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RESUMO

Bactérias do “género” Shigella spp. apresentam-se como bacilos gram-negativos, anaerdbios
facultativos, iméveis, ndo formam esporos e pertencem a familia Enterobacteriaceae. De acordo com
testes de aglutinacdo com anti-soros especificos, estas bactérias sao classificadas em quatro sorogrupos:
Sorogrupo A (Shigella dysenteriae), Sorogrupo B (Shigella flexneri), Sorogrupo C (Shigella boydii) e
Sorogrupo D (Shigella sonnei).

Estas bactérias sdo responsaveis pela Shiguelose ou Disenteria Bacilar enfermidade endémica
que anualmente acomete milhdes de pessoas em todo o mundo, sendo que mais de 70% de todos os
casos ocorrem em criangas de 1 até 5 anos de idade, possuindo grande importincia epidemioldgica
devido a alta morbi-mortalidade.

Os principais determinantes de patogenicidade neste grupo bacteriano sdo: o plasmidio de alto
peso molecular, que determina o fenétipo invasivo desta espécie; genes cromossdmicos, que regulam a
expressao dos genes de viruléncia no plasmidio e a produ¢do de uma exotoxina que atua destruindo a
barreira de células epiteliais.

No Brasil, até entdo, ndo foram encontrados trabalhos publicados que comparem as diferentes
amostras bacterianas de Shigella spp. isoladas de casos de Shiguelose, relacionando suas caracteristicas
bioldgicas e estrutura clonal.

Sendo assim, neste trabalho, estudamos as caracteristicas bioldgicas (sorotipagem, perfil de
resisténcia a antimicrobianos, adesdo e invasdo, andlise do perfil de DNA plasmidial) de diferentes
amostras de Shigella spp. relacionando-as através de técnicas de Biologia Molecular (ERIC-PCR, REP-
PCR e DRE-PCR) permitindo, assim, determinar a clonalidade epidemioldgica destas. As amostras de
Shigella spp. foram isoladas de diferentes surtos, de diversas cidades das regides de Campinas e de Sao

Jodo da Boa Vista, e pertencem a colecdo do Instituto Adolfo Lutz de Campinas.



ABSTRACT

Shigella spp are gram-negative, anaerobic facultative, non-motile, and non-sporulated bacilli of
the Enterobacteriaceae family, responsible for “Shigellosis™ or the Bacillary Dysentery (BD) disease,
an important cause of worldwide morbidity and mortality. The pathogenic determinants of Shigella spp
include high molecular weight plasmids responsible for the bacterial invasive capacity, as well as
chromosomal genes encoding for different pathogenic, factors such as exotoxins that destroy epithelial
host cells. Little is known about the antibiotic resistance profiles and the population structure of
Shigella species isolated from humans in Brazil. In this work, we have studied the antibiotic resistance
profiles and the clonal structure of Shigella strains isolated from humans in different cities located in
the region of Campinas, a city in the state of Sdo Paulo, Brazil. We have also related the antibiotic
resistance of these strains with the bacterial clonal groups determined by the molecular techniques
ERIC, REP, and DRE-PCR. Our data indicate that many strains of S. flexneri and S. sonnei are multi-
resistant, and our results also support the circulation of specific clones among the cities. These data
indicate that the human sanitary conditions in the cities analyzed herein should be improved.
Key-Words: Shigella flexneri, Shigella sonnei, antimicrobial resistance, ERIC-PCR, REP-PCR, DRE-
PCR
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INTRODUCAO

As bactérias do "género" Shigella pertencem a familia Enterobacteriaceae, sdo bacilos gram-
negativos, anaerdbios facultativos, ndo formadores de esporos, imoéveis, ndo possuindo atividade
citocromo-oxidase, caracteristica importante na diferenciacio de bactérias da familia
Enterobacteriaceae de outros bacilos gram-negativos fermentadores e nao-fermentadores (Murray et
al., 1998). Fermentam glicose sem a produ¢do de gas ndo fermentando a lactose (Murray et al., 2003).
Reduzem nitratos em nitritos, formam dcidos a partir de certos carboidratos, ndo produzem H,S, urease,
desaminases ou lisina descarboxilase (Jawetz et al., 2000).

Relativamente, poucas propriedades bioquimicas sdo utilizadas para a distingdo entre as
“espécies” de Shigella como, por exemplo, a descarboxilacdo da ornitina, producdo de indol e a
utiliza¢do do manitol; sendo que Shigella sonnei € a Unica espécie que descarboxila a ornitina (Jawetz
et al., 2000).

Este bacilo foi isolado por Chantemesse ¢ Widel (1888) e, detalhadamente estudado por
Kiyoshi Shiga em 1898 (in: Lan & Reeves, 2002) sendo primeiramente denominado Bacillus
dysenteriae. Shigella spp., entretanto, sé teve seus bidtipos e seus quatro sorogrupos, ou ‘“espécies”
definidos na década de 1940, sendo colocados em um grupo taxondmico distinto de Escherichia coli
por apresentar importante relevancia médica (Lan & Reeves, 2002).

A sorotipagem € eficiente para distinguir as diferentes “espécies”. Sdo reconhecidos sorotipos
em Shigella spp. caracterizados pelo antigeno “O” de parede celular, codificado geralmente por genes
cromossomicos (Shears, 1996) sendo divididas em quatro sorogrupos “O” (A — D).

O sorogrupo A (Shigella dysenteriae) é constituido por 13 sorotipos os quais, com poucas
excecdes, ndo apresentam relagdes soroldgicas com os demais membros dos outros sorogrupos (Shears,
1996). O sorogrupo B: (Shigella flexneri) € constituido por seis sorotipos (Joklik et al., 1994). O
sorogrupo C: (Shigella boydii) é constituido por 18 sorotipos, sendo bioquimicamente similares aos do
sorogrupo B, porém diferindo nos testes sorolégicos (Joklik er al., 1994). O sorogrupo D: (Shigella
sonnei) possui apenas um sorotipo, dividido em bidtipos a, d, e, f e g (Coimbra et al., 2001).

O sorogrupo B predomina em dreas endémicas; sendo responsdvel por aproximadamente 50%
dos casos infecciosos. O sorogrupo A responde por 30% dos casos infecciosos, sendo um dos
principais responsdveis por epidemias em paises subdesenvolvidos (Bennish et al., 1990). Casos de
infeccdes pelo sorogrupo D sdo mais freqiientes em paises industrializados (Murray et al., 1998), e o

sorogrupo C € encontrado raramente em casos esporadicos.



A divisao do género em quatro espécies distintas foi proposta em 1974, com a publicacdo de
trabalhos que mostravam dificuldade em distinguir fenotipicamente Shigella dysenteriae, Shigella
flexneri, Shigella boydii e Shigella sonnei. Mesmo possuindo antigenos especificos, ocorrem reagdes
cruzadas entre os soros utilizados na sua identificacdo ocorrendo, também, reacdes cruzadas entre os
soros de Shigella spp. e de Escherichia coli (Dodd & Jones, 1982). Em 1982, Dodd & Jones, estudando
102 linhagens de Shigella spp. e utilizando 192 caracteres morfoldgicos, bioquimicos e fisioldgicos,
sugeriram que Shigella spp. formava um “cluster” distinto de E. coli, porém mais relacionado com
Yersinia e Proteus/Providencia.

Através de experimentos de MLEE (“multilocus enzyme -electrophoresis”) (Ochman et
al.,1983), experimentos de hibridacdo de DNA (Brenner et al., 1972; 1973; 1982), ribotipagem
(Rolland et al., 1998), combinacdo de MLEE e seqiienciamento do gene mdh (Pupo et al., 2000) e a
combinacio de outras técnicas (Liu et al., 1995) sugeriu-se que Shigella spp. deveria ser considerada,
parte do género Escherichia coli e ndao um género isolado.

No presente trabalho, adotamos a nominacdo mais utilizada nos trabalhos cientificos,
permanecendo os termos género e espécie para os quatro soro-grupos de Shigella spp.

Shigella spp. é responsdvel por infecgdes intestinais denominadas Shiguelose ou Disenteria
Bacilar (Joklik et al., 1994). Estimativas apontam que, por ano ocorrem 163 milhdes de casos de
Disenteria Bacilar, principalmente em criancas de um até cinco anos de idade, nos paises em
desenvolvimento, em 4dreas onde a qualidade de vida e a higiene sdo precdrias. Estima-se que um
milhao de mortes ocorra devido a estes casos. (Kotlof ef al., 1999; Venkatesan, 2001; Parsot, 2005)

Em adultos, a Disenteria Bacilar geralmente ¢é autolimitada. Em idosos, homossexuais
masculinos imunocomprometidos, populacdes de paises em guerra, populacdes em condicdes de
miséria e criancas, pode ser freqiientemente severa, tendo por sintomas, febre alta, distirbios
neuroldgicos e disenteria muco-pio-sanguinolenta (Sansonetti, 2001; Thong et al., 2005). A Sindrome
Urémica Hemolitica (SHU) pode estar associada a infec¢@o por S. dysenteriae e a acdo da Shiga-toxina
produzida por esta bactéria (Hale, 1985).

A transmissdo da Disenteria Bacilar é fecal-oral, de maos, dgua e alimentos contaminados.
(Murray et al.,1998). O periodo de incubacdo € de um a sete dias e a doencga persiste por até duas
semanas, aproximadamente. Diferentemente de outras bactérias enteropatogénicas, o “género” Shigella
é conhecido por causar infeccdes em adultos com um nimero muito baixo de organismos (10" — 10°
Unidades Formadoras de Colonias - U. F. C), o que explica ser esta bactéria responsavel por surtos e
epidemias em dreas populosas, principalmente em regides com saneamento basico deficiente, onde a
transmissao pessoa a pessoa ou dgua contaminada com fezes humanas, ocorre de forma mais acentuada

(DuPont et al., 1989). Esta baixa dose infectante € atribuida ao fato desta bactéria sobreviver com
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sucesso a acidez estomacal do hospedeiro, provavelmente devido a expressdo de genes de resisténcia a
acidos (Small et al., 1994).

Os fatores moleculares e celulares da imunidade inata que erradicam a bactéria durante a fase
primdria da infeccdo e previnem a disseminacao sistémica tém sido amplamente estudados e os seus

modos de a¢do caracterizados (Sansonetti, 2001).

Uma série de descobertas tem permitido o progresso na compreensdo dos mecanismos
moleculares pelos quais Shigella spp. se fixa as células epiteliais do intestino, invadindo, a seguir, as
mesmas. (Sansonetti, 2001).

Shigella spp. virulentas invadem as células epiteliais do cdlon de forma irregular, penetrando
através das células M, das placas de Peyer e em seguida, sendo fagocitadas e causando a morte, por
apoptose, de macréfagos adjacentes (Sansonetti et al., 1996; Wassef et al., 1989; Joklik et al., 1994;
Zychlinsky et al., 1994; Lancellotti et al., 2006). Os macréfagos infectados liberam uma alta
concentragdo de interleucina-1P, o que produz uma intensa resposta inflamatéria, resultando em
sangramento e acimulo de muco encontrado nas fezes dos individuos acometidos (Suzuki & Sasakawa,
2001). As bactérias liberadas pelos macréfagos rompidos sdo capazes de invadir basolateralmente os
enterdcitos adjacentes e, por conseguinte, passar de uma célula a outra, levando a disseminagdo da
infec¢do pelo trato intestinal do hospedeiro.

Acredita-se que o processo de patogénese de Shigella spp. seja mediado por genes
cromossomicos e plasmidiais. (Sansonetti, 2001; Sansonetti & Phalipon, 1999).

Todos os isolados virulentos de Shigella spp. possuem um plasmidio de viruléncia (p/NV) com
peso molecular entre 120MDa a 140MDa (Hale, 1991; Sansonetti, 2001), contendo os genes
necessdrios a invasdo. Este plasmidio foi inicialmente identificado em linhagens de S. flexneri 2a por
Kopecko em 1979, e identificado também em outros sorotipos de Shigella (S. flexneri, S. dysenteriae,
S. boydii e E. coli enteroinvasora (Hale, 1991). Estudos envolvendo digestdo enzimdtica e hibridacao
de DNA indicaram que o plasmidio de viruléncia das espécies de Shigella spp. e de Escherichia coli
enteroinvasora sdo homoélogos (Hale, 1991; Sansonetti, 2001).

A forma virulenta destas bactérias dd-se gracas a presenga de uma estrutura lipopolissacaridica
(LPS), denominada “tipo de colonia na fase I’ e tem sido bem demonstrada em S. sonnei e S. flexneri.
Estes microrganismos possuem plasmidios com peso molecular de 120MDa para S. sonnei e 140MDa
para S. flexneri. A perda destes plasmidios leva a fase Il e a formacdo de coldnias rugosas ndo
virulentas (Sansonetti et al., 1981; Sansonetti et al., 1982). No entanto, a maior parte dos fatores de
viruléncia de Shigella spp. € codificada por genes encontrados num fragmento de 31kb de um

plasmidio de alto peso molecular (220kb) (Sansonetti et al., 1981), presente no citoplasma das células
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bacterianas e conhecido como plasmidio de viruléncia. Essa seqii€éncia conhecida como “regido de

invasdo” é composta por dois loci génicos distintos que codificam proteinas associadas com a invasao
de células eucaridticas, e tem a fun¢do de induzir uma reestruturacdo do citoesqueleto celular na regido
de contato com a célula bacteriana (Maurelli et al., 1984 e 1985; Sasakawa et al., 1988).

Um dos loci é composto pelo operon ipa, com os genes que codificam as proteinas responsaveis
pela invasdo. Estas proteinas estdo basicamente relacionadas com a ativacdo da polimerizacdo de
mondmeros de actina. Foram identificados cinco quadros de leitura “ORF” (“open reading frames”)
nessa regido, que codificam as proteinas IpgC, IpaB, IpaC, IpaD e IpaA, cujas iniciais significam
“antigenos protéicos de invasdao”. Sasakama et al., em 1989, demonstraram que as bactérias mutantes
para os genes IpaB, IpaC, IpaD sio incapazes de ativar a mobiliza¢do de proteinas do citoesqueleto da
célula hospedeira sendo, portanto, incapazes de desencadear um quadro infeccioso. Porém, mutantes de
IpaA mantém a viruléncia e a capacidade de invadir as células eucaridticas (Ménard et al., 1993).
Verificou-se também que as proteinas Ipa s@o secretadas somente apds a ingestdo da bactéria pelo
organismo hospedeiro, pois os genes de viruléncia de Shigella spp. sdo expressos a 37°C e ndo a 30°C,
fazendo com que as proteinas de viruléncia sejam expressas apenas quando estiverem no interior de
organismos hospedeiros, € ndo no ambiente (Dorman et al., 1995). O gene ipgC, situado no mesmo
operon, codifica uma proteina de 17kDa (Ménard et al., 1994) que impede a associacdo de IpaB e IpaC
no citoplasma bacteriano. Essa proteina € considerada uma chaperona, pois assiste a montagem de IpaB
e impede a associag@o precoce dessa com IpaC (revisado por Brocchi et al., 1998).

Além do locus ipa, outro locus também encontrado no plasmidio de alto peso molecular parece
estar relacionado com a capacidade de invadir células epiteliais. Esse locus € formado por
aproximadamente 20 genes denominados mxi (“membrane expression of ipa”) e spa (“surface
presentration antigen”), formando um “cluster” que € dividido em 2 operons (revisado por Brocchi et
al., 1998; Lancellotti et al, 2006). Os genes mxi/spa codificam a maquinaria do sistema de secre¢do do
tipo III, um sistema evolutivamente conservado em bactérias que, em Shigella spp., € responsavel pela
secrecao das proteinas Ipa no citoplasma da célula hospedeira (Sasakawa et al., 1988). As proteinas Ipa
sdo sintetizadas e armazenadas no interior da célula bacteriana e secretadas pelo sistema de secre¢io
tipo III quando em contato com a célula hospedeira. A associa¢do entre IpaB e IpaD forma um
complexo, e acredita-se que ele seja responsavel pelo fluxo das proteinas Ipa através do sistema de
secrecdo (Ménard et al., 1996). Assim que sdo secretadas, as proteinas IpaB e IpaC, que sdo
hidrofébicas, se dirigem 2 membrana da célula hospedeira , formando um complexo na forma de poro
que interage com a membrana da célula epitelial, fazendo com que as outras proteinas Ipa penetrem na

célula hospedeira. No interior da célula hospedeira, as proteinas IpaA, IpaC e IpgD promovem um



rearranjo do citoesqueleto, principalmente da actina, provocando a formagdao de pseudépodos que
engolfam a bactéria trazendo-a para o interior da célula hospedeira em uma vesicula macropinocitica.
Desta forma o termo “invasdao” ndo parece apropriado para o fato descrito acima. Como invasdo se
refere a uma penetracdo ativa da bactéria na célula hospedeira, este processo seria mais bem
denominado “fagocitose induzida” (Salyers, 1994).

Ja foram encontrados alguns receptores de adesdo celular eucaridticos que seriam possiveis
ligantes para IpaB, C e D, como por exemplo a integrina a5B1, localizada na regido basolateral das
células epiteliais do intestino humano e CD44, o receptor da hialurona, um componente da matriz
extracelular que também €& expresso na regido basolateral (Philpott et al., 2000). Entretanto, esses
receptores ainda ndo foram comprovados em testes in vivo, e nenhuma adesina, até o momento, foi
isolada de Shigella spp. que poderia servir como molécula ligante destes receptores, o que levanta a
questao da adesdo ser ou ndo um processo importante para a invasao do epitélio intestinal.

Apoés a liberagdo das bactérias dos macrofagos na regido sub-epitelial, ocorre a invasdo da
célula epitelial pela regido basolateral. Apds a invasdo da célula hospedeira por fagocitose, a membrana
do fagossomo € lisada, através da acdo das proteinas IpaB, fazendo com que a bactéria seja liberada no
citoplasma onde se multiplica rapidamente (High et al., 1992). Em seguida, filamentos de actina se
acumulam em um dos pélos da célula bacteriana. Esses filamentos se agrupam, formando uma cauda
filamentosa que auxilia na locomocao da bactéria no interior do citoplasma da célula hospedeira em
direcdo oposta ao p6lo onde a cauda foi formada. A formacao desta cauda se dd por um processo que
envolve a formagdo de polimeros de actina e plasmina, outra proteina do citoesqueleto eucariético,
formando uma estrutura contratil que d4 for¢a propulsora para a bactéria se locomover no interior da
célula do hospedeiro (revisado por Brocchi et al., 1998).

A inducdo da formacdo da cauda se da pelo gene plasmidial icsA (VirG), sendo que a proteina
IcsA também estaria relacionada com a hidrélise de ATP, necessario para a liberagdo de energia
consumida nesse processo. A proteina IcsA € uma proteina de superficie celular associada ao LPS que
¢ expressa somente em um dos pélos da célula bacteriana, permitindo que a polimerizagdo da actina
ocorra também de forma polarizada. Esta proteina promove a polimerizagdo da actina através da
interacdo de IcsA com a proteina da sindrome neural Wiskott-Aldrich (N-WASP) e com a vinculina,
proteinas presentes no citoplasma dos enterdcitos. Tal fato promove a polimerizagdo da actina pela
interacdo com o complexo de proteinas relacionadas com actina — Arp 2/3 (Suzuki & Sasakawa, 2001).

Em seguida a célula bacteriana, por intermédio das proteinas IpaB e IpaC, rompe a vesicula
macropinocitica e, livre no citoplasma, se divide e locomove-se no interior da célula hospedeira com o

auxilio da cauda filamentosa de actina. Nesse momento ocorre a necrose das células hospedeiras



causada pela liberacdo de citocinas, fruto da resposta inflamatdria (Jennison & Verma, 2004). Quando
atinge a membrana da célula endocitica, a bactéria provoca uma evagina¢do na célula epitelial
adjacente. Apds a formacao da evaginagdo, ocorre a lise desta dupla membrana (membrana da célula
em que a bactéria estava juntamente com a membrana da célula adjacente), e liberacdo da bactéria no
interior da nova célula epitelial (revisado por Brocchi et al., 1998). Neste processo, parece também
estar envolvido o gene IcsB (Allaoui et al., 1992). Além da proteina IcsB, E-caderina, presente na
célula eucaridtica e um importante componente da adesdo intercelular, parece ser necessdria para a
passagem da bactéria de uma célula para outra. Tal fato foi evidenciado por Sansonetti et al. (1994).

Shigella spp. é um interessante paradigma co-evoluciondrio de adaptacdo, entre os genes
plasmidiais e os genes de viruléncia cromossomicos. Ao lado dos genes de viruléncia plasmidiais que
ditam e direcionam a interacdo da bactéria com as vdrias camadas celulares que formam a barreira
epitelial, os genes cromossdmicos também participam no processo patogénico.

Esta constatacao foi exaustivamente documentada por experimentos de recombinacdo cldssica
entre cepas de S. flexneri e cepas receptoras de linhagem de laboratério Escherichia coli K12. Nestes
experimentos, transferéncias conjugativas sucessivas de determinadas por¢des do cromossomo em
vetores plasmidiais conferiram as cepas de E. coli um alto poder de viruléncia in vivo nos modelos de
infeccao (Sansonetti ef al., 1983).

Estes genes podem ser classificados em duas categorias:

I. Genes que regulam a expressdo dos genes de viruléncia nos plasmidios;
II. Genes que sdo importantes para a sobrevivéncia da bactéria no trato intestinal.

Além disso, S. dysenteriae possui um gene cromossomico, denominado stx, que codifica uma
exotoxina conhecida como “Shiga-Toxina (ShT)”.

O cromossomo de Shigella spp. apresenta aproximadamente 4.600.000 pares de base (Wei et
al., 2003) e apresenta pelo menos trés ilhas de patogenicidade, que codificam fatores de viruléncia
como, por exemplo, o LPS e genes dependentes de temperatura que regulam a expressdo de genes
plasmidiais (Jennison & Verma, 2004).

As “espécies” de Shigella spp. sdo capazes de produzir citotoxinas ao penetrarem e proliferarem
no interior das células do ileo terminal (Sears & Kaper, 1996). Essas toxinas sdo responsdveis pela
inibicdo da sintese protéica e morte celular e pelo distirbio hidrossalino responsdvel pela fase diarréica
da infeccdo. Shigella dysenteriae & a inica “espécie” capaz de produzir, além destas citotoxinas, uma
enterotoxina ou exotoxina, codificada por um operon cromossdmico stxA e stxB, denominada “Shiga-
Toxin”(ShT) (Frankel et al., 2001). Esta enterotoxina é constituida de duas subunidades (A e B), sendo
que a subunidade A responsdvel pela inibi¢do da sintese protéica e a subunidade B, responsdvel pelo

reconhecimento e ligacdo em receptores no epitélio celular (Reisbig et al., 1981). A partir dai a
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subunidade A € transportada para o interior da célula por via endocitica. Evidéncias sugerem que a
ligacdo com os receptores € um pré-requisito para a expressao da atividade biolégica e que 0 maximo
da atividade de ShT € dose dependente do receptor. A inibi¢do da sintese protéica (na subunidade
ribossomica 60S) € caracterizada como efeito téxico primdrio na célula do hospedeiro sem afetar a
estrutura ribossomica bacteriana (Olsnes, 1981). Sendo assim, a toxina Shiga, além de agravar o quadro
inflamatério (Sears & Kaper, 1996), apresenta a¢do neuroenteropica (Bier, 1984) e causa a sindrome
hemolitica urémica (SHU), provocando insuficiéncia renal (Salyers, 1994).

Disenteria causada por Shigella spp. constitui um importante problema de saide publica em
paises industrializados e em desenvolvimento. Apesar da Disenteria Bacilar ser usualmente
autolimitada, a antimicrobianoterapia efetiva nessa enfermidade reduz a duracdo e a gravidade da
disenteria, como também diminui o periodo em que o paciente passa excretando fezes contaminadas no
ambiente, reduzindo assim a disseminac¢do da bactéria, podendo diminuir os indices de morbidade e
mortalidade (Sidrim ef al., 1998; Jennison & Verma, 2004).

O uso de antimicrobianos de largo espectro como as sulfonamidas, cloranfenicol, ampicilina e
tetraciclina parecem eliminar grupos bacterianos sensiveis residentes no intestino, selecionando
bactérias resistentes. A terapia com antimicrobianos pode, também, selecionar bactérias com fatores
(plasmidiais) R que transferem estes fatores para cepas de Shigella spp. sensiveis, o que resulta numa
rapida aquisicdo de resisténcias multiplas (Sidrim et al., 1998).

Métodos de tipagem molecular ou genotipicos sdo importantes na elucidacdo das rotas de
transmissdo de patdgenos microbianos (Pfaller et al., 1996). Pelo monitoramento fechado da
variabilidade genética, distancias filogenéticas podem ser calculadas, permitindo um melhor
discernimento das linhagens estudadas (Karlin et al., 1994). Andlises genéticas detalhadas produzem
evidéncias da plasticidade genotipica e evolutiva das bactérias, caracterizando a sua adaptacdo aos mais
variados ambientes. Este tipo de informacdo pode ser utilizado no cendrio clinico para discriminar os
tipos bacterianos responsaveis por surtos ou epidemias (Renders et al., 1996).

Os métodos moleculares mais empregados hoje em dia, utilizam as mais variadas técnicas,
como por exemplo: perfil plasmidial, marcadores de DNA, seqiiéncias repetitivas ou aleatdrias do
genoma bacteriano amplificadas por PCR, hibridizacio do DNA com oligonucleotideos e marcadores
moleculares utilizando-se endonucleases de restricdo. A premissa bésica de todos esses métodos reside
no fato de que amostras bacterianas relacionadas epidemiologicamente apresentam um precursor
comum.

Andlises dos diferentes perfis plasmidiais, apds eletroforese em gel de agarose, foram utilizadas
para a caracterizagdo de cepas epidémicas patogé€nicas e nas investigacdes de surtos causados por

Shigella spp. (Liu et al., 1995).



Estudos prévios demonstraram que S. sonnei abriga uma populagdo heterogénea de plasmidios
que pode variar de dois até mais de dez (Haider et al, 1985). Em contraste, Prado et al. (1987),
analisando o perfil plasmidial de isolados de Shigella sonnei do México e de Houston, no Texas - USA,
verificaram que a maioria das cepas possuia 0 mesmo padrao de perfis plasmidiais.

Seqiiéncias de DNA ndo codificantes e repetitivas, estdo presentes em diferentes posi¢des do
genoma bacteriano, sendo mantidas sob constante acdo da selecdo natural que promove mutagdes e
recombinagdes dessas regides gerando diversos tipos de polimorfismos de seqiiéncia, de posicao e de
numero (Versalovic et al., 1991).

Versalovic et al. (1991) estudando a distribuicdo de seqiiéncias repetidas de DNA em bactérias,
examinaram os elementos Palindromicos Repetitivos Extragénicos (REP). A seqiiéncia REP ¢ uma
seqiiéncia palindromica de 38 nucleotideos com uma regido varidvel central de Spb flanqueadas por
duas ramifica¢cdes complementares entre si, que possuem capacidade de formar estruturas “stem-loop”
(em algas) estdveis na transcricdo do RNA. Essas seqiiéncias sdo geralmente encontradas repetidas
vezes por todo o genoma bacteriano, inseridas em regides entre os genes, dentro ou fora de operons,
formando “clusters”, com cerca de 563 seqiiéncias em 295 “clusters” espalhadas pelo genoma de
bactérias como E. coli (Dimri et al., 1992). Algumas func¢des foram propostas para essas seqiiéncias,
como a de regulagdo da expressao génica por meio de tradugdo diferencial em operons policistronicos e
estabilizacdo de mRNA (Newbury et al., 1987 e 1987a), sugeridas devido a conformacdo estrutural na
forma de al¢a com “loop” dessas seqii€ncias REP. Porém, estes elementos ndo estdo sempre presentes
nas mesmas posi¢des intergénicas entre diferentes espécies de organismos, sugerindo que elas ndo
sejam essenciais para o processo de expressdo génica. Tal processo provavelmente seria uma fungdo
secunddria dessas seqii€éncias. Refor¢ando esta idéia, enzimas como a DNA girase (Yang et al., 1988) e
DNA polimerase (Gilson et al., 1990) foram encontradas ligando-se as seqiiéncias REP, sugerindo um
possivel papel estrutural para essas seqiiéncias, as quais poderiam exercer um papel importante no
dobramento do nucledide bacteriano em dominios de super enovelamento (Lupski & Weinstock, 1992).
Boccard & Prentki (1993), descreveram que as seqiiéncias REP adjacentes inseridas em seqiiéncias
repetitivas mosaico (BIMEs) poderiam servir de sitio de ligagdo para o fator de integracdo ao
hospedeiro (IHF — Integration Host Factor) de E. coli. IHF, por sua vez, auxiliaria na ligacdo e
modulagdo da atividade da enzima DNA girase, auxiliando no desenovelamento da dupla fita de DNA
durante o processo de transcricdo. Com isso, multiplas fungdes tém sido descritas para esta regido
altamente conservada: dispersdo dos elementos REP, incluindo a fun¢@o no término da transcri¢do;
estabilidade do RNA mensageiro e o dominio da organizacao cromossomal in vivo.

Outra seqiiéncia repetitiva encontrada em genomas de organismos da familia

Enterobacteriaceae € a unidade repetitiva intergénica (IRU — “Intergenic Repeat Unit”), mais
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conhecida como Consenso Intergénico Repetitivo Enterobacteriano (ERIC - “Enterobacterial
Repetitive Intergenic Consensus”) (Sharples & Lloyd, 1990). Essa seqiiéncia palindromica de
aproximadamente 127 nucleotideos estd também localizada em regides ndo codificantes do genoma
bacteriano, ou seja, situa-se entre genes transcritos dentro ou fora de operons, com sua posi¢ao
variando em relacdo a posicdo das seqiiéncias de terminac@o e promotoras dos genes, fazendo com que
apenas uma pequena parte destas seqiiéncias ERIC seja transcrita na forma de RNA (Sharples & Lloyd,
1990). Quando a seqiiéncia se encontra antes de uma seqiiéncia de termina¢do de um determinado
gene, ela € transcrita junto com o gene que a acompanha. Dessa forma, a parte do mRNA
correspondente as seqiiéncias ERIC formariam uma estrutura na forma de alca (devido a
complementaridade entre algumas seqiiéncias invertidas), a qual poderia interferir com a ligacdo do
mRNA aos ribossomos, influenciando na tradu¢do do mesmo, sugerindo, desta maneira, uma fungdo
regulatéria para os elementos ERIC (Sharples & Lloyd, 1990). Seqiiéncias ERIC poderiam ainda
proteger a regido 3° do mRNA contra digestdo por exonucleases, assim como foi proposto para as
seqiiencias REP, e dessa forma aumentar a expressdo de genes que estejam a montante dessas
seqiiéncias. Ainda ndo foi descrita nenhuma proteina que poderia se ligar as seqiiéncias ERIC, tal como
descrito para REP. Porém, devido a natureza conservada deste elemento em diferentes espécies da
familia Enterobacteriaceae, sugere-se que ele possa designar um sinal estrutural para o DNA destes
microrganismos (Sharples & Lloyd, 1990).

A seqiiéncia consenso ERIC néo parece estar relacionada com os elementos REP, e ainda ndo se
sabe claramente os mecanismos de heranca desses elementos. Eles ndo sdo relacionados a nenhuma
outra seqiiéncia repetitiva conhecida como, por exemplo, seqiiéncias de inser¢ao, transposons ou genes
estruturais de RNA, e, além disso, sdo muito pequenos para poderem codificar uma transposase que
poderia mediar sua transposi¢do (Sharples & Lloyd, 1990). Entretanto, essas seqiiéncias poderiam ser
resquicios de elementos transponiveis, o que poderia sugerir sua origem em comum para VAarios
representantes de eubactérias. Como essas seqiiéncias ja foram encontradas tanto em representantes do
dominio das eubactérias como em archeobactérias (Halobacterium halobium), sugere-se que a origem
desses elementos seja anterior ao surgimento da linhagem de bactérias Gram-negativas entéricas
(Versalovic et al., 1991).

Em 1991, Versalovic e colaboradores sugeriram a utilizagdo dessas seqiiéncias repetitivas ERIC
e REP na tipagem molecular de microrganismos. Como essas seqiiéncias estdo presentes em muitas
espécies de eubactérias, elas poderiam ser utilizadas como sitios de ligagdo para iniciadores especificos
em reacOes de PCR, na producdo de “fingerprints” (marcadores moleculares) dos diferentes genomas
bacterianos (Versalovic et al., 1991). Nessa reacdo, os iniciadores se ligariam as seqii€ncias repetitivas

e, dependendo da distancia entre duas destas seqiiéncias adjacentes (no mdximo Skb dependendo da



DNA polimerase utilizada na reagdo), a por¢do de DNA compreendida entre elas seria
amplificada pela reacdo de PCR. Essas diferentes seqiiéncias amplificadas seriam visualizadas como
bandas de diferentes tamanhos em um gel de agarose. Como diferentes isolados bacterianos apresentam
polimorfismo quanto ao nimero e posi¢do dessas seqiiéncias, esse padrdo de bandas resultante desta
reacdo de PCR poderia ser utilizado para diferencid-los. A comparagdo entre os perfis eletroforéticos de
diferentes isolados poderia, portanto, ser utilizada para determinar o grau de similaridade entre as
amostras testadas. Considerando que o perfil de marcadores moleculares gerado através desta reacdo é
reprodutivel e, uma mesma linhagem bacteriana testada repetidas vezes apresenta sempre 0 mesmo
padrio, pode-se dizer que este método de tipagem € um método eficiente, atendendo os critérios gerais
dos métodos de tipagem e ainda, que o padrdao de bandas obtido € especifico para cada amostra em
questdo (Lupski & Weinstock, 1992).

A distribui¢do dos elementos REP, ERIC em diversos genomas procaridticos, inclusive em
Shigella spp., foi examinada por Versalovic et al. (1991) pelo método de PCR. Tais andlises revelaram
que as distancias entre seqiiéncias REP, ERIC possuem um padrio especifico para diferentes cepas e
espécies bacterianas. Este estudo demonstrou que as seqiiéncias REP, ERIC estdo presentes em muitas
espécies diferentes e podem ser utilizadas para gerar diferentes padroes com reacdes de PCR para os
diversos genomas bacterianos, constituindo-se, assim, em técnicas simples, baratas e rdpidas para a
caracteriza¢do de microrganismos patogénicos (Versalovic et al., 1991).

Riley et al. (1995) estudou a distribuicdo de seqiiéncias repetidas de DNA em Mycobacterium
tuberculosis examinando os elementos Duplos Repetitivos (DRE), elementos estes que caracterizam a
repeticdo de seqiiéncias ricas em bases nitrogenadas “G-C” distribuidas no cromossoma bacteriano.
Este método demonstrou ser um importante método na aplicagdo de estudos epidemioldgicos, pois
esses elementos estdo presentes em espécies diferentes o que torna o DRE-PCR um método répido para
a subtipificacdo de amostras bacterianas.

A cidade de Campinas possui, aproximadamente, 1,2 milhdes de pessoas, e, juntamente com
outras cidades que fazem parte da regido metropolitana de Campinas, constitui um dos pdlos
industriais, tecnoldgicos, educacionais e culturais do Estado de Sao Paulo e, embora, esta regido
metropolitana possua um elevado indice de desenvolvimento humano, ainda possui bolsdes de pobreza
que sdo locais potenciais para a ocorréncia e disseminacdo de doengas infecto-contagiosas
potencialmente fatais, como é o caso da Shiguelose, o que nos levou a fazer um levantamento

epidemioldgico das amostras isoladas de casos de Shiguelose nesta regido, mostrando que mesmo
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sendo uma das regides mais desenvolvidas do estado, casos de doengas infecto-contagiosas acontecem

com elevada freqiiéncia.
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OBJETIVO

Este trabalho teve por objetivo determinar a variabilidade fenotipica e genotipica (clonal) de 60
amostras de Shigella spp., sendo 30 de Shigella flexneri e 30 de Shigella sonnei, isoladas de diferentes
casos infecciosos que ocorreram nas regioes de Campinas e de Sao Jodao da Boa Vista e que fazem
parte do acervo do Instituto Adolfo Lutz, de Campinas.

As caracteristicas fenotipicas determinadas foram: sorotipagem, perfil de resisténcia a
antimicrobianos, adesdo e invasdo de células (HeLLa, HEp-2) cultivadas in vitro e andlise do perfil de
DNA plasmidial, enquanto que a variabilidade genotipica foi determinada através dos perfis
eletroforéticos obtidos através das técnicas, isoladas e combinadas, de ERIC-PCR, REP-PCR e DRE-
PCR.

Os resultados obtidos foram analisados quanto as caracteristicas epidemioldgicas destas

linhagens na regido metropolitana de Campinas.
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MATERIAL E METODOS

1. Amostras Bacterianas

Neste estudo foram utilizadas 60 amostras de Shigella spp. de pacientes apresentando quadro de
Disenteria Bacilar. As amostras pertencem ao sorogrupo Shigella flexneri (30) e Shigella sonnei, (30) e
sdo provenientes de surtos ocorridos em diferentes cidades do Estado de Sdo Paulo (Tabela 1 e Figura
1). As amostras, assim como os seus sorogrupos e os perfis de resisténcia a antimicrobianos, foram
gentilmente cedidas pela Dra. Marilu Mendes Moscardini Rocha, Pesquisadora Cientifica do
Departamento de Microbiologia do Instituto Adolfo Lutz (IAL).

A identificagdo, origem e o perfil de resisténcia de cada amostra estdo descritos na tabela 1.

O periodo de coleta das amostras estd representado nas figuras 26 e 27.
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Amostras Perfil de Amostras Perfil de
de Data do Cidade  Idade do Resisténcia de Data do Cidade  Idade Resisténcia
S. flexneri Isolamento paciente antimicroniana S. soneii Isolamento antimicroniana
Sf1A 02/11/87 SIBV 44 AP, ET, SUT Ssl 14/02/97 MG 23 ET, SUT,TT
Sf1B 02/11/87 SIBV 12 AP, ET, SUT Ss2 14/05/97 BP 15 AP, ET, SUT
Sf2 03/10/89 C 2 CO, ET, SUT, Ss3 15/10/98 L 11 ET, SUT, TT
TT
Sf3 23/04/90 J 35 ET, SUT Ss4 24/06/99 10 SUT, TT
Sf4 24/11/97 C 8m AP, CO, ET, Ss5 10/03/00 2 AP, SUT, TT
SFT,TT
Sf5 30/12/97 C 6m AP, CO, ET, Ss6 23/05/00 C 7m ET, SUT, TT
SFT,TT
Sfo 11/02/98 C 2 AP, CO, ET, Ss7 31/05/00 C 87 ET, SUT, TT
SFT,TT
Sf7 16/09/98 C 4 AP, ET, Ss8 02/06/00 C 2 ET, SUT, TT
SUT,TT
S8 21/01/99 C 1 AP, CO, ET, Ss9 25/01/01 COS 2 SUT, TT
SUT,TT
Sf9 17/02/99 C 70 AP, CO, ET, Ss10 02/03/01 C 9 ET, SUT, TT
SUT,TT
Sf10 29/03/99 C 29 CO, ET, Ssl11 02/03/01 C 3 SUT, TT
SUT,TT
Sf11 30/09/99 C 11m AP, CO, ET, Ss12 08/03/01 C 3 ET, SUT,TT
SUT,TT
Sf12A 12/11/99 I 50 AP, CO, ET, Ss13 10/05/01 C 1 SUT, TT
SUT,TT
Sf12B 12/11/99 I 40 AP, CO, ET, Ss14 29/06/01 C - SUT, TT
SUT,TT
Sf12C 16/11/99 I 4 AP, CO, ET, Ss15 05/07/01 C - SUT, TT
SUT,TT
Sf12D 30/11/99 I 19 AP, CO, ET, Ss16A 28/02/02 C 4 SUT, TT
SUT,TT
Sf13 14/02/00 C 8m AP, CO, ET, Ss16B 28/02/02 C 3 SUT, TT
SUT,TT
Sf14 02/05/00 C 5 AP, CO, ET, Ss16C 28/02/02 C 5 SUT, TT
SUT,TT
Sf15 15/05/00 C 3 AP, CF,CO, Ss16D 28/02/02 C 4 SUT, TT
ET, SUT,TT
Sf16 05/06/00 C 4 AP, ET, Ss16E 28/02/02 C 5 SUT, TT
SUT,TT
Sf17 10/07/00 C 6m AP, ET, Ss16F 28/02/02 C - SUT, TT
SUT,TT
Sf18 10/07/00 C - AP, ET,TT Ss16G 07/03/02 6 SUT, TT
Sf19 15/08/00 C 1.5 AP, CO, ET, Ss16H 11/03/02 42 SUT, TT
SUT,TT
Sf20 10/11/00 C 5 AP,CO, TT Ss161 26/03/02 6 SUT, TT
Sf21 14/11/00 C 50 AP, CO, SUT, Ss17 06/03/02 C 5 SUT, TT
TT
Sf22 21/12/00 C 5 AP, CO, ET, Ss18 15/03/02 C - SUT, TT
SUT, TT
Sf23 16/01/01 C 40 AP, CO, ET, Ss19A 18/04/02 VIN - SUT, TT
SUT, TT
Sf24 22/01/01 C 10m ET, TT Ss19B 18/04/02 VIN - SUT, TT
Sf25 18/06/01 MG 49 SUT Ss19C 18/04/02 VIN - SUT, TT
S£26 27/12/01 C 3 AP,CO, TT Ss20 03/05/02 C - SUT, TT

Tabela 1: Identificagdo, origem, perfil de resisténcia das amostras de S. flexneri e S. sonnei que fizeram parte deste trabalho.

Cidades: SJBV = Sio Jodo da Boa Vista ; C = Campinas; J = Jundiaf; I = Itapira; MG = Mogi Guagu; BP = Braganca Paulista; L = Limeira; COS =
Cosmopolis; VIN = Vinhedo. Antimicrobianos: AP = Ampicilina, CF = Cefalotina, CO = Cloranfenicol, ET = Estreptomicina, SUT =

Sulfametoxazol, SFT = Sulfazotrim, TT = Tetraciclina.
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Figura 1: Mapa do Estado de Sao Paulo, demonstrando as diferentes cidades de onde foram isoladas as amostras de

Shigella flexneri e Shigella sonnei que fizeram parte do estudo.
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2. Preservacgdo das amostras bacterianas

As amostras foram cultivadas em meio LB (Oxoid) liquido (Miller, 1972). Apéds incubagdo de
18-24 horas a 37°C, 450 uL deste meio contendo as bactérias, foram transferidos para um tubo
criogénico de 1,5 mL e a este adicionado 450 puL de solu¢do de Hogness (Werner et al., 1997) , a
suspensao foi homogeneizada em agitador tipo “vortex” (Phoenix, Araraquara, SP, Brasil) e a suspensao

armazenada em freezer a - 70°C.

3. Teste de Adesao Bacteriana em células cultivadas in vitro (HeLa e HEp-2)

Preparo das amostras bacterianas

As amostras bacterianas utilizadas neste estudo, bem como as linhagens controles foram
semeadas em meio LB liquido e incubadas por 18 horas a 37°C em estufa bacterioldgica (Fanen, Sao
Paulo — SP, Brasil).

Cultivo das Células

Para realizacdo do teste de adesdo bacteriana foram utilizadas linhagens celulares HeLa e HEp-
2 armazenadas em ampolas de criogenia em nitrogénio liquido, em soro fetal bovino (SFB)
(Nutricell®) contendo 10% de dimetil-sulféxido (DMSO) (Sigma®). Para a realizacdo do teste uma
ampola foi descongelada rapidamente e as células lavadas por centrifugacdo a 1.000 rpm por 10
minutos. Posteriormente, as células foram inoculadas em uma garrafa de cultura contendo meio
minimo de Eagle (Nutricell®) suplementado com 10% de SFB, e incubadas a 37°C por 72 horas em
estufa de CO,. (Fanen, Sdo Paulo — SP, Brasil).

Ap6s a formagdo da monocamada celular na garrafa, o meio minimo de Eagle foi removido e as
células foram tripsinizadas. Com o desprendimento total das células, um volume de meio Eagle
suplementado com 10% de SFB foi adicionado para uma quantidade final de 25-30 mL. A seguir, 1,0
mL da suspensdo celular (1.10° células/mL) foi adicionado em cada orificio de uma placa de cultura
celular contendo uma laminula esterilizada. O crescimento das monocamadas foi acompanhado pela
observacdo apds 24-48 horas em microscopio invertido. A cultura foi considerada ideal para o teste
quando as células apresentavam cerca de 50%, ou mais, de confluéncia da monocamada e,
apresentavam baixa refringéncia, sem deslocamento. Apds este periodo a placa foi lavada 3 vezes com
tampao salina fosfatada - PBS — (Cloreto de Sdédio (J. T. Baker, México) — 8,0 g; Cloreto de Potassio (J.
T. Baker, México) - 0,20 g; KoHPO4 (J. T. Baker, México) — 20 g e Na,HPO4 (J. T. Baker, México) —
2,89 g e H,O gsp 1000 mL - (0,01M - pH 7.4).
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Teste de Adesao

O teste de adesdo em células seguiu a metodologia descrita por Scaletsky et al. (1984). Apés a
lavagem da microplaca em tampao PBS, 1,0mL de meio Eagle contendo 2% de soro fetal bovino foi
adicionado em cada orificio. Em seguida, cada amostra bacteriana, cultivada por 18 horas em meio LB
foi adicionada a cada orificio na quantidade de 40uL. A microplaca foi incubada por 3 a 6 horas a 37°
C e, ap6s este periodo foi lavada 10X com 1,0 mL de PBS 0,01 M (pH 7,4) por orificio. As laminulas
foram fixadas em metanol (Quimex, Brasil) por 10 minutos e coradas com corante de May Griiwald —
corante May Griiwald 2,0gramas (Sigma®) e Metanol — 10 mL por 10 minutos e corante de Giemsa —
(Giemsa (Sigma®) 1 grama, Metanol, 66 mL e glicerina (Merck, USA) por 10 minutos. As laminulas
foram retiradas de cada orificio da microplaca e montadas em laminas para microscopia em Entellan
(Merck, USA).

O resultado da adesdo bacteriana foi visualizado em microscopia dptica em aumentos finais de
400X e 1.000X. Para a realizacdo do teste foram adicionadas 100uL (células/mL) da suspensdo
bacteriana.

Obs.: Os testes foram realizados com tratamento e sem tratamento com D-manose 1% (Gibco BRL,
EUA) (inibi¢do da fimbria tipo I) e o tempo de adesao de 6 horas.
4. Anélise do Perfil Plasmidial

O método para extragdo do DNA plasmidial foi o mesmo utilizado por Kado & Liu
(1981). As amostras bacterianas foram inoculadas em meio LB, incubadas a 37° C por 12 a 18 horas. A
seguir 1 mL do cultivo bacteriano foi transferido para um tubo de microcentrifuga tipo “eppendorf” e
centrifugado por 12.000g por 2 minutos. O sobrenadante foi desprezado, o sedimento foi ressuspendido
em 100 puL de solugdo I (Tampao Tris-HCI 1 m pH 8,0 (250 uL); solu¢do de EDTA 0,5 M pH 8,0 (200
uL); glicose 0,5 M (1.000 uL); lisozima (0,04 g); e H,O destilada/deionizada qsp 10,0 mL) gelada e
mantido em banho de gelo por 5 minutos. A seguir 200 pL da solugdo IT (NaOH 10 N (200 pL); SDS
10% (100 uL); H»O destilada/deionizada gsp 10,0 mL) foram adicionados e o conteudo foi suavemente
homogeneizado sendo, a seguir deixado em banho de gelo por cerca de 2 a 3 minutos. Apds este
periodo 150 pL da solugdo III (Acetato de Sédio 5 M (60,0 mL); Acido Acético Glacial (11,5 mL);
H,O destilada/deionizada gqsp 28,5 mL) foram adicionados ao conteido do mesmo e novamente
invertidos suavemente e mantidos em banho de gelo por tempo minimo de 15 minutos. A suspensao foi
centrifugada por 12.000g por 4 minutos, sendo 400 uL. do sobrenadante transferidos para outro tubo de
microcentrifuga tipo “eppendorf”. A esse volume, 2,5 volumes (1000 uL) de etanol absoluto gelado (-

20° C), sendo o tudo invertido suavemente para a mistura dos contetdos e, entdo mantido a — 20° C por

17



tempo minimo de 30 minutos. O DNA plasmidial foi precipitado por centrifugacdo a 12.000g por 4
minutos, ressuspendido com 20uL de dgua deionizada esterilizada e mantido a — 20° C.

Para a corrida eletroforética 10 uL. do material extraido foram misturados a 3 pl de tampao
de ressuspensdao de DNA (solucdo de sacarose a 50%, adicionados a esta, os corantes de azul de
bromofenol e xileno cianol numa concentracéo final de 0,25%) e a mistura aplicada em gel de agarose
a 0,7% (Sambrook et al., 1989). O gel foi corado com brometo de etidio e bandas de DNA foram
visualizadas através de um transluminador de UV. Os géis de agarose foram analisados pelo sistema

T

Kodak Digital Science "™ 1D Image Analysis Software, para o célculo do peso molecular dos

fragmentos encontrados.

5. Extracdo de DNA Gendmico

A extragdo de DNA gendmico das amostras de Shigella foi realizada de acordo com o método
descrito por Ausubel et al., 1987, com algumas modificacdes.

As amostras foram inoculadas em 4 mL de meio LB liquido (Oxoid), e incubadas a 37°C
(Fanen, Sdao Paulo — SP, Brasil) por 24 horas. Um mL de cada suspensdo bacteriana foi centrifugado
em microcentrifuga (Incibrds — Instrumentag@o Cientifica Brasileira, Sdo Paulo — SP, Brasil) (12.000
rpm, 3 min). Os sobrenadantes foram descartados e os sedimentos contendo as células bacterianas
ressuspendidos em 500 pL de Tampao TE — 1 mM Tris-HCI pH 8,0 (Invitrogen-Life Technologies,
EUA), 0,5 mM EDTA pH 8,0 (USB-Amersham Life Science, EUA).

As suspensdes foram centrifugadas (12.000 rpm, 2 min), repetindo-se a operacdo por mais uma
vez. Em seguida os sobrenadantes foram descartados e aos sedimentos foram adicionados 400 uL de
tampao T.E. 1X, 49 uL de lisozima (10 mg/mL) (Invitrogen-Life Technologies, EUA) e 1 uL de
RNAse (10 mg/mL) (Invitrogen-Life Technologies, EUA). A mistura foi homogeneizada e colocada
em banho termostatizado a 37°C (Nova Técnica, Piracicaba — SP, Brasil) por 10 minutos. A esta
suspensao foram adicionados 100 pL de solucdo 5SM de NaCl (J.T.Baker, México) e 100 puL de
CTAB/NaCl (Invitrogen-Life Technologies, EUA J.T.Baker, México), sendo a mesma homogeneizada
até a formacdo de um liquido com aspecto leitoso. A mistura foi colocada em banho termostatizado a
65°C por 10 minutos e, em seguida foram adicionados 750 puL. de uma solucao de cloroférmio: dlcool
isoamilico (24:1) USB/Quimex, Brasil/Mallinckrodt, EUA). A mistura foi agitada por pelo menos 10
segundos e centrifugada a temperatura ambiente (12.000 rpm por 5 min), obtendo-se ao final a
formacao de trés fases com o DNA localizado na fase aquosa. O sobrenadante aquoso foi transferido
para um tubo de polipropileno para microcentrifuga com capacidade para 1.500 pL esterilizado e a
esse, foram adicionados 0,6 volumes de Isopropanol (Quimex, Brasil). Em seguida, a mistura foi
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mantida a —20°C por 30 min, sendo centrifugada a temperatura ambiente e o sobrenadante descartado.
O sedimento foi lavado trés vezes com 1 mL de Etanol (Quimex, Brasil) 70% e seco a temperatura
ambiente. Completado o processo de secagem, o DNA, foi ressuspendido em 100 pl. de 4gua
deionizada esterilizada.

Ap6s o término da técnica de extracdo de DNA, as amostras foram submetidas a eletroforese
horizontal em gel de agarose (0,8%) (Invitrogen-Life Technologies) conduzida a 80 Volts, para
avaliacdo da qualidade do DNA.

A concentracio e pureza do DNA extraido foram determinadas por leitura em
espectrofotometria (A 260 nm e A 280 nm), utilizando-se o seguinte calculo:

Concentracdao de DNA (ug/ul) = A 260 nm X 50 X fator de dilui¢do

Pureza do DNA = A 280 / A 260 nm; foram utilizados aqueles que apresentaram valores entre

1,50 a 1,80.

6. Amplificagdo do DNA pela Reagdo da Polimerase em cadeia (PCR)

As reagdes de ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus — Versalovic et al.,
1991); REP-PCR (Repetitive Extragenic Palindromic - Versalovic et al., 1991), DRE-PCR (Double-
Repetitive-Element — Riley et al., 1995), foram realizadas em triplicata utilizando-se um termociclador
Gene Amp System PCR 9700 — Perkin Elmer Cetus.

Os iniciadores utilizados podem ser visualizados na tabela 2, a seguir:

Tabela 2: Iniciadores utilizados nas reagdes de PCR

Temperatura
de
Iniciadores Seqiiéncia (5 - 3’) Anelamento Referéncia

°C
ERIC 1R ATG TAA GCT CCT GGG GATTCA C 52 Versalovic et al., 1991
ERIC 2 AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G 52 Versalovic ef al., 1991
REP 1R1 MI'ICG ICG ICA TCI GGC 40 Versalovic et al., 1991
REP 2 ICG ICI TAT CIG GCC TAC 40 Versalovic et al., 1991
DRE — Risl GGC TGA GGT CTC AGATCAG 56 Riley et al., 1995
DRE — Ris2  ACC CCA TCC TTT CCA AGA AC 56 Riley et al., 1995
DRE — Pntbl  CCG TTG CCG TAC AGC TG 56 Riley et al., 1995
DRE- Pntb2 CCT AGC CGA ACCCTTTC 56 Riley et al., 1995

A = adenina, T = timina, C = citosina, G = guanina, | = inosina
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7. Reacdo de PCR

A reacdo de PCR foi realizada em volume final de 100 pL. contendo 50 pmol de cada iniciador
(Invitrogen-Life Technologies), 100 ng do DNA gendmico, 1,25 mM de cada dNTP (Eppendorf), 2,5
unidades de klenTaql™ DNA Polimerase (AB Peptides, Inc. EUA), 4 mM de MgCl, (Gibco BRL), em
tampao de reacdo apropriado provido com a enzima. Para se atingir o volume final de 100 pL por tubo,
completou-se com dgua deionizada esterilizada (Gibco BRL).

Para a amplificacdo, a mistura de DNA gendmico, iniciadores, dNTp, MgCl, e tampao foi,
inicialmente, desnaturada por aquecimento a 94°C por 7 minutos, 2,5 unidades da enzima foram
adicionadas e a amplificacdo foi entdo realizada por 30 ciclos constituidos pelos seguintes passos: 1)
desnaturacdo a 94°C, por 30 segundos, 2) anelamento a 40°C para REP, a 52°C para ERIC e a 56°C
para DRE-PCR por 1 minuto e 3) extensao a 65°C por 8 minutos. O dltimo passo da reagcdo consistia de
uma extensao final de 65°C por 10 minutos.

Ap6s o término dos ciclos das reagdes de amplificagdo, os produtos finais foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose (Invitrogen-Life Technologies) na concentragdo de 1,5% em cubas
horizontais (Horizon 11.14, Gibco BRL — Life Technologies) a 80 volts, utilizando-se um tampao TEB
(Tris-HC1 / Acido Bérico / EDTA- Invitrogen-Life Technologies, EUA / J.T. Baker, México / USB-
Amersham Life Science, EUA). Aproximadamente 10 pl da reacdo de PCR foram aplicados na
canaleta juntamente com 5 pl do tampao de ressuspensdo 5X (50% de Sacarose (Gibco BRL, EUA),
0,25% de Xileno Cianol (Gibco BRL, EUA), 0,25% de Azul de Bromofenol (Gibco BRL, EUA)).

Ap6s a eletroforese, o DNA presente no gel foi corado com Brometo de Etidio 0,5 pg/mL
(Gibco BRL), visualizado sob luz ultravioleta através de um transluminador de mesa (UPV) e
fotografado pelo sistema sofware Kodac 1D Science.

Os resultados foram submetidos a andlise de similaridade genética foi realizada utilizando — se o
software POPGENE (versdo 1,31 — Yeh et al., 1999) e o software NTSYSpc versao 2.10m (Applied
Biostatistics Inc.) na qual foram gerados dendrogramas de similaridade genética. Para a andlise de
similaridade foram utilizados o coeficiente de distancia genética BAND e o algoritmo de UPGMA

(Unweighted Pair Group Method Arithmetic Averages), (Rohlf, 2000).
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RESULTADOS

Resisténcia a Antimicrobianos

Analisando-se os resultados dos testes de sensibilidade a antimicrobianos (tabelas 1 e 2)
verificou-se que as amostras de Shigella flexneri apresentaram 83,33% de resisténcia a Ampicilina
(AP), 3,33% das amostras ofereceram resisténcia a Cefalotina (CF), 70% resisténcia ao Cloranfenicol
(CO), 86,67% das amostras mostraram-se resistentes a Estreptomicina (ET), 10% ao Sulfazotrim
(SFT), 76, 67% ao Sulfametoxazol (SUT) e 86,67% das amostras testadas foram resistentes a

Tetraciclina (TT). Como podemos verificar no grafico abaixo.

Perfil de Resisténcia a Antimicrobianos das amostras Shigella flexneri

100,0 -
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Figura 2: Perfil de resisténcia a antimicrobianos das amostras de Shigella flexneri
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As amostras de Shigella sonnei mostraram um perfil de resisténcia distinto, sendo que para o
antimicrobiano Ampicilina (AP) somente 6,6% das amostras ofereceram resisténcia, 26,67%
mostraram-se resistentes frente a Estreptomicina (ET), 96,67% foram resistentes a Tetraciclina (TT) e
100% das amostras estudadas ofereceram resisténcia ao Sulfametoxazol (SUT). Portanto, para os
antimicrobianos Cloranfenicol, Cefalotina e Sulfazotrim, nenhuma amostra de S. sonnei mostrou-se

resistente.

Perfil de Resisténcia a Antimicrobianos das amostras de Shigella sonnei
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10,01 6,7 % (2/30)

0,0
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Figura 3: Perfil de resisténcia a antimicrobianos das amostras de Shigella sonnei
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Perfil de Resisténcia a Antimicrobianos das Amostras de Shigella flexneri e Shigella sonnei
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Figura 4: Perfil de resisténcia a antimicrobianos das amostras de Shigella flexneri e Shigella sonnei

Os resultados mostram que 90% das amostras de S. flexneri (27 amostras) isoladas nos
municipios de Sdo Jodo da Boa Vista, Jundiai, Itapira, Mogi Guagu e Campinas evidenciaram um perfil
multi-resistente, isto é, foram resistentes a no minimo trés classes de antimicrobianos distintos. Da
mesma forma, 30% (9) das amostras de S. sonnei isoladas dos municipios anteriormente citados, tém
um perfil multi-resistente.

Assim, através da andlise dos resultados verificou-se que 60% das amostras (60) cedidas pelo
Instituto Adolfo Lutz — Campinas - SP, foram multi-resistentes e que houve uma evidéncia significativa

de multi-resisténcia para as amostras de Shigella flexneri.
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Teste de Adesao

Neste teste, 9 (30%) amostras de Shigella sonnei apresentaram adesao em células HEp-2 e 17
(56,6%) amostras apresentaram adesdo as células HeLa, sendo que também foram observados
provaveis processos de invasdo, e vacuolizagdo. (Figura 5)

Para as amostras de Shigella flexneri, 17 (56,6%) mostraram adesao para células HEp-2 e 18 amostras
(60%) apresentaram adesdo as células HelLa, os mesmos possiveis processos de invasdo e vacuolizagdo
foram observados.

Os resultados estdo contidos nas tabelas que seguem.

Tabela 3. Teste de adesd@o em células HEp-2 e HeLLa de amostras

de Shigella sonnei.
|

Amostras HEp-2 Hela
Sem manose Com manose Sem Manose Com Manose
Ssl - - - -
Ss2 - - + +
Ss3 - - - -
Ss4 - - + +
Ss5 - - - - (V)
Ss6 - - + (V) -(v)
Ss7 - - + -
Ss8 - - + -
Ss9 - - + -
Ss10 + - - -
Ss11 +(1) + + + (1)
Ss12 - - - -
Ss13 - - + (i) + (1)
Ss14 + - +(i) + (1)
Ss15 - - + (1) + (1)
Ss16A -(v) -(v) + (1) + (1)
Ss16B -(v) -(v) + (1) -
Ss16C -(v) -(v) + +
Ss16D -(v) -(v) -(v) -(v)
Ss16E + (1) -(v) + (1) + (1) (v)
Ss16F + + (i) + -
Ss16G +(V) + (V) - -
Ss16H + (V) +(v) - -
Ss16l +(v) + + -
Ss17 + (V) + (V) - -
Ss18 - (V) -(v) + -
Ss19A - - - -
Ss19B - - - -
Ss19C - - - -
Ss20 -(v) -(v) - -

Legenda: Adesdao — (+); adesdo negativa — (-); vacuolizagdo — (v) invasdo — (i).
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Tabela 4. Teste de adesdao em células HEp-2 e HeLLa de amostras de
Shigella flexneri

—
Amostras HEp-2 HeLa
Sem manose Com manose Sem Manose Com Manose
Sf1A -(v) -(v) - -
Sf 1B -(v) -(v) + -
Sf2 - - + +
Sf3 -(v) -(v) - -
Sf4 + - - -
Sf5 -(v) -(v) - -
Sf6 + + + -
Sf7 + - - -
Sf 8 + (1) + (i) + -
Sf9 + (i) + (i) + -
Sf 10 -(v) -(v) + -
Sf11 - - - -
Sf12A + (i) + (i) + +
Sf12B + (1) + (i) + (i) + (1)
Sf12C + (V) -(v) + -
Sf12D + (1) (V) + (1) (v) + +
Sf13 -(v) -(v) + -
Sf 14 + (1) (v) + (1) (v) + (i) -
Sf 15 - - + (i) + (i)
Sf 16 + (i) + (i) + +
Sf17 - - + (i) + (i)
Sf18 + - - -
Sf 19 + (i) + (i) + -
Sf 20 + + - -
Sf21 - - + +
Sf22 - - + (i) + (i)
Sf23 + - - -
Sf24 - - - -
Sf25 + (1) + (i) - -
Sf 26 + + (V) - -

]
Legenda: Adesdao — (+); adesdo negativa — (-); vacuolizagdo — (v) invasdo — (i).
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Figura 5: Fotos do teste de adesdo e invasao em células HeLa e HEp-2, cultivadas in vitro das
amostras de Shigella flexneri e Shigella sonnei. A: Sf 2 (HeLa — com manose); B: Sf 6 (HEp-2 -
com manose); C: Ss 16 E (HeLa — com manose); D: Ss 16 G (HEp-2 com manose); E: HB101
(K12) - controle negativo (HeLa). F: HB101 (K12) controle negativo (HEp-2). Magnificacao de
1000X. As setas indicam a provavel invasao das bactérias.
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Analise do Perfil Plasmidial

As amostras utilizadas de Shigella flexneri e Shigella sonnei apresentaram perfis plasmidiais
varidveis, sendo que algumas apresentaram plasmidios de alto peso molecular, assim como plasmidios
de baixo peso molecular (figuras 6, 7, 8, 9).

Foram observadas amostras apresentando 01 a 09 plasmidios.

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1213 14

PM
(MDa)

- s I"Tﬂ‘-"i

86 MDa mmp -

5,2 MDa )
3,48 MDa mmp

2,24 MDa mamp

1,51 MDa s

1,25 MDa s

Figura 6. Gel de agarose (0,7%). Perfil eletroforético plasmidial de Shigella flexneri. 1. = Padrio - E. coli V517
(pesos moleculares 1,25 Md, 1,51 Md, 1,69 Md, 2,24 Md, 3,03 Md, 3,48 Md, 5,12 Md e 32 Md); 2 = Padrao de peso
molecular pRA1 (86 Md); 3=Sf1A;4=Sf1B; 5=Sf2=Sf4; 6=Sf3;7=Sf5;8=Sf7=Sf6;9=Sf8; 10 =Sf10 = Sf
9; 11 =Sf11; 12 = Sf 12B = Sf 12A =Sf 12C; 13 = Sf 12D; 14 = Sf 13.
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Figura. 7. Gel de agarose (0,7%). Perfil eletroforéticomigraciao plasmidial de Shigella flexneri.1. = Padrio de peso
molecular — E. coli V517 (pesos moleculares 1,25 Md, 1,51 Md, 1,69 Md, 2,24 Md, 3,03 Md, 3,48 Md, 5,12 Md e 32
Md); 2. = Padrao de peso molecular pRA1 (86 Md); 3. = Sf 14; 4. = Sf 15; 5. = Sf 16; 6. = Sf 17; 7. = Sf 18 = Sf 25; 8. =
Sf19; 9 = Sf 20; 10. = Sf 21; 11. = Sf 23 = Sf 22; 12. = Sf 24; 14. = Sf 26.
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1,25 MDa s

Figura 8. Gel de agarose (0,7%). Perfil eletroforético de migracdo plasmidial de amostras de Shigella sonnei 2. =
Padrao - E. coli V517 (pesos moleculares 1,25 Md, 1,51 Md, 1,69 Md, 2,24 Md, 3,03 Md,3,48 Md, 5,12 Md e 32 Md); 3 = Padrao
de peso molecular pRA1 (86 Md); 4. =Ss 1; 5.=Ss 2; 6. = Ss 3; 7. = Ss 4; 8. = Ss5; 9. = Ss6; 10 = Ss7; 11. = Ss8; 12. = Ss9 = Ss10.
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Figura 9. Gel de agarose (0,7%). Perfil eletroforético da migracao plasmidial de Shigella sonnei.1. = Padrao - E. coli
V517 (pesos moleculares 1,25 Md, 1,51 Md, 1,69 Md, 2,24 Md, 3,03 Md, 3,48 Md, 5,12 Md e 32 Md); 2. = Padrao de
peso molecular pRA1 (86 Md); 3. =Ss 11 = Ss 12; 4. = Ss13; 5. =Ss 15 = Ss 14; 6. = Ss 16A = Ss 16B = Ss 16C; 7. = Ss
16D; 8. = Ss 16 E; 9. = Ss 16F = Ss 16G; 10. = Ss 16H; 11. = Ss 16I; 12. = Ss 17 = Ss 18; 13. = Ss 19A = Ss 19B =
Ss19C; 14. = Ss 20.
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Reacdo de PCR

As reacdes de ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus — Versalovic et al.,
1991) para Shigella flexneri e Shigella sonnei foram realizadas em duplicata e, caso diferentes, uma
terceira reacdo foi realizada para efeitos de comparagdo. Géis foram construidos com amostras que
apresentaram diferentes perfis (Figuras10 e 11).

Assim, as amostras de S. flexneri (Sf) idénticas foram Sf1A= Sf1B = Sf3 = Sf4; Sf2 = Sf5 = Sf6
= Sf7; Sf8 = Sf11 = Sf13 = Sf14 = Sf15 = Sf19 = Sf20 = Sf21 = S22 = Sf23 = Sf24 = Sf25 = S£26; Sf9
= Sf10 = Sf12A = Sf12B = Sf12C = Sf12D = Sf16 = Sf17 = Sf18, enquanto que as de Shigella sonnei
(Ss) idénticas foram Ss1 = Ss3 = Ss7 = Ss20; Ss6; Ss17 = Ss18 = Ss19A = Ss19B = Ss19C; Ss16A =
Ss16B = Ss16C = Ss16D = Ss16E = Ss16F = Ss16G = Ss16H = Ss16I; Ss2 = Ss4 = Ss5 = Ss8 = Ss9 =
Ss10=Ss11=Ss12 =Ss13 =Ss14 = Ss15.

Figura 10: Gel de agarose (1,5%). Perfil eletroforético da reacio de ERIC-PCR para amostras de Shigella flexneri.

1. DNA ladder 1 KB - Gibco — BRL; 2. Sf1A= Sf1B = Sf3 = Sf4; 3. Sf2 = Sf5 = Sf6 = Sf7; 4. Sf8 = Sf11 = Sf13 = Sf14 =
Sf15 = Sf19 = S£20 = Sf21 = S22 = Sf23 = Sf24 = Sf25 = S£26; 5. Sf9 = Sf10 = Sf12A = Sf12B = Sf12C = Sf12D = Sf16
= Sf17 = Sf18.
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Figura 11: Gel de agarose (1,5%). Perfil eletroforético da reacio de ERIC-PCR para as amostras de Shigella sonnei.
1. .DNA ladder 1 KB - Gibco — BRL; 2. Ss1 = Ss3 = Ss20; 3. Ss6; 4. Ss17 = Ss18 = Ss19A = Ss19B = Ss19C; 5. Ss16A =
Ss16B = Ss16C = Ss16D = Ss16E = Ss16F = Ss16G = Ss16H = Ss16I; 6. Ss2 = Ss4 = Ss5 = Ss8 = Ss9 = Ss10 = Ss11 =

Ss12 = Ss13 = Ss14 = Ss15.
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A andlise dos perfis eletroforéticos das seqiiéncias ERIC amplificadas para as diferentes
amostras permitiu a construcao de dendrogramas de similaridade genética para as mesmas (Figuras 12
e 13)

Onde, para as amostras de Shigella flexneri, o dendrograma obtido € constituido por 4 ramos
principais, formados por amostras que apresentam 100% de similaridade genética. O ramo 1A é
composto por 9 amostras que apresentam maior distancia genética em relagdo as amostras pertencentes
aos outros ramos, possuindo apenas 22% de similaridade genética com as amostras componentes dos
demais ramos. As amostras componentes dos demais ramos compartilham cerca de 35% de
similaridade genética, sendo que entre estas as componentes do ramo 2A apresentam maior divergéncia
que as amostras componentes dos ramos 3A e 3B, que compartilham cerca de 65% de similaridade
genética.

As amostras do ramo 1A foram isoladas nas cidades de Campinas (Sf10, Sf16, Sf17, Sf18,
Sf19) e Itapira (Sf12A, Sf12B, Sf12C, Sf12D) (SP). Todas as amostras pertencentes a estes ramos
apresentaram multi-resisténcia a antimicrobianos. Com exce¢do da amostra Sf10, todas as demais
apresentaram capacidade de adesdao em pelo menos um dos tipos celulares testados. Além de adesdo
positiva, as amostras Sf12A, Sf12B, Sf12C, Sf12D, Sf16 e Sf19, apresentaram capacidade de invasdo
em células HEp-2.

O ramo 2A ¢ constituido por 4 amostras que apresentaram 100% de similaridade. Duas destas
amostras sdo provenientes de Sdo Jodo da Boa Vista — SP (Sf1A e Sf1B), uma é origindria de
Campinas — SP (Sf4) e outra origindria de Jundiai (Sf3). Com exce¢do da amostra Sf4 (que apresentou
adesao manose sensivel em células HEp-2) e da Sf1B, nenhuma das amostras pertencentes a este ramo
apresentou capacidade de adesao aos tipos celulares testados.

Todas as amostras componentes do ramo 3A foram isoladas na cidade de Campinas (SP) e
caracterizam-se por apresentar multi-resisténcia a antimicrobianos. A capacidade de adesdo as células
cultivadas in vitro neste grupo € bastante varidvel. A amostra Sf2 apresentou adesdo manose resistente
as células HeLa; Sf5 ndo apresentou capacidade de adesdo aos dois tipos celulares testados (HeLa e
HEp-2), mas exibe vacuolizacdo em células HEp-2; a amostra Sf6, apresentou capacidade de adesdo
nas culturas de HEp-2 e HelLa e a amostra Sf7 apresentou capacidade de adesdo manose sensivel em
células HEp-2.

O ramo 3B ¢é formado por 13 amostras origindrias de Campinas (SP). Com excecdo das
amostras Sf25 e Sf24, todas apresentaram multi-resisténcia a antimicrobianos. Entre as amostras
componentes deste ramo, duas (Sfl11 e Sf24) ndo apresentaram capacidade de adesdo aos dois tipos

celulares testados; as amostras Sf25, Sf15, Sf19, Sf22 e Sf14 exibiram capacidade de invasao em pelo
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menos um dos tipos celulares testados e as amostras S8, Sf26, Sf20, Sf23, Sf13 e Sf21 apresentaram
adesao positiva.

A figura 13 mostra o dendrograma obtido através da andlise das seqiiéncias ERIC amplificadas
nas amostras de S. sonnei. O dendrograma desta populagdo € composto por 5 ramos (denominados 1, 2,
3,4A e 4B).

Cinco amostras foram agrupadas no ramo 1, que se caracteriza por apresentar 22% de
similaridade genética com as amostras componentes dos demais ramos. Duas amostras (Ss17 e Ss18)
componentes deste ramo foram isoladas em Campinas (SP) e trés (Ss19A, Ss19B e Ss19C) da cidade
de Vinhedo (SP). Todas estas amostras apresentaram resisténcia para dois antimicrobianos e duas
amostras apresentaram capacidade de adesdo: a Ss17 exibiu adesdo manose resistente as células HEp-2
e a amostra Ss18 mostrou adesd@o manose sensivel a células HeL a.

O ramo 2 é composto por 4 amostras onde 2 foram isoladas em Campinas (Ss7 e Ss20) (SP),
uma (Ss1) de Mogi Guagu (SP) e uma (Ss3) de Limeira. Com excecdo da amostra Ss7, que apresentou
adesdo manose sensivel as células HeLa, todas as demais nao exibiram capacidade de adesdo as células
testadas.

O ramo 3 ¢ formado por 11 amostras, sendo 9 (Ss4, Ss5, Ss8, Ss10, Ss11, Ss12, Ss13, Ss14,
Ss15) isoladas em Campinas, uma (Ss2) em Braganca Paulista e outra em Cosmopolis (Ss9). As
amostras Ss13, Ss14, Ss15 apresentaram o mesmo perfil de resisténcia (Tetraciclina e Sulfametoxazol
resistentes) e também, capacidade adesdo manose resistente e invasdo as células HelLa. A amostra Ss11
também apresentou o mesmo perfil de resisténcia a antimicrobianos e também apresentou capacidade
de adesdo manose resistente aos dois tipos celulares testados. As amostras Ss12 e Ss5, multi-
resistentes, ndo apresentaram capacidade de adesdo. As demais amostras apresentaram capacidade de
adesao a pelo menos um dos tipos celulares testados.

O ramo 4A ¢é formado pela amostra Ss6, isolada em Campinas, e que apresentou capacidade de
adesao manose resistente as células HEp-2 e manose sensivel as células HeLA.

O ramo 4B é composto por 9 amostras (Ss16A, Ss16B, Ss16C, Ss16D, Ss16E, Ss16F, Ss16G,
Ss16H, Ss16]) isoladas em Campinas mostram-se resistentes a Tetraciclina e a Sulfametoxazol. Com
excecdo da amostra Ss16D, todas as outras amostras apresentaram capacidade de adesdo a pelo menos
um dos tipos celulares testados. As amostras Ss16A, Ss16B e Ss16E também apresentaram capacidade

de invasao as células HeLA e Ss16F exibiu invasdo as células HEp-2.
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Figura 12 — Dendrograma de Similaridade para as amostras de Shigella flexneri para a metodologia ERIC-PCR
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Figura 13 — Dendrograma de similaridade para as amostras de Shigella sonnei para a metodologia ERIC-PCR
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As reacdes de REP-PCR (Repetitive Extragenic Palindromic — Versalovic et al., 1991) para
Shigella sonnei e Shigella flexneri foram realizadas em duplicata e, caso diferentes, uma terceira reacao
foi realizada para efeitos de comparacdo. Géis foram realizados com amostras que apresentaram
diferentes perfis de (Figuras 14 e 15).

Assim as amostras de Shigella flexneri (Sf) idénticas foram Sf1A = Sf1B = Sf5 = Sf9; Sf2 = S{3
= Sf4 = Sf6 = Sf7 = Sf8 = Sf12A = Sf12B = Sf12C = Sf12D = Sf13 = Sf14 = Sf15 = Sf19 = Sf26; Sf11
= Sf20 = Sf24; Sf10 = Sf16 = Sf17 = Sf18 = Sf 21 = Sf 22 = Sf 23 = Sf25, enquanto que as de Shigella
sonnei (Ss) idénticas foram Ss1 = Ss2 = Ss3 = Ss4, Ss5 = Ss6 = Ss7 = Ss8 = Ss9 = Ss10 = Ss11 = Ss12
= Ss16A = Ss16B = Ss16C = Ss16D = Ss16E = Ss16F = Ss16G = Ss16H = Ss161 =Ss17 = Ss18 =
Ss20; Ss13 = Ss14 = Ss15 = Ss19A = Ss19B = Ss19C.
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Figura 14. Gel de agarose (1,5%). Perfil eletroforético da reacio de REP-PCR para amostras de Shigella flexneri.

1. DNA ladder 1 KB - Gibco — BRL; 2. Sf1A= Sf1B = Sf5 = Sf9; 3. Sf2 = Sf3 = Sf4 = Sf6 = Sf7 = Sf8 = Sf12A = Sf12B
= Sf12C = Sf12D = Sf13 = Sf14 = Sf15 = Sf19 = Sf26; 4. Sf11 = Sf20 = Sf24; 5. Sf10 = Sf16 = Sf17 = Sf18 = Sf 21 = Sf
22 = Sf 23 = Sf25.
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Figura 15. Gel de agarose (1,5%). Perfil eletroforético da reacio de REP-PCR para as amostras de Shigella sonnei.
1. DNA ladder 1 KB - Gibco — BRL.; 2. Ss1 = Ss2 = Ss3 = Ss4; 3 Ss5 = Ss6 = Ss7 = Ss8 = Ss9 = Ss10 = Ss11 = Ss12 =
Ss16A = Ss16B = Ss16C = Ss16D = Ss16E = Ss16F = Ss16G = Ss16H = Ss16I = Ss17 = Ss18 = Ss20; 4. Ss13 = Ss14 =
Ss15 = Ss19A = Ss19B = Ss19C

39



A anédlise dos perfis eletroforéticos resultantes da amplificacio das seqiiéncias REP permitiu a
constru¢do de dendrogramas de similaridade genética entre as amostras. Os dendrogramas obtidos
estdo demonstrados nas figuras seguintes (Figura 16 e 17).

A figura 16 representa o dendrograma obtido a partir da amplificagdo da seqiiénicias REP das
amostras de S. flexneri. O dendrograma apresenta 4 ramos denominados 1A, 1B, 2A e 2B.

O ramo 1A é composto por trés amostras isoladas de Campinas (SP). A amostra Sf20
apresentou capacidade de adesdo manose resistente em células HEp-2, as amostras Sfl11 e Sf24 ndo
apresentaram capacidade de adesdo. Todas apresentam resisténcia a pelo menos 2 antimicrobianos
testados.

O ramo 1B € composto por 8 amostras multi-resistentes a antimicrobianos. Com excecdo da
amostra Sf25, isolada em Mogi Guagu (SP), todas as demais amostras agrupadas no ramo 1B sdo
originarias de Campinas (SP). Todas as amostras desse grupo apresentam capacidade de adesdo a pelo
menos um dos tipos celulares e, as amostras Sf16, Sf17, Sf22 e Sf23 mostraram capacidade de invadir
as células testadas.

Quinze amostras foram agrupadas no ramo 2A. Quatorze amostras apresentam capacidade de
adesdo a pelo menos um dos tipos celulares testados e as amostras Sf12A, Sf12B, Sf12C, Sf12D,
isoladas na cidade de Itapira (SP), apresentaram capacidade de invasdo. A amostra Sf3, isolada em Sao
Jodo da Boa Vista (SP), ndo apresentou capacidade de adesdo. As demais amostras s@o origindrias de
Campinas (SP).

O ramo 2B é formado por 4 amostras (Sf1A, Sf1B, Sf5 e Sf9) multi-resistentes aos
antimicrobianos testados. Apenas a amostra Sf9 apresentou capacidade de adesdo. As amostras Sf1A e
Sf1B sdo provenientes de Sao Jodo da Boa Vista (SP) e as amostras Sf5 e Sf9 sdo originarias de
Campinas (SP).

O dendrograma obtido a partir da amplificacdo das seqiiéncias REP das amostras de Shigella
sonnei estd representado na figura 17. O dendrograma apresenta 3 ramos: 1, 2A e 2B, sendo que as
amostras do ramo 1, compartilham 50% de similaridade genética com as amostras dos demais ramos.
As amostras dos ramos 2A e 2B apresentam 90% de similaridade genética entre si.

O ramo 1 é composto por 6 amostras que apresentaram resisténcia a 2 antimicrobianos testados.
As amostras Ss13C, Ss14, Ss15, isoladas em Campinas (SP), apresentaram capacidade de invasdo a
células HelLa. As amostras Ss19A, Ss19B, Ss19C, isoladas em Vinhedo (SP), ndo apresentaram
capacidade de adesao.

O ramo 2 € formado por 19 amostras. Com exce¢dao da amostra Ss9, isolada em Cosmépolis
(SP), todas as amostras sdo origindrias de Campinas (SP). As amostras Ss5, Ss20, Ss12 e Ss19, ndo

apresentaram capacidade de adesdo a células HEp-2 e HeLa. Por outro lado, as amostras Ss16E,
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Ss16A, Ss11, Ss16B e Ss16D apresentaram capacidade de adesdo. As demais amostras agrupadas no
ramo 2A apresentam capacidade de adesdo a pelo menos um dos tipos celulares testados.

Quatro amostras foram agrupadas no ramo 2B. Cada amostra foi isolada em uma cidade
especifica. Ss1 origindria de Mogi Guagu (SP), ndo apresentou capacidade de adesdo; Ss2 proveniente
de Braganca Paulista (SP), apresentou capacidade de adesdao manose resistente as células HelLa ; Ss3,
isolada em Limeira (SP) ndo demonstrou capacidade de adesdo e Ss4, isolada em Campinas (SP),
apresentou capacidade de adesdo a células HeLLa. Todas as amostras do ramo 2B sdo multi-resistentes

aos antimicrobianos testados.
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Figura 16 — Dendrograma de similaridade para as amostras de Shigella flexneri para a metodologia REP-PCR .

42



2B
Sl

82
B3
Sz4
S5
Ss20
Ss161
=160
Lz 16E
L1600
Selhd
S:17
2A ge1l
S=10
S0
]
227
Sz
Ss16H
gs12
S:=16E
S:216D
L= 16F
Ss18
Ss13
1 So14
BEN]
L2194
:=19E
S2190C

059 059 0re 0o 100
Coefficient

Figura 17: Dendrograma de similaridade para as amostras de Shigella sonnei para a metodologia REP-PCR.
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As reacoes de DRE-PCR (Double-Repetitive-Element PCR Method for subtyping
Mycobacterium tuberculosis Clinical Isolates — Riley et al, 1995.) para Shigella sonnei e Shigella
flexneri, mostraram amostras com perfis similares, sendo estas eliminadas e executando-se um gel
definitivo (Fig. 18 e Fig. 19) com as amostras com perfis diferentes, onde, tomou-se as primeiras
amostras para servirem como representantes dos grupos similares:

Assim, para Shigella flexneri (Sf) as amostras idénticas entre si foram Sf1A= Sf1B = Sf2 = Sf4
= Sf5 = Sf6 = Sf7 = Sf8 = Sf9 = Sf10 = Sf11 = Sf12A = Sf12B = Sf12C = Sf12D = Sf13 = Sf14 = Sf15
= Sf16 = Sf17 = Sf18 = Sf19 = Sf20 = Sf21 = S22 = Sf23 = Sf24 = Sf25 = Sf26; Sf3, enquanto que
para Shigella sonnei (Ss) foram Ss1 = Ss2 = Ss3 = Ss4 = Ss5 = Ss6 = Ss7= Ss8= Ss9= Ss10= Ssl1=
Ss12 = Ss14 = Ss15 = Ss16A = Ss16B = Ss16C = Ss16D = Ss16E = Ss16F= Ss16G= Ss16H = Ss16I =
Ss17 = Ss18 = Ss19A = Ss19B = Ss19C = Ss20; Ss13.

Figura 18. Gel de agarose (1,5%). Perfil eletroforético da reacio de DRE-PCR para amostras de Shigella flexneri.

1. DNA ladder 1 KB - Gibco — BRL; 2. Sf1A= Sf1B = Sf2 = Sf4 = Sf5 = Sf6 = Sf7 = Sf8 = Sf9. = Sf10 = Sf11 = Sf12A =
Sf12B = Sf12C = Sf12D = Sf13 = Sf14 = Sf15 = Sf16 = Sf17 = Sf18 = Sf19 = S£20 = Sf 21 = Sf 22 = Sf 23 = Sf24 = Sf25
= Sf26; 3. Sf3.
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Figura 19. Gel de agarose (1,5%). Perfil eletroforético da reacdo de DRE-PCR para amostras de
Shigella sonnei.1. DNA ladder 1 KB - Gibco — BRL; 2. Ss1 = Ss2 = Ss3 = Ss4 = Ss5 = Ss6 = Ss7 = Ss8 =
Ss9 = Ss10 = Ss11 = Ss12 = Ss14 = Ss15 = Ss16A = Ss16B = Ss16C = Ss16D = Ss16E = Ss16F = Ss16G =
Ss16H = Ss16I = Ss17 = Ss18 = Ss19A = Ss19B = Ss19C = Ss20; 3. Ss13



A andlise dos diferentes perfis obtidos para estas reacdes de PCR levou a construcio
de dendrogramas de similaridade genética entre as amostras S. flexneri e S. sonnei (Figuras
20 e 21). Em ambas as popula¢des analisadas foram observados 2 grupos de amostras: um
com uma amostra e outro com 29 amostras. As amostras de S. flexneri compartilharam 93%
de similaridade genética em relacdo a seqiiéncia DRE. As amostras de S. sonnei exibem

92% de similaridade genética em relagdo as mesmas seqiiéncias.
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Figura 20 — Dendrograma de similaridade para as amostras de Shigella flexneri para a metodologia
DRE-PCR.
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Figura 21 — Dendrograma de similaridade para as amostras de Shigella sonnei para a metodologia
DRE-PCR.
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Como as anélises isoladas pelas diferentes técnicas poderiam apresentar uma
possivel incoeréncia quanto a similaridade genética, todas as amostras foram analisadas por

todas as técnicas em conjunto (Figura 22).
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Figura 22. Gel de agarose (1,5%). Perfil eletroforético das reacées de REP,DRE e ERIC-
PCR respectivamente para amostras de Shigella flexneri para execucao do dendrograma
consenso. 1, 6 e 9. DNA ladder 1 KB - Gibco — BRL; 2, Sf1A; 3, Sf12A; 4, Sf10; 5, S£20; 7,
Sf1A; 8, Sf3; 10, Sf1A; 11, Sf2; 12, Sf8; 13, Sf12A.
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Os resultados obtidos pela andlise das reagdes em conjunto (REP, DRE e ERIC-
PCR) levaram a constru¢do de uma dendrograma consenso tanto para S. flexneri
quanto para e S. sonnei (Figuras 23 e 25).

O dendrograma consenso das amostras de S. flexneri (figura 23) é formado por
trés grupos principais: A, B e C.

O grupo C € formado por amostras que compartilham 81% de similaridade
genética e € composto por 2 ramos 1A e 1B. Todas as amostras pertencentes a este
grupo sdo origindrias de Campinas (SP) e demonstraram multi-resisténcia aos
antimicrobianos empregados no teste de sensibilidade a antimicrobianos.

Amostras pertencentes ao grupo B apresentaram cerca de 76% de similaridade
genética e estdo agrupadas em 3 ramos: 2A, 2B e 2C sdo formados por amostras
isoladas em Campinas (SP), o ramo 2B, por outro lado, é composto por amostras
origindrias de Itapira (SP). Todas as amostras pertencentes a este grupo demonstraram
se multi-resistentes.

O grupo A € formado por amostras que compartilham 81% de similaridade
genética e € composto pelos ramos 3A, 3B, 3C, 4A e 4B e sao formados por amostras
isoladas da cidade de Campinas (SP). Amostras de Sao Jodo da Boa Vista agruparam-
se no ramo 4B. O ramo 3A, por outro lado, € composto por uma amostra isolada em
Jundiai (Sf3) e outra em Campinas (Sf4).

O dendrograma consenso obtido através da analise das seqiiéncias ERIC, DRE
e REP de Shigella sonnei esta representado na figura 25 e € formado por trés grupos
principais:A, Be C

O grupo C € formado por amostras que compartilham cerca de 90% de
similaridade que estdo agrupadas em 2 ramos (IA e IB). Todas as amostras agrupadas
(Ss19A, Ss19B, Ss19C) no ramo IA sdo origindrias de Vinhedo (SP) e apresentam o
mesmo perfil de resisténcia a antimicrobianos. No ramo IB estdo agrupadas 2 amostras
isoladas de Campinas (Ss17 e Ss18) que também apresentam o mesmo perfil de
resisténcia a antimicrobianos.

Amostras pertencentes ao grupo B apresentam cerca de 84% de similaridade
genética e estdo sub-agrupadas em 4 ramos: IIA, IIB, IIC e 3. As amostras agrupadas

nos ramos 2A e 3 sdo origindrias de Campinas (SP), sendo que as do ramo 3
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apresentam o mesmo perfil de resisténcia a antimicrobianos. No ramo 2B estdo uma
amostra isolada em Mogi Guacu (Ss7) e outra isolada em Campinas (Ss20).

O grupo A € formado por amostras que exibem cerca de 93% de similaridade e
estdo sub-agrupadas em IVA, IVB, IVC e IVD. O ramo IVA é composto por duas
amostras (Ss14 e Ss15) isoladas em Campinas que apresentam o mesmo perfil de
resisténcia antimicrobiana. O ramo IVB é formado pela amostra Ss13, que também foi
isolada em Campinas e apresenta o mesmo perfil de resisténcia de Ss14 e Ss15. Cinco
amostras (Ss5, Ss8, Ss10, Ss11, Ss12) isoladas em Campinas e uma (Ss9) isolada em
Cosmopolis compdem o ramo IVC. O ramo IVD € formado por uma amostra origindria
de Braganca Paulista (Ss2) e outra de Campinas (Ss4). Amostras componentes dos

ramos [VC e IVD apresentam o perfil de resisténcia antimicrobiana varidvel.
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Shigella flexneri - REP/DRE/ERIC-PCR
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Figura 23: Dendrograma de similaridade consenso para as amostras de Shigella flexneri para

as metodologias REP, DRE e ERIC PCR.
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Figura 24. Gel de agarose (1,5%) Perfil eletroforético das reacdes de ERIC, DRE e
REP-PCR para amostras de Shigella sonnei para execucao do dendrograma consenso.
1, 7 e 10 DNA ladder 1 KB - Gibco — BRL; 2, Ss3; 3,Ss6; 4,Ss17; 5, Ss16A; 6, Ss2; 8,
Ss1; 9, Ss13; 11, Ss1; 12, Ss5; 13, Ss13.
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Shigella sonnei - ERIC/DRE/REP
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Figura 25: Dendrograma de similaridade consenso para as amostras de Shigella sonnei para as
metodologias ERIC, DRE e ERIC PCR.
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A distribuicdo das amostras das duas espécies ao longo do tempo de isolamento, nas
diferentes cidades, permitiu verificar a ocorréncia de linhagens idénticas de Shigella spp em
diferentes localidades e diferentes épocas. Essa ocorréncia sugere a permanéncia da
linhagem na populacdo, indicando a ndo erradicacio de Shigella. A ocorréncia de linhagens
idénticas em localidades e épocas diferentes sugere também, a transmissdo destas entre
populacdes diferentes. Assim demonstramos claramente a veiculagdo das amostras de
Shigella spp. entre as cidades circunvizinhas a Campinas e a veiculagdo das amostras no
interior da cidade de Campinas inclusive, como por exemplo para S. flexneri, a transmissao
das amostras Sf3 e Sf4 entre Jundiai e Campinas e as amostras Sf23 e Sf25, transmissao
entre Campinas e Mogi-Guagu. Para as amostras de S. sonnei, a transmissdo entre as
cidades também foi observada em duas amostras de Braganca Paulista e Campinas, a
amostra Ss9 de Cosmépolis para Campinas e outras amostras (Ss5, Ss8, Ss10, Ss11 e Ss12)

de Campinas para Campinas (SP), como podemos verificar nas figuras 26 e 27.
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Figura 26: Periodo de isolamento (em anos) das 30 amostras de Shigella flexneri isoladas de pacientes
em diferentes cidades. As amostras envolvidas em figuras geométricas pertencem ao mesmo grupo de
PCR.
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Figura 27: Periodo de isolamento (em anos) das 30 amostras de Shigella sonnei isoladas de pacientes em
diferentes cidades. As amostras envolvidas em figuras geométricas pertencem ao mesmo grupo de PCR.
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DISCUSSAO

A cidade de Campinas possui, aproximadamente, 1,2 milhdes de pessoas e,
juntamente com outras cidades de menor populagdo, formam a regido metropolitana de
Campinas, constituindo um dos pdlos industriais, tecnoldgicos, educacionais e culturais do
Estado de Sao Paulo. Embora esta regido possua um elevado indice de desenvolvimento
humano, possui ainda, bolsdes de pobreza, locais potenciais para a ocorréncia e
disseminacdo de doencas infecto-contagiosas fatais, como € o caso da Shiguelose ou
Disenteria Bacilar.

A Disenteria Bacilar acomete, em todo mundo, aproximadamente 165 milhdes de
pessoas por ano. Destes casos, 163 milhdes ocorrem em paises em desenvolvimento, dos
quais, 112 milhdes em criancas menores de cinco anos de idade. Do total de casos, um
milhao de mortes ocorre (Kotloff et al., 1999).

No Brasil, e em outros paises, varios trabalhos (Almeida et al., 1998, de Andrade et
al., 1999, Fagundes Neto & de Andrade, 1999, Fernandes & Trabulsi, 1968, Gomes et al.,
1991, Medeiros et al., 2001; Piechaud et al., 1974; Zuliani & Trabulsi, 1968), através da
andlise epidemioldgica da Disenteria Bacilar, demonstraram que este tipo de infecgdo é
importante causa de morbi-mortalidade.

Assim, amostras de Shigella spp isoladas na regido metropolitana de Campinas
entre 1987 e 2002, e pertencentes a cole¢dao do Instituto Adolfo Lutz — Campinas, foram
estudadas em relacdo as suas caracteristicas clonais e epidemioldgicas, com o objetivo de se
verificar a possivel transmissdo das mesmas nesta regido metropolitana.

A andlise inicial das 60 amostras estudadas confirma os trabalhos de Fagundes Neto
& Andrade (1999) e Medeiros et al. (2001) que indicam que criancas poderiam ser mais
susceptiveis a infeccdo por Shigella spp.. As amostras, aqui estudadas, foram isoladas em
55% dos casos, de criangas menores de 5 anos de idade, e 58% (dados acumulativos) dos
casos em criangas com até 10 anos de idade.

Esta porcentagem, de criangas infectadas por Shigella spp, é caracteristica de um
quadro endémico (Kotloff et al., 1999) que poderia ocorrer, provavelmente, por fatores

como: a curta duragdo no periodo de amamentacdo, o baixo peso da crianga ao nascer, o

58



nivel sécio-econdmico do pais, a drea geogréfica onde reside e, ainda o acesso as condi¢coes
bésicas de saneamento (Rouquayrol & Almeida Filho, 2003).

No presente trabalho, estudamos as amostras de Shigella flexneri e Shigella sonnei
através da determinacdo dos perfis genomicos de cada amostra, pela técnica da reacdo da
polimerase em cadeia (PCR), amplificando regides entre seqiiéncias de DNA ndo
codificantes. Além desta metodologia, outras caracteristicas, tais como a andlise do perfil
de resisténcia antimicrobiana, o padrao plasmidial e capacidade de adesdo de linhagens
celulares cultivadas in vitro, foram estudadas comparando-se as mesmas com a ocorréncia
dos casos ao longo das estag¢des climéticas, nas cidades e anos.

Os dados iniciais da ocorréncia dos casos indicam uma distribuicdo sazonal da
bactéria, caracteristica extremamente comum em areas endémicas (Sears, 1996). Durante os
meses mais quentes e imidos do ano, (janeiro, fevereiro, margo, abril, outubro, novembro e
dezembro) ocorreram mais casos (70%) do que nos meses mais frios (30%). Este fato
sugere uma correlagdo entre as condicdes ambientais e a disseminagdo do patdgeno.

Os resultados dos testes de resisténcia a antimicrobianos, demonstraram que 83,33%
das amostras de S. flexneri eram resistentes a Ampicilina (AP) 3,33% eram resistentes a
Cefalotina (CF), 70% eram resistentes ao Cloranfenicol (CO), 86,67% a Estreptomicina
(ET), 10% ao Sulfazotrim (SFT), 76, 67% ao Sulfametoxazol (SUT) e 86,67% a
Tetraciclina (TT). Estes valores diferenciam daqueles publicados por Lima et al. (1995),
que demonstraram que 50% das amostras de S. flexneri eram resistentes a Ampicilina e
50% ao Sulfazotrim e por Oplustil et al. (2001) que demonstraram que 80% das amostras
de Shigella spp. apresentavam resisténcia ao Sulfazotrim, 33% a AP e 10,9% ao CO.

No nosso trabalho, a maioria das amostras de S. flexneri apresentou-se multi-
resistente, sendo que para 16,7% das mesmas apresentavam resisténcia a trés tipos de
antimicrobianos, 20% mostraram-se resistentes a 4 antimicrobianos, 50% resistentes a 5
antimicrobianos e 3,3% resistentes a seis antimicrobianos diferentes.

O perfil de resisténcia mostra que a maioria das amostras isoladas em algumas
cidades, ou isoladas em Campinas, ¢ extremamente similar, mas notamos também, que
existem padrdes para resisténcia bem variados como observado para as amostras Sf3, Sf7,

St10, Sf15, Sf18, S120, Sf24, Sf25 e Sf26. (Tabela 1)
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Os antimicrobianos mais prevalentes no perfil de resisténcia foram a AP (83,3%),
CO (70%), ET (86,7%), Sulfametoxazol (76,7%) e a TT (86,7%) e os menos prevalentes, a
Cefalotina (3,3%) e o Sulfazotrim (10%).

As amostras de Shigella sonnei mostraram um perfil de resisténcia diferenciado,
sendo que para o antimicrobiano Ampicilina (AP) somente 6,6% das amostras eram
resistentes, 26,67% mostraram-se resistentes frente a Estreptomicina (ET), 96,67% foram
resistentes a Tetraciclina (TT) e 100% das amostras estudadas ofereceram resisténcia ao
Sulfametoxazol (SUT). Nenhuma das amostras estudadas foi resistente aos antimicrobianos
Cloranfenicol, Cefalotina e Sulfazotrim.

Na década de 60, pesquisadores ja haviam demonstrado a existéncia de amostras
multi-resistentes de Shigella spp. (Shears, 1996), sendo que, a partir desta época, uma
porcentagem cada vez maior de microrganismos multi-resistentes foi isolada. Em nosso
caso, 90% das amostras de S. flexneri (27 amostras) isoladas nos municipios de Sao Jodo da
Boa Vista, Jundiai, Itapira, Mogi Guacu e Campinas foram resistentes a, no minimo trés
classes de antimicrobianos distintos, enquanto que apenas 30% (9) das amostras de S.
sonnei apresentaram um perfil de multi-resisténcia.

O padrdo de resisténcia observado em Shigella spp. pode indicar a presenca de
elementos genéticos extra-cromossomicos (plasmidios) capazes de transmissdo vertical e
horizontal entre linhagens (Shears, 1996), com esta troca de material genético ocorrendo
tanto no organismo do hospedeiro, quanto no ambiente. Esta transferéncia genética pode
levar ao aparecimento de linhagens resistentes de dificil tratamento pelos métodos
terapéuticos convencionais (Martinez & Baquero, 2002).

Além dos plasmidios, outros elementos méveis como, por exemplo, elementos de
transposi¢do (transposons) poderiam ser responsdveis por estes fendtipos resistentes nas
amostras estudadas e que por mecanismos de recombinacdo e transferéncia genética serem
disseminados na populagdo bacteriana (Nornark & Normark, 2002). Transposons, integrons
e bacteri6fagos poderiam ser capazes de carrear genes de resisténcia e viruléncia entre
populacdes bacterianas, os quais se adicionariam aos processos de recombinacdo e
mutacdes aleatérias no genoma, também responsdveis pelo aparecimento de mutantes

resistentes (Martinez & Baquero, 2002).
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A caracterizacdo das amostras, quanto a capacidade de adesdo e invasdo de
células eucaridtas in vitro (HEp-2 e HelLa) (Maurelli ef al., 1985), demonstrou existir
tanto uma variabilidade nos processos e intensidade de ades@o, quanto na capacidade de
invasdo (Tabelas 3 e 4). Esta variabilidade poderia ser devido a presenca, ou auséncia,
de plasmidios nestas amostras.

Embora a presenca de plasmidios possa ser considerada quando da caracteriza¢io
molecular de linhagens, como realizado por Lima et al. (1997), e a extragdao de DNA
plasmidial em nosso trabalho tenha demonstrado que a maioria das amostras possuia
plasmidios de altos e baixos pesos moleculares, decidimos ndo considerar este tipo de
caracterizacdo, exatamente pela possibilidade da perda ou aquisicdo dos mesmos, pelos
diferentes mecanismos de transferéncia genética, os quais poderiam estar presentes nas

amostras estudadas.

Embora a utilizacdo das técnicas de andlise por PCR tenha demonstrado que as
amostras bacterianas poderiam ser, em alguns casos diferenciadas, esta diferenciagdo
ndo se mostrou satisfatéria, por isso a op¢do de se fazer a andlise levando-se em
consideracgdo todas as diferencas obtidas nas trés técnicas. Através desta metodologia, as
amostras foram classificadas em trés grupos (A, B, C), podendo-se verificar que as
amostras Sf1A e Sf1B (grupo A) isoladas em 11/02/87 em Sdo Jodo da Boa Vista, sdo
idénticas e demonstram um grau de similaridade de 94% com a amostra Sf3, isolada em

Jundiai 3 anos mais tarde (em 23/04/90).

Ainda no grupo A, as amostras Sf2, Sf6 e Sf7 sdo idénticas, isoladas na mesma
regido de Campinas em datas diferentes (Sf2 no dia 03/10/89, Sf6 no dia 11/02/98 e Sf7
no dia 16/09/98), demonstrando um grau de similaridade de aproximadamente 97% com
as amostras Sf8 (isolada em Campinas no dia 21/01/99), Sf13 (isolada em Campinas no
dia 14/02/2000), Sf14 (isolada em Campinas no dia 02/05/2000), Sf15 (isolada em
Campinas no dia 15/05/2000) e Sf26 (isolada em Campinas no dia 27/12/2001), que por

sua vez, mostram-se idénticas.

As amostras Sf3 (isolada em Jundiai no dia 23/04/90) e Sf4 (isolada em Campinas
no dia 24/11/97) mostram-se idénticas e com um coeficiente de similaridade de

aproximadamente 91% com as amostras dos grupos que contém as amostras Sf2 e Sf8.
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O grupo B, apresentou 9 amostras (Sf9, Sf10, Sf12A, Sf12B, Sf12C, Sf12D, Sf16,
Sf17, Sf18). As amostras Sf12, isoladas em Itapira (A, B, C, D) s@o idénticas com um
coeficiente de similaridade de aproximadamente 89% com a mostra Sf9 (isolada em
Campinas no dia 17/02/99). As amostras Sf10, Sf16, Sf17 e Sf18 sdo idénticas entre si, com
um coeficiente de similaridade de aproximadamente 80% com as amostras incluidas
juntamente com as amostras Sf9 e Sf12.

O grupo C compreende 7 amostras (Sf11, Sf20, Sf21, S22, Sf23, Sf24, Sf25), onde
as amostras Sf21, Sf22, Sf23 e Sf25 mostraram-se idénticas com um coeficiente de
similaridade de aproximadamente 81% com as amostras Sf11, Sf20 e Sf24, que por sua vez
mostraram-se idénticas entre si.

Os grupos A e B tiveram um coeficiente de similaridade de aproximadamente 76%
entre si e 62% com o grupo C.

As amostras de Shigella sonnei foram também classificadas em trés grupos
principais (A,B,C ), incluindo-se no grupo A 11 amostras (Ss2, Ss4, Ss5, Ss8, Ss9, Ss10,
Ss11, Ss12, Ss13, Ss14 e Ss15. No grupo B, 14 amostras (Ssl, Ss3, Ss6, Ss7, Ss16A,
Ss16B, Ss16C, Ss16D, Ss16E, Ss16F, Ss16G, Ss16H, Ss161, Ss20). Todas as amostras de
nimero 16, isoladas em Campinas mostraram-se idénticas e apresentaram um coeficiente
de similaridade de aproximadamente 85% com as amostras Ss1, Ss3, Ss6, Ss7, Ss20. As
amostras Ss1 (isolada em Mogi-Guagu no dia 14/02/97) e Ss3 (isolada em Limeira no dia
15/10/98) mostraram-se idénticas com um coeficiente de similaridade de aproximadamente
96% com as amostras Ss7 e Ss20, que sdo idénticas entre si.

O grupo C compreendeu 5 amostras (Ss17, Ss18, Ss19A, Ss19B e Ss19C). As
amostras Ss17 e Ss18 sdo idénticas e mostraram um coeficiente de similaridade de
aproximadamente 92% com as amostras Ss19A, Ss19B, Ss19C e Ss19D que sdo idénticas.
Os grupos B e C mostraram-se mais similares entre si (79%) do que o grupo A (77%).

Com isso, para as amostras de S. flexneri isoladas em 5 cidades da regido de
Campinas, Sao Jodo da Boa Vista (2), Jundiai (1), Itapira (4), Campinas (22) e Mogi-Guagu
(1) verificamos que: as amostras isoladas em S@o Jodo da Boa Vista sdo idénticas, ndo
encontrando uma amostra similar a estas. O mesmo deu-se com as amostras isoladas em
Itapira. A amostra Sf3 isolada em Jundiai € idéntica a amostra Sf4 isolada em Campinas

alguns anos mais tarde. As 22 amostras isoladas na cidade de Campinas foram classificadas
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em 8 padrdes (ou tipos). Para elas, 5 tipos incluem a maioria dos casos com as amostras:
um grupo com 3 amostras (Sf12, Sf6 e Sf7), um outro grupo com 6 amostras (Sf8, Sf13,
Sf14, Sf15, Sf19 e Sf26). Um terceiro grupo com as amostras (Sf11, Sf20 e Sf24), um
quarto grupo com 4 amostras (Sf10, Sf16, Sf17, Sf18) e um quinto grupo com 3 amostras
(Sf21, S22 e Sf23). As amostras Sf4, S5 e Sf9 apresentaram um padrio tnico e diferente
para cada uma destas trés amostras. A amostra Sf25 isolada em Mogi-Guagu foi idéntica as
amostras Sf21, S22 e Sf23 isoladas em um periodo posterior na cidade de Campinas.

Para as amostras de S. sonnei isoladas em 6 cidades da regido de Campinas, uma
figura similar a de S. flexneri foi obtida. A maioria das amostras (23) foi isolada na cidade
de Campinas. Na cidade de Cosmoépolis somente uma amostra foi isolada (Ss9) exibindo
um padrdo idéntico aquele observado nas amostras Ss5 (isolada em Campinas no dia
10/03/2000) e Ss8 (isolada em Campinas no dia 02/06/2000) e idéntico também as amostras
Ss10, Ssl1 e Ssl12 isoladas na cidade de Campinas nos anos de 2000 e 2001
respectivamente.

A amostra Ssl isolada na cidade de Mogi-Guacu em 1997 mostrou um padrio
idéntico a amostra Ss3 isolada na cidade de Limeira em 1998. A amostra Ss2 isolada na
cidade de Braganca Paulista em 1998 mostrou também um padrio idéntico a amostra Ss4
isolada meses mais tarde (1999) na cidade de Campinas. As amostras Ss19A, Ss19B e
Ss19C isoladas na cidade de Vinhedo, foram idénticas entre si, mas estas amostras
evidenciaram um padrdo completamente diferente das amostras isoladas nas cidades
circunvizinhas. As 23 amostras isoladas na cidade de Campinas e classificadas em 7
padroes diferentes foram: 9 amostras para um primeiro grupo (Ss16A, Ss16B, Ss16C,
Ss16D, Ss16E, Ss16F, Ss16G, Ss16H e Ss16I), outro grupo com 5 amostras (Ss5, Ss8,
Ss10, Ss11, Ss12), outro com 3 amostras (Ss13, Ss14 e Ss15), um grupo com 2 amostras
(Ss17 e Ss18). Ss4 e Ss6 mostraram um padrio singular para cada amostra.

Estes resultados demonstram a ocorréncia de amostras idénticas de Shigella spp em
diferentes localidades e diferentes épocas. A ocorréncia de amostras idénticas na mesma
localidade em épocas diferentes sugere a permanéncia da amostra na populacdo, indicando
a ndo erradicacdo de Shigella. A ocorréncia de amostras idénticas em localidades e épocas

diferentes sugere a transmissdo destas entre populacdes diferentes. Assim demonstrou-se a
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veiculacdo das amostras de Shigella spp. entre as cidades que fazem parte da regido
metropolitana de Campinas

Analisando os padrdes de bandas obtidos pelas metodologias ERIC-PCR, REP-PCR
e DRE-PCR, das amostras de S. flexneri e S. sonnei, é possivel concluir que na populacio
estudada ndo existe amostra que possa ser considerada epidémica, dado o grau de
dissimilaridade genética observado entre as amostras. Por meio desta observacgao fica claro
que o presente estudo trata de amostras endémicas isoladas na regido de Campinas, nao
tendo assim, ocorrido nenhuma epidemia de Shigella spp. nesta regido no periodo em que
as amostras foram isoladas. Uma epidemia consiste na rapida disseminacdo de uma
determinada amostra de patégeno em um curto periodo de tempo. Geralmente em se
tratando de epidemia, as amostras de diferentes pacientes estariam geneticamente mais
relacionadas do que em casos endémicos (NormarK & NormarK, 2002).

Esses dados indicam que a transmissdo das amostras de Shigella spp. entre as
cidades da regido de Campinas, ocorre entre pessoas e entre cidades e que algumas
amostras sdo responsdveis pela maioria dos casos ocorridos. Estas evidéncias requerem
intervencdes para um controle de transmissdo e para os casos de multi-resisténcia
antimicrobiana de Shigella spp.. Sem duvida nenhuma, o controle para tais evidéncias, é
muito complexo, pelas condi¢des sdcio-politico-culturais das pessoas envolvidas e pelas
condicdes geograficas, o que demonstra a necessidade premente em se alertar as
autoridades sanitdrias responsdveis para que, efetivos controles na saude publica sejam

estabelecidos.
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CONCLUSOES

A multi-resisténcia a antimicrobianos apresentada pela maioria das amostras de S.
flexneri e por parte das amostras de S. sonnei demonstra a presenca de amostras
resistentes na regido de Campinas e, também sugere a ocorréncia de utilizagdo

indiscriminada de antimicrobianos nas populagdes analisadas.

Os experimentos de adesdo em células HEp-2 e HelLa demonstraram que as
amostras de Shigella spp. apresentaram variabilidade no processo e, também, na
intensidade de adesdo o que, sugere a presenca de estruturas em sua superficie que

as permitem reconhecer e aderir células diferentes das epiteliais intestinais.

A andlise do perfil plasmidial das amostras de Shigella spp. mostra a presenca de
plasmidios de alto e baixo peso molecular em todas as amostras, sugerindo que
estes elementos genéticos modveis podem estar associados a transmissdo de
resisténcia a antimicrobianos entre Shigella spp. e de outras caracteristicas

apresentadas pelas amostras.

As metodologias de amplificagdo das seqiiéncias ERIC e REP mostraram maior
eficiéncia em discriminar amostras de Shigella spp. do que a amplificacdo de

seqiiéncias DRE.

A andlise clonal demonstrou a ocorréncia de amostras idénticas em diferentes
épocas na mesma localidade, sugerindo a permanéncia de amostras especificas nas

cidades da regido de Campinas, o que demonstra a ndo erradicacdo do patdgeno.
A andlise clonal também demonstra a ocorréncia de amostras idénticas em
diferentes localidades e épocas sugerindo a transmissdo de uma mesma amostra

entre cidades diferentes da regido de Campinas.

O grau de similaridade gendmica apresentado entre as amostras com a andlise do

dendrograma consenso (ERIC-PCR, REP-PCR e DRE-PCR), demonstrou que nao
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existe uma amostra epidémica de Shigella spp. na regido de Campinas sugerindo
que os casos de Shiguelose ocorridos nesta regido, durante os periodos aqui

analisados, foram causados por amostras endémicas.
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