μg (STX) e tetraciclinas: tetraciclina 30 μg 

(TE).  

De acordo com o tamanho de cada halo, a cepa foi classificada como sensível (S), 

intermediária (I) ou resistente (R) ao antimicrobiano testado. O padrão interpretativo do tamanho 

dos halos, para cada antibiótico utilizado, está detalhado na tabela 1 (92). 
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Tabela 1 – Padrão interpretativo das zonas de inibição dos antibióticos utilizados. * Concentração do disco. 

 

Antimicrobianos 

 

Símbolo 

 

Conc. disco* 

Zona de inibição (mm) 

Sensível Intermediário Resistente 

Ácido nalidíxico NA 30 μg ≥ 19 14 - 18 ≥ 13 

Amicacina AK 30 μg ≥ 17 15 - 16 ≥ 14 

Ampicilina AM 10 μg ≥ 17 14 - 16 ≥ 13 

Aztreonam ATM 30 μg ≥ 21 18 - 20 ≥ 17 

Cefalotina CF 30 μg ≥ 18 15 - 17 ≥ 14 

Cefotaxima CTX 30 μg ≥ 26 23 - 25 ≥ 22 

Ceftazidima CAZ 30 μg ≥ 21 18 - 20 ≥ 17 

Ceftriaxona CRO 30 μg ≥ 23 20 - 22 ≥ 19 

Ciprofloxacina CIP 5 μg ≥ 21 16 - 20 ≥ 15 

Cloranfenicol CLO 30 μg ≥ 18 13 - 17 ≥ 12 

Gentamicina GN 10 μg ≥ 15 13 - 14 ≥ 12 

Nitrofurantoína FT 300 μg ≥ 17 15 - 16 ≥ 14 

Norfloxacina NOR 10 μg ≥ 17 13 - 16 ≥ 12 

Sulfametoxazol STX 25 μg ≥ 16 11 - 15 ≥ 10 

Tetraciclina TE 30µg ≥ 15 12 - 14 ≥ 11 

Tobramicina TM 10 μg ≥ 15 13 - 14 ≥ 12 

Penicilina P 10 μg ≥ 15 - ≥ 14 
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5. Resultados 

 

5.1 Teste de citotoxicidade 

A tabela 2 mostra  que os sobrenadantes de cultura de sete isolados (87,5%) de P. 

shigelloides causaram efeito citotóxico similar sobre linhagens de células normais como CHO e 

Vero e, sobre células tumorais como He-La e HEp-2. O efeito citotóxico observado foi a presença 

de vários vacúolos citoplasmáticos (seta) a partir de 1 hora de incubação (Fig. 1). Alterações 

subsequentes foram observadas, como a perda das junções celulares, destruição do tapete celular 

e morte num período total de 24 horas. A amostra 9P3-1 apresentou o maior título de efeito 

citotóxico em todas as células testadas. 

 

Tabela 2. Atividade citotóxica em células CHO, Vero, He-La e HEp-2 

 

Efeito 

citotóxico* 

 

Isolados de P. shigelloides 

1P2-13 1P3-16 8P1-4 8P6-5 9P1-1 9P3-1 9P7-5 ATCC 14029 

CHO 64 32 32 32 32 256 128 - 

Vero 16 32 8 32 4 128 32 - 

He-La 16 8 4 8 8 32 16 - 

HEp-2 32 32 16 32 8 64 32 - 

*O título expresso é a recíproca da maior diluição que causou efeito citotóxico em cultura de células. 

 

 

                  

                       

 

                    

                      

 

                       A                                                               B  

               

Figura 1 - Efeito citotóxico sobre células induzido pelo sobrenadante de cultivo de P. shigelloides, em aumento de 

200x. (A); (C); (E) e (G) - células controle CHO, Vero, He-La e HEp-2, respectivamente. 
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                  G                                                            H 

 

 

Continuação da figura 1 - (B); (D); (F) e (H) – células CHO, Vero, He-La e HEp-2 tratadas com o sobrenadante do 

isolado de P. shigelloides 9P3-1, respectivamente. Presença de vários vacúolos citoplasmáticos (seta) e perda das 

junções celulares. 

 

 

5.1.2 Efeito de proteinase K na atividade citotóxica 

 Os sobrenadantes de culturas de P. shigelloides foram tratados com proteinase K e foi 

observado que não houve inibição da atividade citotóxica desses sobrenadantes sobre células 

Vero (tabela 3).  
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5.2 Detecção da atividade hemolítica 
 
 
5.2.1 Hemólise em placa com ágar sangue 

Sete (87,5%) isolados de P. shigelloides produziram halo visível de hemólise em placas 

com ágar sangue contendo hemácias de carneiro. No entanto, a hemólise não foi observada no 

teste com os sobrenadantes dos cultivos bacterianos (tabela 4). 

 

5.2.2 Hemólise em microplacas 

A lise de hemácias em microplaca foi observada em sete (87,5%) isolados de P. 

shigelloides e seus respectivos sobrenadantes (tabela 5). A atividade hemolítica foi definida como 

a recíproca da maior diluição que causou lise em 50% das hemácias, sendo que as amostras 1P3-

16 e 9P3-1 apresentaram os maiores títulos de atividade hemolítica.  

 

Tabela 3. Atividade citotóxica em células Vero 

 

Efeito 

citotóxico* 

 

Isolados de P. shigelloides 

1P2-13 1P3-16 8P1-4 8P6-5 9P1-1 9P3-1 9P7-5 ATCC 14029 

Sobrenadante 

tratado com 

proteinase K 

 

16 

 

8 

 

16 

 

32 

 

2 

 

64 

 

32 

 

- 

Sobrenadante 

não tratado 

com proteinase 

K 

 

16 

 

16 

 

16 

 

32 

 

4 

 

64 

 

32 

 

- 

*O título expresso é a recíproca da maior diluição que causou efeito citotóxico em cultura de células. 

 

 

Tabela 4. Atividade hemolítica em placas com ágar sangue 

 

5% hemácias 

carneiro   

 

Isolados de P. shigelloides 

1P2-13 1P3-16 8P1-4 8P6-5 9P1-1 9P3-1 9P7-5 ATCC 14029 

Cultivo 

bacteriano 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

- 

Sobrenadante - - - - - - - - 
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Tabela 5. Atividade hemolítica em microplacas  

 

1% hemácias 

carneiro  

 

Isolados de P. shigelloides 

1P2-13 1P3-16 8P1-4 8P6-5 9P1-1 9P3-1 9P7-5 ATCC 14029 

Cultivo 

bacteriano* 

 

16 

 

64 

 

16 

 

32 

 

4 

 

128 

 

16 

 

- 

 

Sobrenadante* 

 

4 

 

16 

 

4 

 

4 

 

2 

 

32 

 

4 

 

- 

*O título expresso é a recíproca da maior diluição que causou hemólise em hemácias 
 

 

5.3 Ensaio de termoestabilidade 

Os sobrenadantes dos cultivos de P. shigelloides que foram submetidos a temperaturas de 

56 e 100°C por 15 minutos neste estudo, não induziram efeito de citotoxicidade sobre células 

Vero e não apresentaram atividade hemolítica em microplaca.  

 

 

5.4 Formação de biofilme in vitro 

Neste ensaio, a formação de biofilme em superfície inerte (microplaca de poliestireno) foi 

observada em sete (87,5%) isolados de P. shigelloides. Não foi detectada a formação de biofilme 

do isolado de P. shigelloides ATCC 14029 (tabela 6).  

 

 

5.5 Ensaio de adesão em células HEp-2 

No ensaio de aderência em células HEp-2, foi observada a adesão de sete (87,5%) 

isolados de P. shigelloides e o isolado ATCC 14029 não apresentou adesão à superfície dessas 

células (tabela 7). A adesão sobre as células ocorreu apartir de 30 minutos e pode-se observar 

também a aderência dos isolados de P. shigelloides sobre lamínula (fig. 2). Após 90 minutos 

observou-se os efeitos citotóxicos sobre as células e consequente morte.  
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Tabela 6. Formação de biofilme in vitro 

 

 

 

Biofilme 

 

Isolados de P. shigelloides 

1P2-13 1P3-16 8P1-4 8P6-5 9P1-1 9P3-1 9P7-5 ATCC 14029 

+ + + + + + + - 

 

 

 

Tabela 7. Adesão em células HEp-2 

 

 

 

Adesão 

 

Isolados de P. shigelloides 

1P2-13 1P3-16 8P1-4 8P6-5 9P1-1 9P3-1 9P7-5 ATCC 14029 

+ + + + + + + - 

 

 

 

 

       

       

           

            A                                                           B 
                                              

 

Figura 2 - Adesão do isolado de P. shigelloides 9P3-1 em células HEp-2 em aumento de 400x. (A) - células controle 

HEp-2; (B) – bactérias aderidas em células após 30 minutos.   

 

 

5.5.1 Ensaio de adesão em plástico e vidro 

A aderência a superfícies de plástico (microplaca de poliestireno) e de vidro (lamínula) foi 

observada em sete (87,5%) isolados de  P. shigelloides. O isolado de ATCC 14029 foi o único 

que não apresentou adesão a essas superfícies (tabela 8). A figura 3 mostra a adesão de 2 isolados 

de P. shigelloides em superfície de vidro.  
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5.6 Estudo das alterações celulares 

O ensaio com o corante de Azul de Toluidina permitiu a visualização dos efeitos 

citotóxicos sobre células Vero, após a aplicação do sobrenadante de cultura do isolado de P. 

shigelloides 9P3-1. Na figura 4, após o período de 2 horas, observou-se a presença de vários 

vacúolos citoplasmáticos (seta) e perda de junções celulares.   

 

Tabela 8. Adesão em superfície de plástico e de vidro 

 

 

 

Adesão 

 

Isolados de P. shigelloides 

1P2-13 1P3-16 8P1-4 8P6-5 9P1-1 9P3-1 9P7-5 ATCC 14029 

+ + + + + + + - 

 

 

 

 

 

                    

                   

                         A                                                         B 

Figura 3 - Adesão de isolados de P. shigelloides em superfície de vidro (lamínula) em aumento de 400x. (A) – 

adesão do isolado 8P6-5; (B) – adesão de isolado 9P1-1.  

 

  

                          

 

 

                           A                                                         B 

 

Figura 4 – Efeito citotóxico sobre células Vero induzido pelo sobrenadante de cultivo de P. shigelloides, em 

aumento de 1000x. (A) – células controle Vero; (B) – células Vero tratadas com o sobrenadante de cultivo do isolado 

de P. shigelloides 9P3-1. Observa-se a presença de vários vacúolos citoplasmáticos (seta) e perda das junções 

celulares.  
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5.8 Sensibilidade antimicrobiana 

 No presente estudo, foram utilizados 17 antibióicos de 9 classes (tabela 10) para verificar 

a sensibilidade antimicrobiana dos isolados de P. shigelloides, usando o método de difusão de 

discos em ágar. A sensibilidade a aminoglicosídeos como amicacina, gentamicina e tobramicina 

foi verificada em oito isolados (100%). Em relação a cefalosporinas foi observado: oito isolados 

(100%) foram sensíveis a ceftazidima e ceftriaxona; sete (87,5%) apresentaram sensibilidade a 

cefalotina e cefotaxima; um isolado (23,5%) foi intermediário para cefalotina e a resistência a 

cefotaxima esteve presente em apenas um isolado (23,5%). Oito isolados (100%) foram sensíveis 

a fluoroquinolonas como ciprofloxacina e norfloxacina; aztreonam; nitrofurantoína, trimetroprim-

sulfametoxazol e a tetraciclina. Em sete isolados (87,5%) foi observada a sensibilidade ao ácido 

nalidíxico e clorafenicol. A resistência a penicilina e ampicilina foi verificada em oito (100%) e 

seis (75%) isolados, respectivamente (tabela 11). A multirresistência foi observada no isolado de 

P. shigelloides 1P3-16, conforme tabela 12.   

 

Tabela 10. Sensibilidade antimicrobiana dos isolados de P. shigelloides 

 

 

Antimicrobianos 

 

Isolados de P. shigelloides 

1P2-13 1P3-16 8P1-4 8P6-5 9P1-1 9P3-1 9P7-5 ATCC 14029 

         Ácido nalidíxico S R S S S S S S               

Amicacina S S S S S S S S 

Ampicilina S R R R S R R R 

Aztreonam S S S S S S S S 

Cefalotina S S I S S S S S 

Cefotaxima S R S S S S S S 

Ceftazidima S S S S S S S S 

Ceftriaxona S S S S S S S S 

Ciprofloxacina S S S S S S S S 

Cloranfenicol S R S S S S S S 

Gentamicina S S S S S S S S 

Nitrofurantoína S S S S S S S S 

Norfloxacina S S S S S S S S 

Sulfametoxazol S S S S S S S S 

Tetraciclina S S S S S S S S 

Tobramicina S S S S S S S S 

Penicilina   R R R R R R R R 
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Tabela 11. Percentual de isolados de P. shigelloides com perfil sensível, intermediário e resistente aos 

antimicrobianos utilizados 

 

Antimicrobianos 

Sensível Intermediário Resistente  

N (n° total de 

isolados) 

 

n 

 

% 

 

n 

 

% 

 

n 

 

% 

Ácido nalidíxico 7 87,5 0 0 1 23,5 8 

Amicacina 8 100 0 0 0 0 8 

Ampicilina 2 25 0 0 6 75 8 

Aztreonam 8 100 0 0 0 0 8 

Cefalotina 7 87,5 1 23,5 0 0 8 

Cefotaxima 7 87,5 0 0 1 23,5 8 

Ceftazidima 8 100 0 0 0 0 8 

Ceftriaxona 8 100 0 0 0 0 8 

Ciprofloxacina 8 100 0 0 0 0 8 

Cloranfenicol 7 87,5 0 0 1 23,5 8 

Gentamicina 8 100 0 0 0 0 8 

Nitrofurantoína 8 100 0 0 0 0 8 

Norfloxacina 8 100 0 0 0 0 8 

Sulfametoxazol 8 100 0 0 0 0 8 

Tetraciclina 8 100 0 0 0 0 8 

Tobramicina 8 100 0 0 0 0 8 

Penicilina 0 0 0 0 8 100 8 

 

 

 

           Tabela 12 – Multirresistência antimicrobiana do isolado de P. shigelloides 1P3-16 

 

Multirresistência 

Isolados 

n % 

Ácido nalidíxico, ampicilina, cefotaxina, clorafenicol e penicilina 1 23,5 
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6. Discussão 
 

Nas últimas décadas, são vários os relatos de infecções intestinais e extra-intestinais 

associados à Plesiomonas shigelloides (22, 33, 51), no entanto seus fatores de virulência ainda 

não estão bem definidos (55, 72).  

Neste estudo, os sobrenadantes de culturas de P. shigelloides apresentaram atividade 

citotóxica similar sobre linhagens celulares não cancerígenas como CHO e Vero e também sobre 

células tumorais como He-La e HEp-2. Após 1 hora de incubação foi observada presença de 

vários vacúolos citoplasmáticos em todas as células testadas. Alterações subsequentes foram 

observadas como a perda das junções celulares, destruição do tapete celular e morte num período 

total de 24 horas. Esses dados sugerem que os sobrenadantes dos cultivos de P. shigelloides aqui 

estudados são capazes de induzir efeitos anticarcinogênicos in vitro, apesar de apresentarem 

efeitos citotóxicos em linhagens celulares não cancerígenas.  

O ensaio com o corante Azul de Toluidina tem como objetivo a visualização das 

alterações morfológicas em células induzido por exemplo, por toxinas bacterianas (57, 93). Em 

nosso estudo utilizamos esse corante e visualizamos efeitos de citotoxicidade induzidos pelo 

sobrenadante de cultura de P. shigelloides sobre células Vero. Após o período de 1 hora, 

observou-se a presença de vários vacúolos citoplasmáticos. A perda de junções celulares e 

destruição da camada celular foram as alterações subsequentes observadas.  

Neste estudo, os sobrenadantes dos cultivos de P. shigelloides foram submetidos a 

temperaturas de 56 e 100°C por 15 minutos e não induziram efeito de citotoxicidade sobre 

células Vero. Esse resultado sugere que a atividade citotóxica de P. shigelloides apresenta a 

característica de termolabilidade. No entanto, foi demonstrado por Abbott et al. (71) que P. 

shigelloides produz uma citotoxina que se apresentou termoestável quando submetida a 

temperaturas de 56°C por 30 minutos e 100°C por 10 minutos.  

 Okawa et al. (58) demonstraram que a citotoxina ACRP/LPS produzida por P. 

shigelloides P-1, apresentou redução em aproximadamente 80% da a atividade citotóxica sobre 

várias linhagens celulares, após tratamento com proteinase K  (300 μg/mL) a 37ºC por 18 horas. 

Em nosso estudo, os sobrenadantes dos cultivos de P. shigelloides foram tratados com proteinase 

K (100 μg/mL) a 37ºC por 5 horas e, não foi  observado  inibição da  atividade  citotóxica  desses  
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sobrenadantes sobre células Vero. Este resultado não é suficiente para afirmar que essa protease 

inibe a atividade citotóxica de P. shigelloides, uma vez que não foram testadas maiores 

concentrações de proteinase K e maiores tempos de incubação.   

Neste estudo, a atividade hemolítica dos cultivos de P. shigelloides foi detectada em 

placas com ágar sangue (meio sólido) e em microplaca (meio líquido) contendo hemácias de 

carneiro. A atividade hemolítica também foi investigada nos sobrenadantes desses cultivos 

bacterianos e a lise de hemácias foi detectada somente no ensaio em microplaca. Esse resultado 

sugere que a atividade hemolítica de P. shigelloides parece ser dependente do método de 

detecção.  

Salerno et al. (81) reportaram que pouco mais da metade dos seus isolados de P. 

shigelloides apresentaram atividade hemolítica em placas com ágar sangue contendo hemácias 

bovina e humana. De acordo com Janda e Abbott (70),  isolados de P. shigelloides apresentaram 

atividade hemolítica em placas com ágar sangue de carneiro, porco, coelho e boi. Daskaleros et 

al. (69) relataram que a atividade hemolítica de P. shigelloides foi detectada em meios líquido ou 

semi-sólido e não se observou hemólise em placas com ágar sangue. Santos et al. (53) 

demonstraram que a atividade hemolítica extracelular de P. shigelloides, foi detectada quando a 

bactéria foi cultivada em meio TSB carente de ferro. 

Neste estudo, os sobrenadantes dos cultivos de P. shigelloides foram submetidos a 

temperaturas de 56 e 100°C por 15 minutos e a atividade hemolítica em microplaca não foi 

detectada. Esse resultado sugere que a atividade hemolítica de P. shigelloides apresenta a 

característica de termolabilidade. Resultado semelhante foi encontrado por Santos et al. (53) que 

reportaram a perda da atividade hemolítica pelo aquecimento 100°C por 10 minutos dos filtrados 

de culturas de P. shigelloides. 

A adesão de patógenos a células hospedeiras é um passo fundamental para que ocorra a 

infecção. Essa adesão é facilitada pela presença de estruturas de superfície, 

como glicocálice, flagelos ou fímbrias presentes nesses microrganismos. Theodoropoulos et al. 

(55) demonstraram a adesão e também a invasão de P. shigelloides em culturas de células Caco-

2, através da técnica de microscopia eletrônica de transmissão. Esses autores reportaram a 

presença de estruturas semelhantes a fímbrias nos isolados de P. shigelloides. Tsugawa et al. (60) 

reportaram a adesão e invasão celular por  P. shigelloides P-1, através da técnica de  citometria de  
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fluxo e também, a capacidade de induzir morte celular por apoptose em células Caco-2, através 

dos ensaios de TUNEL e fragmentação do DNA. A aderência de P. shigelloides P-1 em células 

Caco-2 foi quase concluída no tempo de 10 minutos após a incubação e, a invasão celular ocorreu 

num período de 60 minutos após a infecção das células por P. shigelloides P-1.  

No ensaio de adesão em células HEp-2, realizado neste estudo, os isolados de P. 

shigelloides apresentaram capacidade de adesão sobre as células a partir de 30 minutos e foi 

observada também a aderência dos isolados sobre a lamínula (vidro). Após 90 minutos 

observaram-se os efeitos citotóxicos sobre as células. Esse resultado sugere que a capacidade de 

adesão celular de P. shigelloides pode contribuir para sua patogenicidade.   

 A capacidade da bactéria de aderir em superfícies pode levar à colonização bacteriana de 

dispositivos médicos implantáveis como, por exemplo, cateteres e sondas, o que pode facilitar a 

formação de biofilmes. A adesão bacteriana em superfícies inertes depende das caracteristicas 

superficiais das bactérias e da natureza do material inerte (94, 95). 

Garcia et al. (89) reportaram que isolados de Stenotrophomonas maltophila obtidos de 

amostras clínicas apresentaram capacidade de adesão em superfícies inertes como plástico 

(microplaca) e vidro (lamínulas). Essa bactéria é considerada um patógeno oportunista e sua 

ocorrência é comum em casos de colonização e infecção hospitalar. Enterococcus faecalis é uma 

bactéria associada às infecções graves como septicemia, infecções do trato urinário e 

endocardites infecciosas e que também apresenta resistência a maioria dos antibióticos. A 

formação de biofilme em placas de poliestireno por amostras de Enterococcus faecalis isoladas 

de casos clínicos foi reportada por Furumura et al. (84). Amostras de P. shigelloides isoladas de 

seres humanos e animais produziram biofilme in vitro (superfície de vidro) como relatado por 

Hostacká et al. (63).   

Neste estudo, os isolados de P. shigelloides apresentaram capacidade de adesão em 

superfícies inertes como plástico (microplaca de poliestireno) e vidro (lamínulas). A formação de 

biofilme in vitro (microplaca de poliestireno) também foi detectada nesses isolados. Os resultados 

sugerem a hipótese do potencial envolvimento desse patógeno na colonização e formação de 

biofilmes em diversas condições clínicas (dispositivos médicos, tais como cateteres, próteses e 

sondas).  

Bactérias patogênicas ao homem são produtoras de enzimas extracelulares como proteases  
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(caseinase, elastase e gelatinase) e lípases (78, 79, 96, 97). Alguns estudos relatam a produção de 

enzimas extracelulares por P. shigelloides. Salerno et al. (81) reportaram a detecção de gelatinase 

e DNase em isolados de P. shigelloides de origem ambiental e animal. A lipase foi detectada em 

todas as amostras de P. shigelloides obtidas de água, de animais e de fezes diarreicas humanas 

como relatado por Ciznár et al. (98). Santos et al. (53) relataram que a atividade da elastase foi 

detectada em isolados de  P. shigelloides quando cultivados em meio de cultura pobre em ferro.  

Neste estudo, exoenzimas como lípase e proteases tais como, caseinase e elastase foram 

detectadas nos isolados de P. shigelloides. A gelatinase não foi detectada em nossos isolados. 

Esses resultados sugerem que a produção de exoenzimas hidrolíticas por P. shigelloides possa 

contribuir para a patogenicidade dessa bactéria.  

São vários os relatos de P. shigelloides como agente causal de infecções intestinais e 

extra-intestinais em seres humanos (22, 24, 27, 44, 99). Os casos de diarréia aguda por P. 

shigelloides são geralmente auto-limitada e, a terapia antimicrobiana é necessária em casos mais 

graves de diarréia (34), em casos de pacientes imunossuprimidos e nos casos de infecções extra-

intestinais (36, 37, 39). 

Neste estudo, no teste de sensibilidade antimicrobiana usando o método de difusão de 

discos em ágar, todos os isolados de P. shigelloides apresentaram sensibilidade a 

aminoglicosídeos como amicacina, tobramicina e gentamicina. Este resultado é semelhante ao 

encontrado por Clark et al. (100) que observaram a sensibilidade a estes aminoglicosídeos na 

maioria das amostras de P. shigelloides. No entanto, Kain e Kelly (21) reportaram a presença de 

vários isolados de P. shigelloides com resistência a esses aminoglicosídeos.  

Neste estudo, a sensibilidade a cefalosporinas foi verificada nos isolados de P. 

shigelloides: 100% dos isolados foram sensíveis a ceftazidima e ceftriaxona e a maioria dos 

isolados (87,5%) apresentaram sensibilidade a cefalotina e cefotaxima. Estudos de Mondino et al. 

(13) e Clark et al. (100) reportaram a sensibilidade a cefalosporinas por P. shigelloides. No casos 

de sepse e meningites por bactérias Gram-negativas, as cefalosporinas podem ser a escolha para o 

tratamento (35). 

Cem por cento dos isolados de P. shigelloides neste estudo, foram sensíveis a a 

tetraciclina, a fluoroquinolonas como ciprofloxacina e norfloxacina; ao monobactâmico, 

aztreonam; ao nitrofurano, nitrofurantoína; a sulfonamida, trimetroprim-sulfametoxazol. A sensi- 
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bilidade de P. shigelloides a fluoroquinolonas e trimetropim-sulfamtoxazol foi reportada por 

Kain et al. (21). Sule (38), reportou a eficiência no tratamento de gastroenterite severa por P. 

shigelloides em uma jovem saudável, com o uso de ceftriaxona e ciproflaxina via intravenosa e 

oral, respectivamente. Alguns estudos reportam que para o tratamento de diarréia por bactérias, 

os agentes orais comumente usados são trimetoprim, norfloxacina e ciprofloxacina (21, 101).  

A sensibilidade ao ácido nalidíxico e clorafenicol foi observada na maioria dos  isolados 

(87,5%) de P. shigelloides no presente estudo. Clark et al. (100) demonstraram que 100% das 

amostras de P. shigelloides estudadas foram sensíveis ao ácido nalidíxico. E ainda, Tseng et al. 

(24) observaram que 82% das amostras de P. shigelloides foram sensíveis ao clorafenicol.  

Observamos também neste estudo que P. shigelloides foi resistente a penicilina e 

ampicilina em 100% e 75% dos isolados, respectivamente. Vários estudos reportaram a 

resistência de P. shigelloides a penicilinas (13, 24, 29, 36, 99).  

Neste estudo, no teste de susceptibilidade antimicrobiana, os isolados de P. shigelloides se 

mostraram sensíveis a maioria dos antibióticos utilizados, sendo que a possível utilização desses 

agentes antimicrobianos possa ser eficiente no tratamento de infecções por P. shigelloides.   

Entretanto, outros testes de sensibilidade antimicrobiana, tais como o ensaio da 

microdiuição e/ou macrodiluição, difusão por fitas Etest®, deveriam ser realizados a fim de se 

determinar a CIM e/ou confirmar a sensibilidade dos métodos, assegurando dessa forma uma 

terapia antibiótica eficiente em casos de confirmação de diagnóstico clínico microbiológico.  
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7. Conclusões 

 

 

1- Isolados de Plesiomonas shigelloides são capazes de induzir efeitos anticarcinogênicos in 

vitro, apesar de apresentarem efeitos citotóxicos em linhagens celulares não cancerígenas. 

 

2- A atividade citotóxica e hemolítica de Plesiomonas shigelloides apresenta característica de 

termolabilidade. 

 

3- Os isolados de P. shigelloides aderiram a superfícies celular e inerte (plástico e vidro) e 

formaram biofilme in vitro, sendo possível a colonização e formação de biofilmes em células 

epiteliais e em dispositivos médicos implantáveis como cateteres, próteses e sondas. 

 

4- A produção de exoenzimas hidrolíticas por P. shigelloides pode contribuir para a 

patogenicidade dessa bactéria. 

 

5- Os isolados de P. shigelloides se mostraram sensíveis à maioria dos antibióticos utilizados. 

Entretanto, outros testes de sensibilidade antimicrobiana se tornam necessários a fim de se 

determinar a CIM e/ou confirmar a sensibilidade dos métodos, assegurando dessa forma uma 

terapia antibiótica eficiente em casos de confirmação de diagnóstico clínico microbiológico.  

 

6- Os isolados de P. shigelloides aqui estudados produziram um ou mais fatores de  virulência 

que podem estar envolvidos na sua patogenicidade.   
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