UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

INSTITUTO DE BIOLOGIA " SECRETARIA
DE
POS-GRADUAGAO
I.B.
Michelle Angelini

“Estudo molecular e comparado de linhagens de Shigella
sonnei e Shigella flexneri, isoladas de casos de shiguelose

das regides metropolitanas de Campinas e Ribeirdo Preto,
Sdo Paulo, Brasil”

‘..”.q’f.\-v 2y reariacio ﬁna‘ .

Este exemplar COImesponove « = e Tese apresentada ao Instituto de

(i coiera) candidato () Biologia para obtengdo do Titulo

diga pelo(a) canuid o ‘ ;
da ntese /((ie - L de Doutor em Genética e Biologia
_'_m/t U @gww A e Molecular, na area de Genética de
e Microorganismos.
e aprovada €la Comissao viigaiura.
s T TR

B i

Orientador: Prof. Dr. Wanderle{ Dias da Silveira

Campinas, 2009,



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA — UNICAMP

Angelini, Michelle

An43e Estudo molecular e comparado de linhagens de Shigella
sonnei e Shigella flexneri, isoladas de casos de shiguelose
das regides metropolitanas de Campinas e Ribeirao Preto,
Séo Paulo, Brasil / Michelle Angelini. — Campinas, SP:
[s.n.], 2009.

Orientador: Wanderley Dias da Silveira.
Tese (doutorado) — Universidade Estadual de
Campinas, Instituto de Biologia.

1. Shigella sonnei. 2. Shigella flexneri. 3.
Shiguelose. 4. Técnicas de diagnéstico molecular. |.
Silveira, Wanderley Dias da, 1956-. Il. Universidade
Estadual de Campinas. Instituto de Biologia. Ill. Titulo.

(redt/ib)

Titulo em inglés: Molecular and comparative study of Shigella sonnei and Shigella flexneri
strains, isolated from shigellosis in Campinas and Ribeirao Preto metropolitam areas, Sao Paulo,
Brazil.

Palavras-chave em inglés: Shigella sonnei; Shigella flexneri; Shigellosis; Molecular diagnostic
techiniques.

Area de concentracao: Genética de Microorganismos.

Titulacao: Doutora em Genética e Biologia Molecular.

Banca examinadora: Wanderley Dias da Silveira, Marcelo Brocchi, Eliana Guedes Stehling,
Mario Paulo Amante Penatti, Tatiana Amabile de Campos.

Data da defesa: 01/06/2009.

Programa de Pos-Graduacao: Genética e Biologia Molecular.



BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr . Wanderley Dias da Silveira. (Orientador)

Prof. Dr. Marcelo Brocchi

Profa. Dra. Eliana Guedes Stehling

Prof. Dr. Mario Paulo Amante Penatti

Profa. Dra. Tatiana Amabile de Campos

Prof. Dr. Marcelo Lancellotti

Prof. Dr. Fabio Trindade Maranhi Costa

Prof. Dr. Antonio Fernando Pestana de Castro

Campinas, 01 de junho de 2009.

Assinatura

L

Assinatura

Ao howa (AP et

Assinatura  /

Assinatura

Assinatura

Assinatura

il



Este trabalho foi desenvolvido no Departamento de Microbiologia e
Imunologia ¢ no Departamento de Genética e Evolugdo e Bioagentes do
Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).
Para a sua realizacdo, nos foi concedida bolsa de PED A pela UNICAMP.



A liberdade ndo nos pode ser dada por ninguém, por nenhuma situacdo externa a
nds ou pela auséncia desta. A liberdade ¢ conquistada pela consciéncia da nossa natureza

humana e pela quebra da escraviddo mental, fazendo florescer nossa esséncia verdadeira.

vi



Aos meus pais Eduardo e Graca e aos meus avos Helena e Nelson pela

compreensdo, apoio, incentivo e pela vida.

Ao Rodrigo pela presenca, compreensdo, pelo apoio, auxilio e carinho.

Vil



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Wanderley Dias da Silveira, pela orientagdo, pelos conhecimentos ensinados,

pelo apoio e amizade.

Ao Prof. Dr. Marcelo Brocchi, pela participagdo na banca prévia, pelo apoio durante o

desenvolvimento da tese e pela amizade.

A Dra. Eliana Guedes Stehling, pela participagio na banca prévia, pelo apoio e

ensinamentos e pela amizade.

Ao Prof. Dr. Mario Paulo Amante Penatti, pela participagdo na banca examinadora de tese

e pelo apoio e companheirismo.

A Dra. Tatiana Amabile de Campos, pela participacio na banca examinadora de tese, pelo

apoio em varios momentos, auxilio e pela amizade.

A todos os docentes do Departamento de Microbiologia e Imunologia, pelos ensinamentos
e apoio durante o desenvolvimento do trabalho, especialmente ao Prof. Dr. Domingos da

Silva Leite.

A todos os funcionarios do Departamento de Microbiologia e Imunologia, pelos

ensinamentos e apoio durante o desenvolvimento do trabalho.

A Unicamp, pela concessio da bolsa do Programa PED A e pela oportunidade da

experiéncia docente.

A todos os docentes e funcionarios do CESET, em especial a Cassiana e a Adria pelo

auxilio, confianca e pela oportunidade.

viil



A Lurdes e Lucia, pela atengdo e auxilio prestado.
Aos coordenadores de Pos-Graduagdo, pela forma de condugdo do curso.

Aos amigos de laboratério Tatiana, Gerson, Mario, Eliana, Marcelo, Fernanda Pace,

Fernanda Paganelli, Cris, Vitor, Gisele, Isildinha, Sandra e Ricardo.
As minhas irmés Talita e Isabela.

Aos meus amigos e familiares.

X



Resumo

As bactérias do género Shigella spp. sdo responsaveis por infecgdes intestinais
endémicas e epidémicas denominadas shigueloses. As shigueloses, transmitidas por via
fecal-oral, principalmente através das maos e agua contaminadas, sao responsaveis por 10%
dos casos de diarréia entre criangas até cinco anos de idade em paises em desenvolvimento.
Estima-se que, anualmente, 1,1 milhdes de pessoas morram de infec¢des causadas por
Shigella. No Brasil, estudos revelam que as shigueloses estdo entre as principais causas de
diarréia. O presente trabalho teve por objetivo analisar a analise clonal comparativa de 119
linhagens de Shigella spp., entre elas 57 S. flexneri e 62 S. sonnei, isoladas de diferentes
casos de shiguelose ocorridos nas regides metropolitanas de Campinas e Ribeirdo Preto,
Estado de Sao Paulo, pelos métodos de PCR da seqiiéncia consenso intergénica repetitiva
enterobacteriana (ERIC-PCR), de PCR de elementos extragénicos palindromicos
repetitivos (REP-PCR), analise do padrao de macro-restricio em gel de eltroforese com
campo pulsado e andlise da presenca de integrons. A maior parte dos casos de shiguelose
estudados aconteceram no verdo, estacdo de maior precipitacdo de chuvas. Do total de
casos, 57,9% das infec¢des causadas por S. sonnei e 64,4% das causadas por S. flexneri
afetaram criancas com menos de 5 anos de idade. Pela analise de ERIC e REP-PCR foram
caracterizados grupos de identidade entre as linhagens isoladas em ambas regides. Pela
analise de PFGE caracterizaram-se os genotipos circulantes nas regides. Nao foi possivel
determinar uma correlacdo entre a presenca dos integrons, o perfil de resisténcia a
antimicrobianos e os resultados obtidos pelos métodos utilizados neste trabalho nas

linhagens de S. sonnei pesquisadas.



Abstract

The bacteria of the genus Shigella spp. are responsible for endemic and epidemic intestinal
infections called shigellosis. The shigellosis, transmitted by fecal-oral route, mainly
through the hands and contaminated water, are responsible for 10% of cases of diarrhea
among children under five years of age in developing countries. It is estimated that
annually 1.1 million people die from infections caused by Shigella. In Brazil, studies show
that shigellosis are among the main causes of diarrhea. The present study was carried out to
examine the clonal variation of 119 strains of Shigella spp., including 57 S. flexneri and 62
S. sonnei, isolated from different cases of shigellosis occurred in the metropolitan regions
of Campinas and Ribeirdo Preto, Sdo Paulo state, by ERIC-PCR, REP-PCR, and PFGE
methods and by integrons profile analysis. Most of shigellosis cases happened in summer,
season of highest precipitation of rain. Of the total cases, 57.9% of infections caused by S.
sonnei and 64.4% of infections caused by S. flexneri affected children under 5 years of age.
By analysis of ERIC and REP-PCR groups were characterized for identity between the
strains isolated in both regions. By the analysis of PFGE circulating genotypes were
characterized in the regions. It was not possible to determine a correlation among the
presence of integrons, the profile of resistance to antibiotics and the results obtained by the

methods used in this work in strains of S. sonnei investigated.
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1. Introducio

As bactérias do género Shigella spp, pertencentes a familia Enterobacteriaceae, sao
bacilos Gram negativos, ndo esporulados, ndo encapsulados, anaerobios facultativos e
imoveis. O género ¢é, classicamente, dividido em quatro espécies: Shigella dysenteriae
(sorogrupo A, constituido de 13 sorotipos), Shigella flexneri (sorogrupo B, composto por
15 sorotipos, que podem ser classificados em numerosos subsorotipos), Shigella boydii
(sorogrupo C, composto por 18 sorotipos) e Shigella sonnei (sorogrupo C, constituido por
um Unico sorotipo) (Niyogi, 2005). Esta divisdo baseia-se na presenca do antigeno
polissacarideo O na membrana externa, e no perfil bioquimico (Jennison e Verma, 2004;
Niyogi, 2005). O sorotipo 1 de S. dysenteriae ¢, geralmente, responsavel por grandes surtos
(WHO, 2005). Os sorotipos de S. flexneri estdo, geralmente, associados as shigueloses
endémicas, sendo os sorotipos 2a € 1a os mais comuns.

O género Shigella foi diferenciado da espécie Escherichia coli por ndo fermentar a
lactose, por ser imével e ndo produzir gas a partir da fermentacdo de glicose e outros
carboidratos (Pupo et al., 2000). Apesar disso, E. coli enteroinvasivas (EIEC) sdo muito
similares bioquimicamente as Shiguella e também causam diarréia ou disenteria (Sansonetti
et al., 1983a; Hale, 1991).

Recentes trabalhos baseados em analises genéticas, entre eles, estudos de
hibridizacado de DNA (Hale, 1991), “multilocus enzyme electrophoresis” (MLEE),
ribotipagem em combinagdo com MLEE, seqiienciamento do gene mdh e analise da
seqliéncia de genes housekeeping, sugerem que a Shigella, na verdade, constitue um grupo

dentro do género E. coli. (Pupo et al., 2000; Lan e Reeves, 2002).



Segundo Parsot (2005) as shigueloses sdo causadas por Shigella spp. e por E. coli
enteroinvasivas (EIEC), bactérias que possuem o plasmidio de viruléncia (pINV) que
codifica a entrada e disseminacao nas células hospedeiras. Apesar da Shigella fazer parte do
grupo das E. coli elas ndo possuem fatores de aderéncia (Ogawa e Sasakawa, 2006).

Historicamente, em 1887, a disenteria bacilar foi, pela primeira vez, diferenciada da
disenteria amebiana, mas sendo apenas em 1898, o Bacillus dysenteriae isolado e descrito
por Kiyoshi Shiga. Shiga trabalhava no Instituto de Doencas Infecciosas da Faculdade de
Medicina Imperial de Tokyo, no Japao, onde, em 1897, uma epidemia de disenteria afetou
mais de 91.000 pessoas, atingindo uma mortalidade superior a 20% (Shiga, 1898, em
Niyogi, 2005), quando descreveu a produgdo de fatores toxicos por esta bactéria e entre eles
a toxina shiga (Keusch, 1998). Muitas pesquisas foram realizadas na primeira metade do
século passado e, em 1950, no Congresso da Associagdo Internacional dos
Microbiologistas, o Bacillus dysenteriae recebeu o nome genérico de Shigella, sendo
classificada nos seus atuais subgrupos (revisado por Hale, 1991). No inicio da década de
1980, Sansonetti et al. (1981) descobriram que a viruléncia das bactérias do grupo Shigella
¢ dependente da presenga de uma familia de grandes plasmidios no genoma bacteriano

(pWR110) (Sansonetti et al., 1982).

Epidemiologia

Na Asia (com exce¢do da China), Africa e América Latina 4,6 a 6 milhdes de
criangas com menos de 5 anos, morrem de diarréia todos os anos (revisado por Medeiros et
al., 2001). A morbidade das doencas infecciosas associadas a desnutrigdo ¢ uma das

principais causas de atraso no crescimento de criangas (Shamebo et al., 1993).



As shigueloses, endémicas por todo mundo, s3o altamente contagiosas e tem como
principal reservatorio os humanos (Kotloff ez al., 1999; Sur et al., 2004). Mundialmente sdo
aproximadamente 164,7 milhdes de casos, dos quais 163,2 milhdes acontecem em paises
em desenvolvimento ¢ 1,5 milhdes em paises industrializados. Estima-se que anualmente
1,1 milhdes de pessoas morram de infecgdes causadas por Shigella. Um total de 69 % de
todos os episodios e 61 % de todas as mortes atribuidas as shigueloses envolvem criangas
menores que 5 anos de idade (Kotloff et al., 1999). Apesar de Shigella ser o agente mais
comum isolado entre as criancas de até 5 anos com disenteria, a maioria dos episodios de
shiguelose ndo sdo disentéricos (Kosek et al., 2008).

Em paises em desenvolvimento, as shigueloses sdo disseminadas pelas excretas dos
individuos infectados, diretamente pela via fecal-oral ou com menor freqiiéncia através de
comida contaminada, moscas ou dgua. Condig¢des de super lotacdo e de suprimento de dgua
inadequadamente protegido contra contaminacdes, contribuem para a alta incidéncia de
infec¢des (Hale, 1991).

As infecgdes por Shigella se disseminam rapidamente entre grupos HIV (virus da
imunodeficiéncia humana) positivo (WHO, 2003). Entre os homossexuais do sexo
masculino o risco de transmissdo direta de Shigella ¢ alto (Blaser et al., 1989).
Contaminagdes diretamente pela via fecal-oral podem contribuir com as shigueloses
endémicas em ambientes institucionais, como hospitais psiquiatricos, hospitais dia, casas de
repouso, prisdes e aglomeragdes ao ar livre (Wharton et al., 1990).

Nos hospitais, as Shigella sdo introduzidas por pacientes ou funcionarios infectados
ou colonizados pela bactéria. Surtos de infeccdo em hospitais, hospitais dia e em algumas
comunidades sdo dificeis de controlar por causa da facil transmissdo e da resisténcia de

algumas linhagens a multiplos antimicrobianos (Lima et al., 1997).



A média de isolamento de S. flexneri, S. dysenteriae, S. boydii e S. sonnei, retratada
em trabalhos de todo mundo, é respectivamente de 57%, 10%, 8% e 17% (Ram et al.,
2008). S. flexneri tipo 2a (resistente ao grupo das penicilina, mas ndo ao grupo das
quinolona) ¢ predominante em paises em desenvolvimento, sendo responsavel por 60% das
infecgdes, seguido dos sorotipos 1b, 3a, 4a e 6 (Kotloff et al., 1999; WHO, 2003). S.
dysenteriae tipo 1 € a Uinica causa das epidemias de disenteria, com 5 a 15% dos casos
resultando em morte (WHO, 2003). Em paises desenvolvidos, os surtos, que geralmente
envolvem S. sonnei, ocorrem esporadicamente e tém normalmente como fonte comida mal
cozida e saladas que contém carboidratos ou proteinas (Black et al., 1978).

As shigueloses endémicas e epidémicas sdo um problema por todo mundo. O fato
de algumas linhagens desenvolverem resisténcia a multiplos antimicrobianos ¢ um
problema que tem crescido juntamente com a preocupagdo das autoridades responsaveis
por garantir a satide de determinadas populacdes.

Em um trabalho, desenvolvido por Okeke e Edelman (2001), foi demonstrado que
muitas das linhagens resistentes a antimicrobianos isoladas nos paises desenvolvidos sdo
provenientes de nag¢des em desenvolvimento ou subdesenvolvidas. Estas linhagens sdo
carreadas de diferentes formas, por viajantes, animais, pessoas que trabalham com
transporte e imigrantes. A economia brasileira vem apresentando um grande crescimento,
atraindo pessoas de outros paises, inclusive imigrantes de outros paises em
desenvolvimento. Esta ¢ uma situacdo em potencial para disseminacdo de resisténcia a
antimicrobianos entre a popula¢do microbiana local. A redugdo das pressdes seletivas e
uma vigilancia intensa sdo as duas medidas mais efetivas no controle da disseminagdo dos

genes de resisténcia (Okeke e Edelman 2001).



Na América Latina a diarréia bacteriana, viral ou de outra causa, tem sido uma
importante causa de mortalidade ¢ morbidade na infancia, sendo responsavel por
aproximadamente 10% das mortes (Sobel et al., 2004). Um estudo realizado no Chile
revelou que nos primeiros cinco anos de vida, as criancas tém 67% de chance de contrair
shigueloses (Ferreccio ef al., 1991). No ano de 2002, dos 967 soldados de uma base militar
na Amazonia peruana, 307 apresentaram diarréia aguda, dos quais Shigella spp. foi o
principal patogeno isolado (40%). Das Shigella isoladas, que apresentavam resisténcia aos
antimicrobianos comumente prescritos na regido, 90% correspondiam a S. flexneri (Jones et
al., 2004).

No Brasil alguns trabalhos foram realizados com o objetivo de analisar a incidéncia
das shigueloses e de caracterizar as linhagens isoladas (Lima et al., 1997; Medeiros et al.,
2001; Sobel et al., 2004; Diniz-Santos et al., 2005; Peirano et al., 2006; Maranhéo et al.,
2008). Em um recente estudo que pesquisou caracteristicas das diarréias agudas no nordeste
do Brasil, Shigella foi responsaveis por 11,6% dos casos (Maranhdo et al., 2008). Em um
trabalho com criangas de Salvador-BA que apresentavam diarréia aguda foi demonstrado
que mais da metade dos casos foram causados por Shigella spp, refor¢ando a importancia
deste patdogeno na epidemiologia das diarréias bacterianas na infancia. Neste trabalho, a
maior parte dos pacientes com shiguelose necessitaram de hospitalizagdo imediata (Diniz-
Santos et al., 2005).

Em um estudo do Programa Brasileiro de Vigilancia da Shigella (Oswaldo Cruz-
Fiocruz), das 296 linhagens de Shigella isoladas de diferentes regides do Brasil, 53%
correspondem a S. flexneri e 44% correspondem a S. sonnei. E interessante observar que na
regido Nordeste foram isoladas predominantemente linhagens de S. flexneri, enquanto que

na regido sudeste foram isoladas predominantemente linhagens de S. sonnei. Talvez este



fato se deva as diferengas sdcio-econdmicas observadas entre estas duas regides (Peirano et
al., 2006). Na cidade de Sao Paulo um estudo revelou que as shigueloses correspondem a
16% entre os casos de diarréia em criangas, das quais 9% foram causadas por S. flexneri e
6% por S. sonnei (Sobel et al., 2004). Em um estudo que caracterizou os principais
enteropatdgenos causadores de diarréia na regido de Ribeirdo Preto, onde foram analisadas
1836 amostras de fezes, Shigella revelou ser o segundo mais freqiiente agente etioldgico
isolado de criangas com menos de 2 anos de idade (Medeiros et al., 2001).

Lima et al. (1997) analisaram o padrao de resisténcia a antimicrobianos, o perfil
plasmidial e perfil de macro-restricdo em gel de eletroforese com campo pulsado (PFGE)
de 25 linhagens de Shigella flexneri isoladas na comunidade e em hospitais, na regido da
cidade de Fortaleza no nordeste do Brasil, onde as shigueloses sdo endémicas, entre 1988 e
1993. Seus resultados demonstraram que varios perfis plasmidiais e padrdes de resisténcia a
antimicrobianos circulam no “pool” de S. flexneri. Os resultados de PFGE indicaram a
predominancia de alguns grupos de linhagens, além disso, a ocorréncia de muitos surtos
pode estar oculta naquele ambiente (Lima et al., 1997).

Alguns trabalhos, tendo como objeto as diarréias infecciosas, tém sido feitos no
Brasil (Moreno et al., 2008) e no estado de Sao Paulo (Sobel et al., 2004), apesar disso
poucos deles (Lima et al., 1997; Penatti et al., 2007) pesquisaram a correlacdo genética
entre estas linhagens de Shigella e se existem populagdes que circulam predominantemente,
em detrimento de outras e suas correlagoes.

O fato de as shigueloses ndo serem uma doencga de notificacdio compulsoéria no

Brasil, torna dificil estimar sua real taxa de incidéncia (Peirano et al., 2006).



Estratégias de controle

As principais vias de transmissao da shiguelose sdo através da ingestdo de dgua e de
alimentos contaminados e do contato pessoa a pessoa. Desta forma, as estratégias de
controle e prevencdo incluem essencialmente a provisdo de agua tratada, condigdes
sanitarias adequadas, boa higiene pessoal e comida saudavel. Recomenda-se que a agua
deva ser clorada e bem armazenada, e os esgotos descartados adequadamente. A lavagem
das maos com sabao e agua ¢ a medida isolada mais efetiva para prevenir a transmissao de
Shigella. As maos devem ser lavadas depois de defecar, depois da limpeza de uma crianga
que tenha defecado, depois de dispensar as excretas das criangas, antes de preparar ou
manusear alimentos e antes de comer (Sur et al., 2004). Educagdo ¢ a chave para a
conscientizacdo e cooperacao publica (WHO, 1994).

A amamentacdo também deve ser promovida, uma vez que foi observado que bebés
e criangas que foram amamentados apresentaram menos episodios de diarréia e disenteria
causados por Shigella, e que quando estes ocorreram foram menos severos. A protecdo ¢
maior quando as criangas sdo exclusivamente amamentadas até os 4 a 6 meses de idade
(WHO, 1994). Trabalhos realizados no nordeste do Brasil t€ém ressaltado a importancia do
aleitamento materno como um fator protetor contra a ocorréncia de diarréias e shiguelose

(Araujo et al., 2005; Maranhao et al., 2008).

A doenca

A shiguelose, ou disenteria bacilar aguda, ¢ uma infec¢do invasiva, cujas
manifestagdes clinicas iniciam-se ap6s 24-48 horas, podendo demorar dias, desde a
ingestdo de algumas centenas, ou milhares de bactérias. Os principais sintomas sdo febre,

fadiga, mal estar e anorexia, diarréia e outras ocorréncias, como um pequeno volume de



sangue nas fezes, evacuagdo mucoide, colicas abdominais e tenesmo (sentimento de
evacuacao incompleta acompanhada de dor retal) (DuPont et al., 1969; Mathan e Mathan,
1991; Sur et al., 2004). Esta infecg¢do ¢ causada pela invasao do epitélio do célon e reto de
primatas ¢ humanos pelo microrganismo e¢ pode compreender variadas manifestacdes
clinicas, desde uma diarréia aquosa de curta duragdo, até uma doenga inflamatoria grave do
intestino. As diferentes fases da infeccdo e suas manifestacdes dependem da espécie
infectante, da idade do hospedeiro, da presenca de fatores de risco e da situacdo
imunoldgica do hospedeiro (Levine et al., 1973; Bennish, 1991; Niyogi, 2005). A diarréia
aquosa geralmente precede a disenteria (DuPont er al, 1969), que pode ser branda,
moderada ou muito intensa (Sur et al., 2004). Em infec¢des brandas a shiguelose pode ser
assintomatica, ou pode ter a diarréia como Unica manifestacao (Taylor er al., 1986; Sur et
al., 2004). Em pacientes com disenteria, o envolvimento ¢ mais severo no co6lon distal, e a
colite inflamatéria resultante ¢ evidenciada em freqiientes defecagdes com fezes escassas
que refletem o fluxo de fluido ileocecal. Pacientes com infec¢do severa podem passar por
mais de 20 evacuacdes por dia (Mathan e Mathan, 1991). Em alguns casos, as shigueloses
levam a sintomas neuroldgicos como a letargia, confusdo mental, forte dor de cabeca e
convulsdes (Ashkenazi et al., 1987; Ashkenazi et al., 1990). Enquanto as infec¢des por S.
sonnei produzem, normalmente, uma disenteria branda, as causadas por S. flexneri e S.
dysenteriae normalmente resultam em uma disenteria severa e, particularmente, demorada
(Sur et al., 2004).

A disenteria também ¢ caracterizada por uma perda diaria de 200 a 300 mL de
proteinas do soro nas fezes, resultando em uma baixa nos estoques de nitrogénio que agrava
a desnutricdo e os problemas de crescimento. A diminui¢do de fatores imunologicos

também aumenta o risco de infec¢des oportunistas e pode contribuir para a mortalidade



(Niyogi, 2005). Principalmente nos estagios iniciais da doenga, o individuo pode apresentar
anorexia, o que contribui para a deterioracao do estado nutricional (Butler et al., 1986).

A maior parte dos episddios de shiguelose, em individuos saudaveis, sdo auto
limitados e se resolvem em 5 a 7 dias sem seqiiclas. Complica¢des agudas sérias sdo mais
observadas entre criangas mal nutridas ou entre criangas muito novas em paises em
desenvolvimento (Bennish, 1991). Entre estas complicagdes estdo os desarranjos
metabolicos como desidratagdo, hiponatremia (baixa concentracdo de sédio no sangue) e
hipoglicemia); complicagdes intestinais (como megacolon toxico, prolapso retal, perfuracao
intestinal e hemorragia); encefalopatia, pneumonia (Bennish, 1991) e, mais raramente,
septicemia (Struelens er al., 1985). As seqlielas cronicas mais comuns sdo diarréia
persistente e o desenvolvimento de desnutri¢ao (Black et al., 1982; Sur et al., 2004).

A reacdo leucemoide e a sindrome urémica hemolitica (anemia microangiopatica
hemolitica, trombocitopenia e acometimento renal) também podem ser observadas em
infecgdes por S. dysenteriae tipo 1 e podem ser fatais (Sinha et al., 1987). Muitos pacientes
também relatam dores nas articulacdes (Sur er al., 2004). Uma rara complicacdo, pds-
infec¢cdo, observada em adultos acometidos por S. flexneri € a artrite inflamatdria reativa
(Sieper et al., 1993) que, quando ocorre acompanhada de conjuntivite e uretrite, ¢
conhecida como sindrome de Reiter (Finch er al, 1986). Complicagdes intestinais e
extraintestinais das shigueloses podem levar & morte (Bennish, 1991), principalmente em
infecgdes por S. dysenteriae tipo 1 (Sur et al., 2004).

O diagnostico da shiguelose pode ser feito clinicamente pelas caracteristicas fisicas
da doenca mas, algumas vezes, ¢ necessaria a confirmagao laboratorial através de cultura de
fezes e da determinagdo do padrdo de resisténcia a antimicrobianos (Sur et al., 2004). Em

muitos paises em desenvolvimento, o acesso a exames laboratoriais nem sempre ¢ facil o



que pode dificultar o diagnoéstico e retardar o tratamento (Lima et al., 1995). O exame
microscopico de esfregaco fecal corado com iodo pode revelar a presenga abundante de
leucdcitos, podendo a confirmagdo ser feita pela coprocultura, testes sorologicos e
bioquimicos (Sur et al., 2004).

Apesar de, raramente ser observada grande perda de fluidos e desidratacdo severa
(Butler et al., 1986), na ocorréncia destes sintomas ou de evacuagdes liquidas, o paciente
deve receber reidratagdo salina por via oral, de acordo com a recomendagdo da Organizacao
Mundial da Saude/ UNICEF. No caso de uma desidratagdo mais grave, ¢ recomendada a
administracao intravenosa de solucdo de Ringuer (Sur ef al., 2004).

Em um recente trabalho realizado no nordeste brasileiro, foi observada a
recuperacao do peso e do status nutricional de individuos que apresentavam diarréia aguda,
apods 30 dias de tratamento de reidratagdo exclusivamente (Maranhio et al., 2008).

O uso de antimicrobianos pode desempenhar um importante papel no controle das
shigueloses, acelerando a recuperagdo, diminuindo a duracdo da excrecdo de patdgenos nas
fezes e prevenindo complica¢des. Para isso, o antimicrobiano deve ser cuidadosamente
escolhido, levando em consideracdo o padrdo de sensibilidade das linhagens circulantes
(Sur et al., 2004). O uso indiscriminado de antimicrobianos ¢ a transferéncia horizontal de
genes tém levado a resisténcia bacteriana aos antimicrobianos comumente usados (Peirano
et al., 2006), tornando necessaria a busca de novas opg¢des de antimicrobianos, muitas vezes
mais caros (Kotloff et al., 1999; Ashkenazi et al., 2003). Por este motivo, em paises em
desenvolvimento, onde a ocorréncia de diarréia é alta devido a fatores socioeconémicos €
ambientais, a eficiéncia dos tratamentos com os antimicrobianos mais amplamente usados e

baratos (ampicilina, &cido nalidixico, cotrimoxazol, tetraciclina e cloranfenicol) tem
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decaido, sendo as quinolonas (norfloxacin e ciprofloxacin) um dos poucos grupos de
antimicrobianos ainda efetivos (Kotloff et al., 1999; Sack et al., 2001).

Para reducdo da mortalidade pelas shigueloses ¢ necessario que se foque em
medidas preventivas e, neste sentido, a Organizagdo Mundial de Satde tem priorizado o
desenvolvimento de vacinas (Kotloff et al., 1999; Ashkenazi et al., 2003).

Um grande nimero de vacinas estd em desenvolvimento mas, provavelmente, as
formulagdes orais sdo as mais indicadas para os paises em desenvolvimento (Ram er al.,
2008). Entre as vacinas em desenvolvimento que tem como alvo S. flexneri 2a, estao quatro
vacinas usando formulagdo oral (SC 602, CVC 1203, CVC 1204, CVC1208) e uma usando
a via parenteral (LPS de S. flexneri conjugado a uma exoproteina A recombinante de
Pseudomonas). Outra vacina oral (WRSS1) e uma parenteral (LPS de S. sonnei conjugado
a uma exoproteina A recombinante de Pseudomonas), tem como alvo S. sonnei (Nataro,
2004).

Na América Latina, varios estudos foram feitos com o objetivo de fornecer dados
para o desenvolvimento de vacinas, estimando o impacto (Kosek et al, 2008) e
identificando possiveis grupos de pessoas nos quais estas vacinas poderiam ser testadas
(Jones et al., 2004). Em um estudo, Kosek et al. (2008) concluiram que seria necessaria
uma vacina multivalente para se obter eficiéncia no controle das shigueloses, devido a

diversidade de sorotipos encontrada.

Genética da viruléncia de Shigella
A maior parte dos genes de viruléncia de Shigella estdo localizados em um
plasmidio de alto peso molecular, chamado “plasmidio de viruléncia” (pINV), com

aproximadamente 220 kb. Estes genes localizam-se, mais precisamente, em um fragmento
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de 31kb, que codifica sua capacidade de invasdo (Sansonetti ef al., 1981). Essa seqiiéncia,
conhecida como “regido de invasdo”, é composta por dois loci génicos distintos que
codificam proteinas associadas a capacidade de invasdo, tendo a funcdo de induzir uma
reestruturacdo do citoesqueleto celular eucaridtico na regido de contato com a célula
bacteriana (Maurelli ef al., 1984; Maurelli et al., 1985; Sasakawa et al., 1988). Um dos loci
¢ composto pelo operon ipa, com os genes que codificam proteinas responsaveis pela
invasao (Sasakawa et al., 1989). As proteinas Ipa, mediadoras da macropinocitose e outros
eventos relacionados a viruléncia de Shigella, tém sua sintese termorregulada, com
repressao abaixo de 30° C (Buysse et al., 1987).

O cromossomo de Shigella spp. apresenta, aproximadamente, 4.600.000 pares de
bases (Wei et al., 2003), no qual foram indentificadas trés ilhas de patogenicidade,
codificando importantes fatores de viruléncia, como lipopolissacarideo e reguladores da
expressdo de genes de viruléncia presentes no “plasmidio de viruléncia” (Sansonetti et al.,
1982; Sansonetti et al., 1983b; Rajakumar et al., 1997; Moss et al., 1999; Turner et al.,
2001; Walker ¢ Verna, 2002).

Em experimentos, realizados por Sansonetti et al. (1982), a perda do plasmidio de
viruléncia pWR110 levou a perda da capacidade de invasdo, mensurada in vitro pela perda
da capacidade de infeccdo em células de mamiferos, e de causar ceratoconjuntivite no teste
de Sereny. O fenétipo de invasdo foi restabelecido pela reintrodu¢do do plasmidio de
viruléncia nestas linhagens (Sansonetti et al., 1982).

Recentes estudos descreveram um mecanismo de disseminacdo de genes de
resisténcia a antimicrobianos, a transferéncia horizontal de integrons, comum a muitos
membros da familia Enterobacteriaceae, que pode ser responsavel por linhagens

multirresistentes (Oh et al., 2003; Ranjbar et al., 2007). Os Integrons t€m a capacidade de
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integrar multiplas copias de genes de resisténcia a drogas em sitios especificos do DNA,
sem interromper a funcdo original do DNA (Ploy ef al., 2000; Alekshun e Levy, 2007).
Existem 5 classes diferentes de integrons identificadas (Peirano et al., 2005) e, entre estas,
o Integron 1 (Int 1), Integron 2 (Int 2) e Integron 3 (Int 3) tém sido os mais estudados e
descritos na literatura (Ploy et al., 2000). Cada classe de integron ¢ caracterizada pela
presenga de um gene integrase especifico, que fica em associagdo com o gene cassete que
codifica a resisténcia a drogas (Peirano et al., 2005).

Int 1 ¢ o integron mais comumente associado a bactérias gram negativas e,
normalmente, confere resisténcia a compostos quaternario de amoénio ou sulfonamidas
(Patersen et al., 2000). Em geral um integron ¢ composto por um segmento final 5’ e 3’
conservados nas extremidades e de uma regido central varidvel (Ploy et al, 2000;
Rodriguez et al., 2008), que contém diferentes genes cassetes (Kim et al., 2006; Rodriguez
et al.,2008).

O final 5’ ¢ semelhante em todos os integrons e contém um gene integrase (intl),
que ¢ sitio especifico, um sitio de integracdo (attl) e um promotor P (Ploy et al., 2000;
Rodriguez et al., 2008). Os integrons fornecem uma seqii€éncia promotora comum aos genes
cassete, facilitando a sua integracdo ao DNA (Kim et al., 2006; Rodriguez et al., 2008). A
regido promotora tem dois promotores chamados P1 e P2. O promotor P1 pode ser de
quatro tipos: um promotor fraco, um promotor forte ou dois promotores hibridos. O
promotor P2 pode ser de dois tipos: um promotor ativo € um promotor inativo (Hall e
Collis, 1995; Schmitz et al., 2001). A poténcia de diferentes promotores pode ser estimada
pela comparagdo com o promotor tac de E. coli. Hall e Collis (1995) demonstraram que o
promotor tac € seis vezes menos potente que o tipo “forte” de P1 mas, apesar disso, o

promotor tac ¢ significativamente mais eficiente quando comparado com o tipo “fraco” de
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P1 e quando os tipos “forte” de Pl e “fraco” de Pl sdo usados em combinagdo, a
transcri¢cdo ocorre com uma eficiéncia trés vezes maior do que ocorreria com o promotor

tac (Hall e Collis, 1995).

Patogenia

Os estudos in vivo dos mecanismos de patogenicidade de Shigella tém sido
prejudicados pela falta de modelos animais, ja que estas bactérias s6 sdo capazes de
estabelecer a doenga em humanos e primatas. Apesar disso, recentes modelos de estudo da
doenca em ratos neonatos (Fernandez et al., 2003), testando a infec¢cdo acompanhada da
injecdo de interleucina-8 dentro do lume intestinal (Singer e Sansonetti, 2004), o uso do
invertebrado Caenorhabditis elegans (Burton et al., 2006), entre outros, tém se mostrado
promissores para o estudo de fatores do hospedeiro envolvidos nas shigueloses.

Depois de ingeridas, as células de Shigella atravessam o estdmago e se proliferam
no intestino delgado, mas ¢ no intestino grosso que vao causar as lesdes caracteristicas das
shigueloses. Em condigdes experimentais, a ingestdo de poucas dezenas de células
bacterianas foi capaz de causar doenca em 10% dos voluntarios e a ingestdo de 500
organismos foi capaz de causar doenca em 50% dos casos (DuPont er al, 1989). A
resisténcia a pHs 4cidos extremos como o do estobmago, permite que Shigella sobreviva,
mesmo quando apenas um pequeno numero de células ¢ ingerido, tornando possivel a
infeccdo da mucosa intestinal. Small er al. (1994) demonstraram que o gene rpoS ¢
responsavel pela resisténcia da Shigella ao pH do estdmago. No intestino grosso as
bactérias podem romper a barreira epitelial através dos enterdcitos ou das células M, que

sdo células especializadas do epitélio sobre os foliculos linfoéides da mucosa e, depois disso,
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invadem as células epiteliais, causando intensa reacdo inflamatoria que leva a destrui¢do da
mucosa ¢ a uma intensa diarréia, com a presen¢a de sangue e muco (Ogawa et al., 2005).

Além de penetrar nas células da mucosa, Shigella é capaz de se disseminar entre as
células vizinhas. A infecgdo fica geralmente confinada a camada superficial da mucosa do
colon, onde os danos teciduais levam a abscessos e ulceragdes (Bennish, 1991).

Depois de invadir o epitélio através das células M, as bactérias sdo fagocitadas por
macrofagos, dentro dos quais ela escapa do fagossomo para o citoplasma, onde se
multiplica e induz rapidamente a morte celular macrofagica, depois de 1 a 2 horas de
infeccdo. A Shigella pode induzir os macrofagos a morte por dois caminhos distintos:
ativagdo da caspase-1 pela proteina IpaB, a qual leva a maturagdo e liberagdo de IL-18
(Navare e Zychlinsky, 2000) ou pela translocacdo do lipideo A bacteriano para o
citoplasma do macrofago (Suzuki et al., 2005).

As células de Shigella liberadas dos macréfagos mortos sdo internalizadas pelos
enterocitos vizinhos através da sua superficie basolateral, por um processo de indugdo a
fagocitose. Dentro dos enterdcitos elas sdo envolvidas pela membrana de um vactolo
fagocitico, a qual posteriormente se rompe, possibilitando que as bactérias escapem para o
citoplasma celular. Livre no citoplasma, a bactéria se replica e se move direcionada pelo
ponto onde ocorre a polimeriza¢do da actina em um de seus pdlos (Cossart e Sansonetti,
2004; Gouin et al., 2005; Ogawa et al., 2005). A bactéria induz a formacao de protrusdes
na membrana da célula hospedeira, pressionando a célula adjacente, através das quais, apds
a lise, as células vizinhas serdo posteriormente infectadas (Cossart e Sansonetti, 2004;
Gouin et al., 2005). Desta forma, a infeccdo dos macrofagos por Shigella leva a uma
inflamacdo do tecido intestinal, que ¢ agravada pela infeccdo das células epiteliais, fato

essencial para a viruléncia de Shigella.
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Dentro da célula epitelial, a bactéria se replica e libera peptideoglicano no
compartimento intracelular, que é reconhecido por CARD 4 (Bertin et al., 1999) ou Nod1
(Inohara et al., 1999). CARD 4 é uma molécula associada ao reconhecimento de patdégenos
no citoplasma que, quando sobre-expressa, ¢ capaz de ativar NF-kB (fator nuclear kB) que,
por sua vez, leva a produgdo da citoquina pré-inflamatéria IL-8 (Philpote et al., 2000;
Girardin et al., 2001). Desta forma, CARD4 ¢ capaz de detectar a presenga de LPS
intracelular, levar a formagdo do complexo IKK-RICK e induzir a uma resposta imune
inata, mediada pela ativacdo de NF-kB e JNK (Kinase c-Jun N-terminal) (Girardin et al.,
2001). Pesquisas demonstraram que a microinje¢do de LPS diretamente dentro das células
epiteliais leva a ativagdo de NF-kB (Girardin et al., 2001).

Outro sistema de vigilancia inato, que monitora invasores citoplasmaticos, ¢ o
caminho autofdgico, que identifica patdgenos, os envolve em uma membrana autofagica e,
finalmente, os entrega a um compartimento litico, onde sdo degradados por autolisossomos
(Kirkegaard et al., 2004).

Desta forma, a invasdo das células epiteliais leva a produ¢ao de quimiocinas pro-
inflamatorias e citoquinas como IL-8, IL-1p, IL-6 e TNF-a, que induzem a infiltragdo de
neutrofilos no tecido intestinal. A migracdao de neutrofilos exacerba a infecc¢do, pois rompe
a firme juncao epitelial durante seu movimento em dire¢do ao [imen, permitindo as outras
células de Shigella, acesso a superficie basolateral dos enterocitos.

Apesar de alguns sintomas clinicos da shiguelose serem uma conseqiiéncia direta da
acdo das citocinas, as mesmas sdo essenciais para conter e controlar a infec¢do (Jennison e
Verma, 2004). A inflamagao intestinal grave, gerada pela shiguelose pode persistir por mais
de um més, com uma regulacdo aumentada de varias citocinas como, IL-1, TNF-a, IL-6,

IFN-y, TNF-B, IL-4, IL-10, TGF-B e IL-8 (Raqib et al., 1995).
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Inicialmente, a inflamacdo resultante no epitélio intestinal parece beneficiar a
bactéria Shigella, pois favorece a infeccdo e replicagdo dentro do hospedeiro, mas o
recrutamento de um grande numero de neutréfilos ativados termina por levar a resolugdo da
infec¢do, pelo fato de serem eficientes matadores de Shigella (Navare e Zychlinsky, 2000;
Brinkmann et al., 2004; Ogawa et al., 2006). Neste aspecto, Shigella parece ter
mecanismos para modular ou otimizar a resposta inflamatoria em seu beneficio, facilitando
a colonizagdo dos tecidos do hospedeiro. Estudos recentes revelam que a proteina IpaH9.8
de Shigella, secretada para o citoplasma celular, é capaz de regular a ativagdo de NF-xB e
de se acumular no nicleo da célula onde interage com U2AF>, que é um fator de repressio
global da expressdo de genes, incluindo genes relacionados a producdo de citocinas e
quimiocinas (Haraga e Miller, 2003; Okuda et al., 2005). Em um modelo murino de
infeccdo, uma linhagem mutante ipaH9.8 causou uma resposta inflamatoria mais severa,
com um aumento na producdo de citoquinas pro-inflamatorias, em relagdo ao tipo
selvagem. IpaH9.8 tem uma afinidade especifica por U2AF ¢ a redugdo dos niveis deste
fator de ligacdo de mamiferos em células HeLa, levou a um decréscimo na expressdo dos
genes responsaveis pela expressdo de IL-8, RANTES, GM-CSF e IL-1B, conforme
mensurado pelo método de RT-PCR (Okuda et al., 2005).

Proteinas efetoras bacterianas modulam véarias fun¢des do hospedeiro, como o
escape do sistema de defesa inato, e remodelam a arquitetura da superficie da célula
hospedeira (Tran Van Nhieu et al., 2000). Dorman (1995) verificou que as proteinas Ipa
sdo secretadas somente depois que a Shigella ¢ ingerida, j4 que os genes responsaveis por
essas proteinas so sdo expressos a 37 °C.

A atividade do mecanismo Mxi-Spa ¢ responsavel pelo processo de entrada da

bactéria na célula, que compreende a secre¢@o de varias proteinas bacterianas, iniciada pelo
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contato da bactéria com a célula do hospedeiro. Entre estas proteinas, estdo as Ipa que
induzem a um rearranjo do citoesqueleto do hospedeiro (MeAnard et al., 1994a; Watarai et
al.,1995). O mecanismo preciso pelo qual a bactéria alcanga o citoplasma, depois de entrar
em contato com a célula epitelial, ainda ndo esta totalmente definido; sabe-se que proteinas
efetoras IpaA (78kDa), IpaB (57 kDa), IpaC (43kDa), IpaD (39kDa), IpgD, IpgB1 e VirA
sdo injetadas, por uma maquinaria de secrecao tipo III, dentro e sobre a membrana da célula
epitelial, formando um poro e disparando a resposta celular (Sansonetti, 1999; Skoudy et
al., 2000). No meio extracelular o complexo soluvel Ipa B-C, formado no meio externo,
estd envolvido em diferentes passos no processo de entrada de Shigella, entre eles, o
reconhecimento de receptores celulares e na formagdo do poro (MeAnard er al., 1994b;
Watarai et al., 1995; Skoudy et al., 2000).

A associagdo do complexo IpaB-C-D com a integrina a5B1 foi proposta como um
possivel mecanismo pra induzir a entrada de Shigella, depois de sinalizar via integrina 1
(Watarai et al., 1996). Apesar disso, o papel dos efetores de entrada de Shigella nos
receptores de superficie celular, como as integrinas 1, ainda ndo foi totalmente
esclarecido. O que se sabe ¢ que o complexo IpaB-C ¢ inserido na membrana celular o que,
possivelmente, possibilita a entrada de outros efetores de Shigella como Ipa A (Tran Van
Nhieu et al., 1997).

A entrada de Shigella na célula epitelial ¢ caracterizada por uma reorganizacao
transitoria do citoesqueleto da célula hospedeira no sitio de interacdo com a bactéria,
formando projecdes na membrana que se desenvolvem e se juntam sobre o corpo
bacteriano, permitindo sua internalizacdo em um processo macropinocitico (Clerc e

Sansonetti, 1987; Skoudy et al., 2000).
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Ipa B interage com o receptor hialuronico CD44, o que possibilita uma mobilizagao
do receptor em micro dominios ricos em colesterol e leva a um rapido recrutamento de
moléculas de sinalizag@o no sitio de entrada da bactéria (Lafont ef al., 2002). Desta forma,
IpaB se liga diretamente ao dominio extracelular de CD44 de uma maneira saturavel e
reversivel e, provavelmente, facilita a translocagdo (entrada) de outras proteinas Ipa. Esta
ligacdo ¢ confirmada pelo efeito inibitdrio de anticorpos anti CD44 ¢ pela taxa de entrada
de Shigella em células que expressam CD44 em comparacdo com outras deficientes deste
receptor (Skoudy et al., 2000). IpaB também estd envolvida na lise do vacuolo apds
internalizacdo de Shigella (High et al., 1992) e na apoptose de macréfagos (Chen et al.,
1996).

E interessante notar que tanto o CD44 quanto a integrina Pl estdo localizados
basolateralmente na célula, e a associacdo de IpaB com estes receptores explicaria a
polaridade do processo de entrada de Shigella (Mounier et al., 1992; Sheikh e Isacke,
1996).

IpaB-CD44 promovem a invasdo por Shigella através do acimulo de c-Scr e pela
estimulacdo da fosforilacdo da cortactina e Crk pela Abl tirosina kinase (Lafont et al., 2002;
Burton et al., 2003) que, em mamiferos, tem sua funcdo relacionada com a regulacao da
proliferacdo celular, sobrevivéncia, adesdo e migracdo (Pendergast, 2002). Burton et al.
(2003) demonstraram que a familia Abl de tirosina kinases e Crk se acumulam no sitio de
entrada da bactéria e propuseram um padrio de sinalizagdo disparado pela infeccao
bacteriana que leva a ativagao catalitica de Abl e Arg tirosina kinases, a fosforilacdo do Crk
e ativagdo da familia de GTPases Rho, CD42 e Rac.

Ipa C ¢ capaz de induzir a polimerizagdo da actina diretamente ou por uma via

dependente da ativacdo do CD42 e, subseqiientemente, de Racl, mas este mecanismo ainda
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ndo esta totalmente claro (Kueltzo et al., 2003; Tran Van Nhieu et al., 1999). Experimentos
tém demonstrado que a polimerizagao da actina, que leva a formacdo das extensdes
celulares (filopodia) no sitio de contato entre a célula e a bactéria, depende do acesso da
proteina IpaC ao citosol celular (Tran Van Nhieu ef al., 1999). O fato de S. flexneri ter
perdido sua capacidade de invadir, depois de ter sido mutada em IpaC (Ménard et al.,
1993), ndo significa que esta proteina é importante apenas no processo de internalizacao,
agindo unicamente através do mecanismo acima descrito, ja que ela também demonstra agir
como parte do sistema de secrec¢do tipo III, na formagdo de um poro na membrana da célula
hospedeira, juntamente com IpaB (Blocker et al., 1999), podendo, neste caso, limitar a
chegada de todas as outras proteinas efetoras.

Outro efetor do tipo III de Shigella, o VirA, se liga a hetero-oligomeros de tubulina
e inibe a formagdo de microtubulos (o que favorece a polimeriza¢ao da actina) e promove
sua degradacdo, gerando perturbagdes e protrusdes Rac dependentes na membrana. VirA,
assim como Abl/Arg tirosina kinases, pode causar a ativacdo do GEF (guanine nucleotide
Exchange factor — fator de troca do nucleotideo guanina) resultando na ativa¢do de Cdc42 e
Rac GTPase (Skoudy et al., 2000). Resultados obtidos por Uchiya et al. (1995) sugerem
que o papel de VirA na invasdo ¢ dependente das Ipa, atuando como uma proteina efetora
que modula as fungdes do hospedeiro durante a invasdo por Shigella. Nao esta totalmente
claro se VirA e IpaC desempenham mutuamente o papel de induzir ondulagdes e projecdes
da membrana durante a entrada da bactéria ou se agem separadamente, induzindo Racl por
caminhos distintos. De qualquer forma, a atividade de ambas ¢ necessaria para que Shigella
invada de forma eficiente as células epiteliais (Yoshida et al., 2002).

Ipa A se liga a vinculina, um componente da adesdo focal, ¢ o complexo IpaA-

vinculina junto com a F-actina promovem a despolimerizacdo dos filamentos de actina,
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necessaria para que ocorram as modificagdes da membrana induzidas por Shigella. IpaA
associada a vinculina leva ao recrutamento de outras proteinas do citoesqueleto como a a-
actinina para organizar a formagdo das estruturas de entrada celular e também para a
formac¢ao de uma adesao pseudo-focal justapondo a membrana a bactéria. IpaA ¢é necessaria
entdo para transformar as extensodes celulares induzidas por Shiguella em estruturas que
permitam sua entrada e o seu englobamento dentro da bolsa macropinocitica (Tran Van
Nhieu et al., 1997; Tran Van Nhieu et al., 1999; Bourdet-Sicard et al., 1999).

IpgBl, também secretada via sistema de secre¢do tipo III, desempenha um
importante papel induzindo a formagdo de proje¢des na membrana (ruffles) das células
epiteliais através da estimulacdo de Racl e ativagdo de Cdc42 e, conseqiientemente,
ativacdo de Rho GTPases (Ohya et al., 2005). Ohya et al. (2005), trabalhando com
linhagens ipgB1 mutantes observaram um decréscimo de 50% na capacidade de invadir em
relacdo aos tipos selvagens.

IpgD, também translocado para dentro da célula epitelial, age como um potente
inositol 4-fosfatase que gera uma desfosforilizagdo, transformando Ptdlns(4,5)P, em
Ptdlns(5)P. Isto leva a remodelacdo dos filamentos de actina e a mudangas morfoldgicas na
célula hospedeira, com a formagdo das protrusdes na membrana (ruffles) (Niebuhr et al.,
2002).

O processo de entrada de Shigella nas células epiteliais ndo fagociticas ¢ um
processo com muitas etapas envolvendo sinergismo de varios efetores bacterianos e
respostas celulares, que leva a formac¢ao de grandes extensdes da membrana que terminam
por envolver a bactéria em um vactiolo macropinocitico (Gouin et al., 2005).

Depois da internalizacdo, Shigella escapa do vacuolo e comeca a se deslocar a 10-15

um/min. Bernardini et al. (1989) demonstraram que icsA ¢ um locus no plasmidio de
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viruléncia pWR100 de S. flexneri responsavel por sua disseminagdo. A polimerizagdo da
actina ¢ mediada pela proteina bacteriana IcsA (130kDa) (ou VirG), que ¢ a unica proteina
bacteriana necessaria para este processo. IcsA estd localizada na membrana externa de
forma polarizada, que se acumula em alta concentragdo no pdlo a partir do qual a actina se
polimeriza e se liga as NPFs (fator protéico que promove a nucleagdo) (no hospedeiro N-
WASP), de onde se inicia a polimerizagdo da actina. IcsA parece funcionar como Cdc42
que promove alteragdes conformacionais, que ativam N-WASP, e subseqiientemente, o
complexo Arp2/3, que polimeriza os filamentos de actina (Gouin et al., 2005). Os niveis de
IcsA sdo regulados a nivel transcricional pela proteina VirF (Lett ez al., 1989).

Como dito anteriormente, as células possuem a capacidade de identificar moléculas
possivelmente indesejaveis, incluindo algumas do proprio citoplasma, e eliminé-las através
da formagdo de um autolisossomo em um processo chamado autofagia. Atg5 ¢ uma das
moléculas essenciais para a formag¢do da membrana de isolamento que ird produzir o
autofagossomo. A Shigella possui em sua superficie marcadores para autofagia e entre eles
uma por¢do da molécula VirG que ¢ reconhecida por Atg5. Estudos tém revelado que tanto
Atg5 e IcsB se ligam em VirG no mesmo ponto, no mesmo residuo interno de aminoécido
(319-507), sugerindo que IcsB se liga a VirG permitindo que o patégeno se mova, impelido
pela actina polimerizada no citoplasma do hospedeiro, camuflado por IcsB, sem que seja
reconhecido por Atg5 (Ogawa et al., 2006).

A capacidade da bactéria de sobreviver e se disseminar entre as células vizinhas ¢
um ponto chave para que se instale a infeccdo (Ogawa et al., 2006). Na shiguelose, a injuria
fisioloégica que inicia a cascata inflamatéria ¢ a invasdo do epitélio do colon e a lamina

basal.
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Caracterizacao molecular

Surtos de doengas infecciosas sdo resultado da exposi¢do de véarios individuos a
uma fonte comum de determinado agente infeccioso. Muitas vezes, o agente etioldgico
causador das infecgdes € derivado de uma unica célula cuja progénie ¢ geralmente idéntica
ou intimamente relacionada com o organismo fonte. Em termos epidemioldgicos, os
individuos agentes infecciosos envolvidos nos surtos sdo clonalmente relacionados. Alguns
métodos véem sendo utilizados com o objetivo de se obter a tipagem molecular de agentes
infecciosos e a escolha destes métodos requer a observacdao de alguns critérios: todos os
organismos da espécie devem ser passiveis de serem analisados pelo método usado, que
deve ser capaz de diferenciar espécies ndo relacionadas e demonstrar a relagdo dos
organismos isolados. Além disso, o método escolhido deve ter boa reprodutibilidade (Olive
e Bean, 1999).

Versalovic et al. (1991) descreveram duas metodologias para caracterizacdo
bacteriana através da andlise dos padrdes obtidos pela amplificagdo por PCR de elementos
que se repetem no DNA gendmico bacteriano. Quando estas seqiiéncias ndo estdo muito
distantes no genoma, o DNA entre elas pode ser amplificado por PCR e, desta forma, o
polimorfismo quanto ao nimero e a posicdo em que estas seqiiéncias se localizam no
genoma ¢ usado para diferenciar linhagens. A comparagdo entre diferentes perfis
eletroforéticos pode nos fornecer o grau de similaridade entre linhagens.

A seqiiéncia de elementos extragénicos palindromicos repetitivos (REP) tem sido
descrita em muitas bactérias entéricas (Sharples e Lloyd, 1990; Hulton et al., 1991). A
natureza palindromica dos elementos REP e sua habilidade de formar estruturas circulares,
tém levado a se propor varias funcdes a estes elementos (Newbury et al., 1987; Yang e

Ames, 1988; Gilson et al., 1990). REP ¢ uma seqiiéncia de 38 pb, com 6 posi¢des
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degeneradas e 5 posi¢des variaveis na regido central, usada para caracterizacdo genotipica
de varias espécies bacterianas (Navia et al., 1999; Harrington et al., 2007).

A seqiiéncia consenso intergénica repetitiva enterobacteriana (ERIC) ¢é outra
seqiiéncia de DNA que vem sendo bastante usada para tipagem de algumas espécies
bacterianas (Sharples e Lloyd, 1990; Hulton et al., 1991; Silveira et al., 2002; Falcao et al.,
2006; Wilson e Sharp, 2006) e, entre elas, Shigella spp (Liu et al., 1995). A seqiiéncia
ERIC ¢é composta por 126 pb que contém contendo uma regido central altamente
conservada, formada por repeti¢des invertidas (Versalovic ef al., 1991)

Os padroes obtidos por ERIC sdo normalmente menos complexos que os obtidos
por REP, mas ambos fornecem bom nivel discriminatdrio entre as linhagens bacterianas. A
avaliacdo das linhagens por ambas as técnicas, ERIC e REP-PCR aumenta o poder
discriminatorio em relagdo ao uso de cada técnica isoladamente (Olive e Bean, 1999;
Ferreira et al., 2001). Alguns trabalhos tém usado a reacdo em cadeia da polimerase para
analise e comparacdo dos isolados de Shigella spp. (Navia et al., 1999; Surdeanu et al.,
2003; Penatti et al., 2007).

Em estudos de epidemiologia molecular, a analise dos padrdes de macro-restri¢do
em gel por eletroforese em campo pulsado (pulsed field gel electrophoresis - PFGE) ¢
considerada o método mais confiavel, discriminatério e reprodutivel, em relagdo a outros
métodos bioquimicos e moleculares (Schwartz e Cantor, 1984; Murray et al., 1990; Prevost
et al., 1992; Tenover et al., 1994; Grundmann et al., 1995; Barbier et al., 1996; Olive e
Bean, 1999; Ross et al., 2005; Chiou et al., 2006), permitindo um alto grau de detec¢do de
polimorfismo do DNA (Straden et al., 2003) para usos epidemiologicos (Régua-Mangia et
al., 2003; Wei et al., 2007; Zhang et al., 2007) e para tipagem rotineira de linhagens de

Shigella (DeLappe et al., 2003). Por isto, muitos trabalhos utilizam PFGE para analises
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epidemioldgicas e caracterizagdao genotipica de Shigella spp (Liu et al., 1995; Navia et al.,
1999; DeLappe et al., 2003; Chiou et al., 2006; Wei et al., 2007). O método de PFGE
permite uma separacdo de grandes fragmentos, de 10 a 800 kb do DNA genomico e, entre
os fatores que limitam sua utilizagdo, estdo o grande tempo necessario para a realizagdo de
toda a analise e a dificuldade de se analisar um grande ntimero de amostras (Olive e Bean,
1999).

O desenvolvimento de softwares para analise dos padrdes de restricdo, obtidos por
PFGE, tem possibilitado a criacdo de bancos de padrdes para todos os organismos, onde as
linhagens podem ser comparadas para identificar sua relacdo filogenética com outras
similares (revisado por Olive e Bean, 1999).

Técnicas moleculares, combinadas com técnicas tradicionais, sdo usadas para
diferenciar espécies e linhagens de bactérias patogénicas (Ochman et al., 1983; Pupo et al.,
1997; Penatti et al., 2007). As analises moleculares agregam informagdes a respeito da
endemicidade das linhagens de Shigella isoladas, por identificar as multiplas populagdes
circulantes e, desta forma, colaborar no desenvolvimento de estratégias de intervengdo e
prevengao.

No presente estudo, as metodologias de ERIC-PCR, REP-PCR e PFGE foram
utilizadas para genotipar 119 linhagens de Shigella (61 S. flexneri e 58 S. sonnei), isoladas
de casos de shigueloses que ocorreram em duas areas metropolitanas localizadas a 250 Km
de distancia (Campinas e Ribeirdo Preto), no estado de Sao Paulo. Além disso, as linhagens
foram submetidas a analise de seu perfil de integrons. A proposta deste estudo foi analisar a
relacdo genética entre as linhagens e determinar, caso hajam, os clones geograficamente

predominantes. Estudos como estes podem colaborar para o desenvolvimento de estratégias
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para prevenir a disseminagao da doencga, fornecendo dados e informagdes sobre o padrao de

susceptibilidade a antimicrobianos das linhagens destas regides.
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2. Objetivos

Realizar a andlise clonal comparativa e caracteriza¢do de 119 linhagens de Shigella
spp., isoladas de casos de shiguelose ocorridos nas regides metropolitanas de Campinas e
Ribeirdo Preto, através de reagdo de PCR utilizando iniciadores especificos (ERIC-PCR e
REP-PCR) e da técnica de macro-restrigdo em gel de eletroforese com campo pulsado
(PFGE).

Verificar a presenca e determinar o perfil de integrons das linhagens estudadas,
usando a técnica de PCR em tempo real.

Gerar dados epidemiologicos a respeito das shigueloses entre diferentes regides
metropolitanas do estado, a partir da caracterizacdo, determinacdo da origem e de possivel

correlagdo entre as linhagens analisadas.
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3. Material e Métodos

3.1. Linhagens bacterianas

Neste estudo foram utilizadas 119 linhagens de Shigella spp. isoladas de pacientes
apresentando quadro clinico de shiguelose em diferentes cidades do estado de Sao Paulo.
Entre as linhagens estudadas, cinqiienta ¢ nove linhagens foram isoladas na regido de
Ribeirdo Preto, das quais 28 s3o S. sonnei ¢ 31 sdo S. flexneri, e sessenta linhagens foram
isoladas na regido de Campinas, das quais 30 sdo S. sonnei e 30 sdo S. flexneri.

As linhagens provenientes da regido metropolitana de Ribeirdo Preto foram isoladas
a partir de pacientes atendidos na Unidade de Emergéncia do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, sob coordenacido do Prof. Dr. Roberto Martinez,
no periodo de janeiro de 1999 a fevereiro de 2000 e gentilmente cedidas, juntamente com
seu perfil de resisténcia a antimicrobianos, pelo Prof. Dr. Marcelo Brocchi (IB-
UNICAMP). As amostras provenientes da regido metropolitana de Campinas foram
gentilmente cedidas, juntamente com seu perfil de resisténcia a antimicrobianos, pela Dra.
Marilu Mendes Moscardini Rocha (Instituto Adolfo Lutz de Sao Paulo), e isoladas entre
1997 ¢ 2001.

Informacdes referentes a cidade de origem, data de isolamento e perfil de resisténcia

a antimicrobianos estdo dispostas nas tabelas 1, 2, 3 e 4 e na figura 1.
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Tabela 1: Identificagdo da linhagem, data de isolamento, cidade, idade do paciente, perfil

de resisténcia a antimicrobianos de S. flexneri (CF) isoladas na regido metropolitana de

Campinas.
S. flexneri Datado Cidade Idade do paciente Resisténcia
Isolamento antimicrobiana
CFIA 02/11/87 SIBV 44 AP, ET, SUT
CF1B 02/11/87 SIBV 12 AP, ET, SUT
CF2 03/10/89 C 2 CO, ET, SUT, TT
CF3 23/04/90 J 35 ET, SUT
CF4 24/11/97 C 8m AP, CO, ET, SFT,TT
CF5 30/12/97 C 6m AP, CO, ET, SFT,TT
CF6 11/02/98 C 2 AP, CO, ET, SFT,TT
CF7 16/09/98 C 4 AP, ET, SUT,TT
CF8 21/01/99 C 1 AP, CO, ET, SUT,TT
CF9 17/02/99 C 70 AP, CO, ET, SUT,TT
CF 10 29/03/99 C 29 CO, ET, SUT,TT
CF11 30/09/99 C I11m AP, CO, ET, SUT,TT
CF12A 12/11/99 I 50 AP, CO, ET, SUT,TT
CF12B 12/11/99 I 40 AP, CO, ET, SUT,TT
CF12C 16/11/99 I 4 AP, CO, ET, SUT,TT
CF12D 30/11/99 I 19 AP, CO, ET, SUT,TT
CF13 14/02/00 C 8m AP, CO, ET, SUT,TT
CF14 02/05/00 C 5 AP, CO, ET, SUT,TT
CF15 15/05/00 C 3 AP, CF,CO, ET, SUT,TT
CF16 05/06/00 C 4 AP, ET, SUT,TT
CF17 10/07/00 C 6m AP, ET, SUT,TT
CF18 10/07/00 C - AP, ET, TT
CF19 15/08/00 C 1,5 AP, CO, ET, SUT,TT
CF20 10/11/00 C 5 AP,CO, TT
CF21 14/11/00 C 50 AP, CO, SUT, TT
CF22 21/12/00 C 5 AP, CO, ET, SUT, TT
CF23 16/01/01 C 40 AP, CO, ET, SUT, TT
CF24 22/01/01 C 10m ET, TT
CF25 18/06/01 MG 49 SUT
CF26 27/12/01 C 3 AP,CO, TT

Cidades da regido de Campinas: Sao Jodo da Boa Vista (SJBV), Campinas (C), Jundiai (J),
Itapira (I), Mogi Guagu (MG), Braganca Paulista (BP), Limeira (L), Cosmopolis (COS),
Vinhedo (VIN). Antimicrobianos: AP = Ampicilina, CF = Cefalotina, CO = Cloranfenicol,

ET = Estreptomicina, SUT = Sulfametoxazol, SFT = Sulfazotrim, TT = Tetraciclina.
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Tabela 2: Identificagdo da linhagem, data de isolamento, cidade, idade do paciente, perfil

de resisténcia a antimicrobianos de S. sonnei (CS) da regido metropolitana de Campinas.

S. sonnei Data do Cidade Idade do Resisténcia antimicrobiana
isolamento paciente
CS1 14/02/97 MG 23 ET, SUT,TT
CS2 14/05/97 BP 15 AP, ET, SUT
CS3 15/10/98 L 11 ET, SUT, TT
CS4 24/06/99 C 10 SUT, TT
CS5 10/03/00 C 2 AP, SUT, TT
CS6 23/05/00 C 7m ET, SUT, TT
CS7 31/05/00 C 87 ET, SUT, TT
CS8 02/06/00 C 2 ET, SUT, TT
CS9 25/01/01 COS 2 SUT, TT
CS10 02/03/01 C 9 ET, SUT, TT
CS11 02/03/01 C 3 SUT, TT
CS12 08/03/01 C 3 ET, SUT,TT
CS13 10/05/01 C 1 SUT, TT
CS14 29/06/01 C - SUT, TT
CS15 05/07/01 C - SUT, TT
CS16A 28/02/02 C 4 SUT, TT
CS16B 28/02/02 C 3 SUT, TT
CS16C 28/02/02 C 5 SUT, TT
CS16D 28/02/02 C 4 SUT, TT
CS16E 28/02/02 C 5 SUT, TT
CS16F 28/02/02 C SUT, TT
CS16G 07/03/02 C 6 SUT, TT
CS16H 11/03/02 C 42 SUT, TT
CS16l 26/03/02 C 6 SUT, TT
CS17 06/03/02 C 5 SUT, TT
CS18 15/03/02 C - SUT, TT
CS19A 18/04/02 VIN - SUT, TT
CS19B 18/04/02 VIN - SUT, TT
CS19C 18/04/02 VIN - SUT, TT
CS20 03/05/02 C - SUT, TT

Cidades da regido de Campinas: Sao Jodo da Boa Vista (SJBV), Campinas (C), Jundiai (J),
Itapira (I), Mogi Guagu (MG), Braganca Paulista (BP), Limeira (L), Cosmoépolis (COS),
Vinhedo (VIN). Antimicrobianos: AP = Ampicilina, CF = Cefalotina, CO = Cloranfenicol,
ET = Estreptomicina, SUT = Sulfametoxazol, SFT = Sulfazotrim, TT = Tetraciclina.
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Tabela 3: Identificagdo da linhagem, data de isolamento, cidade, idade do paciente, perfil

de resisténcia a antimicrobianos de S. flexneri (RF) da regido metropolitana de Ribeirao

Preto.
S. flexneri Data de Cidade Idade do Resisténcia antimicrobiana
isolamento paciente

RF02 04/01/99 CJ 48 AMI, AP, CO, GEN, SUL, TT, TOB
RF03 06/01/99 RP 1.5 -
RF07 18/01/99 GU 7m SUL, TT
RF21 09/02/99 RP 21 AP, CO, SUL, TT
RF23 23/02/99 RP Im SUL
RF24 10/03/99 RP 3.5 AP, CO, SUL, TT
RF25 15/03/99 RP 3.5 AP, CO, SUL, TT
RF26 15/03/99 RP 1.5 AP, SUL, TT
RF27 15/03/99 IJD 6m SUL, TT
RF28 24/03/99 RP 9m SUL, TT
RF29 24/03/99 RP 8m SUL, TT
RF31 02/04/99 RP 4m AP, SUL
RF32 07/04/99 RP 20 AP, CO, SUL, TT, TOB
RF34 09/04/99 RP 4m AP, CO, SUL, TT
RF35 07/05/99 PO 4 SUL, TT
RF37 14/06/99 RP 9m SUL, TT
FR41 09/07/99 RP 6m AP, SUL, TT
RF43 08/09/99 PI 2 SUL, TT
RF44 16/08/99 BA 9m AP, CO, GEN, SUL, TT, TOB
RF45 20/08/99 RP 3 AP, CO, TT
RF47 15/09/99 RP 16 AP, SUL, TT
RF48 13/10/99 RP 9m AP, CO, SUL, TT
RF53 03/11/99 RP 26 TT
RF54 04/11/99 RP 7m AP, SUL, TT
RF55 08/11/99 RP 10m SUL, TT
RF56 13/11/99 RP 3 SUL, TT
RF57 19/11/99 RP I1m AP, SUL, TT
RF60 25/11/99 RP 9m AP, SUL
RF63 30/12/99 RP 2 AP, SUL, TT
RF64 30/12/99 RP 27 AP, CO, SUL, TT
RF67 18/01/00 RP 5m SUL, TT

Cidades da regido de Ribeirdo Preto: Cajuru (CJ), Guatapard (GU), Jardinopolis (JD),
Pontal (PO), Pitangueiras (PI), Barrinha (BA) e Ribeirdo Preto (RP). Antimicrobianos:
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Cloranfenicol (CO), Amicacina (AMI), Ampicilina (AP), Cefalotina (CF), Cefoxitina
(CFX), Gentamicina (GEN), Sulfonamida (SUL), Tetraciclina (TT), Tobramicina (TOB),
Acido nalidixico (NAL).

Tabela 4: Identificacdo da linhagem, data de isolamento, cidade, idade do paciente, perfil

de resisténcia a antimicrobianos de S. sonnei (RS) da regido metropolitana de Ribeirdo

Preto.
S. sonnei  Data do isolamento  Cidade  Idade do paciente Resisténcia
antimicrobiana
RS5 11/01/99 RP 6.5 SUL
RS6 18/01/99 RP 3 AP, CF, SUL
RS8 19/01/99 RP 14 SUL, TT
RS9 21/01/99 RP 5 CF,SUL, TT
RS10 21/01/99 RP 11.5 AP, CF, SUL, TOB
RS11 21/01/99 RP 6 AP, CF, SUL
RS15 25/01/99 RP 5.5 NR
RS16 26/01/99 RP 5 SUL, TT
RS17 02/02/99 RP 1 NR
RS22 22/02/99 CA 41 NR
RS25 22/02/99 RP - -
RS30 31/03/99 RP 5 AP, SUL
RS33 08/04/99 ID 10m SUL, TT
RS38 18/06/99 RP 5 SUL, TT
RS42 09/08/99 RP 9m SUL, TT
RS46 15/09/99 BA 2 SUL, TT
RS49 22/10/99 RP 3 NR
RS50 22/10/99 RP 5 AP, SUL
RS51 29/10/99 BA 5 SUL, TT
RS52 02/11/99 RP 4 AP, SUL
RS61 25/11/99 RP 2m AP, SUL
RS62 04/12/99 BA 4m SUL, TT
RS65 10/01/00 RP 6.5 AP, SUL
RS68 19/01/00 cC 5 AP, SUL
RS69 27/01/00 RP 7 AP, SUL
RS70 28/01/00 ID 4m AP, SUL
RS71 07/02/00 BA 3 AP, SUL, TT
RS72 08/02/00 NU 2 SUL, TT

Cidades da regiao de Ribeirao Preto: Jardinopolis (JD) Barrinha (BA), Ribeirao Preto (RP),

Cambird (CA), Cassia dos Coqueiros (CC) e Nuporanga (NU). Antimicrobianos:
Cloranfenicol (CO), Amicacina (AMI), Ampicilina (AP), Cefalotina (CF), Cefoxitina
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(CFX), Gentamicina (GEN), Sulfonamida (SUL), Tetraciclina (TT), Tobramicina (TOB),

Acido nalidixico (NAL), ndo apresentou resisténcia (NR).

= Escala do Encarte

Figura 1: Mapa do estado de S@o Paulo indicando as cidades e a localizacdo das regides

metropolitanas de Campinas (a) e Ribeirdo Preto (b).

33



3.2. Meios de Cultura e Solucoes

Meios de Cultura

3.2.1- Luria Bertani (LB) (Miller, 1972)

TTIPLONA ..ot 10g
Cloreto de SOdI0 ......coerverieniieiinicieeiceeeeceee 10g
Extrato de levedura ...........coccoeviiiiiniiiiiieeen S5¢g
Agua destilada/deionizada q.8.p. ...ocoevvvvenennee. 1000 mL

Apos o preparo, o meio de cultura foi esterilizado, em autoclave, a 121°C, durante 20

minutos.

3.2.2- Meio agar Mac Conkey

O meio de cultura utilizado foi adquirido da Oxoid. Apos o preparo, o meio foi esterilizado,

em autoclave, a 121°C, durante 20minutos.

3.2.3. Meio agar Salmonella Shigella (SS)

O meio de cultura utilizado foi adquirido da Difco. Apds o preparo, o meio foi esterilizado,

em autoclave, a 121°C, durante 20minutos.
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3.2.4. Meio de Hogness (estoque) (Werner et al., 1997)

Ko HPO4 i 6,30 g
NazCsHs0 . 2 HyO ..o 045¢g
MgESO04. 7 HoO e 0,09 g
(NH4)2SO4 ettt 0,90 g
KH) POy e 1,80 g
GIICETOL e aaaaaaees 44,00 mL
Agua destilada/deionizada q.5.p. «..coooveveeeveeeeeieerennnn. 100,00 mL

Ap0s o preparo, a solucdo foi esterilizada sob vapor fluente, durante 30 minutos. Para
o estoque das amostras bacterianas (- 70°C), foram adicionados 500 pLde solugdo de

Hogness a 500 plLde meio LB contendo a amostra.

Solucoes

3.2.5. Tampao Tris-HCI 1M pH 8,0

121,1 g de Tris-base foram adicionados a 800 mL de 4gua deionizada. Apds a completa
dissolu¢do do Tris-base, foi adicionado acido cloridrico concentrado (HCl fumegante) até
que a solugdo atingisse pH 8. Agua deionizada foi adicionada ao tampao até completar o

volume de 1000 mL de solugdo. O tampao foi mantido a 4°C até o momento do uso.

3.2.6. Cloroformio:Alcool Isoamilico (25:24:1)

CIOTOTOIIINIO oo 24 mL

ALCOOL TSOAMITICO .o, 1 mL
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3.2.7. Tampao Tris-EDTA pH 8,0 (TE)

Para o preparo do tampao Tris-EDTA foram utilizados os tampdes Tris-HCI (pH 8,0), para
uma concentracao final de 10 mM, e EDTA pH 8,0, para uma concentragdo final de 1 mM.
Depois de preparado o tampao foi autoclavado a 121°C, durante 20 minutos e armazenado

sob refrigeragdo a 4°C.

3.2.8. Solucao de EDTA 0,5M pHS8,0

A 86,1 g de EDTA dihidratado foram misturados a 800 mL de agua deionizada. Sob
agitacdo vigorosa o pH foi ajustado para 8 com adi¢ao de solugdo 10 N de NaOH. Apds o
ajuste do pH foi adicionada 4gua até que o volume da solugdo atingisse 1000 mL. A

solugdo foi autoclavada a 121°C, durante 20minutos e armazenada a -20°C.

3.2.9. Solugao de NaCl 5 M
292,10 g de NaCl foram dissolvidos em 1000 mL de agua deionizada. A solugdo foi

mantida a 4°C.

3.2.10. Solu¢ao de CTAB/NaCl (Brometo de Cetramonio/NaCl) (Ausubel et al., 1988)

8 g de brometo de cetraménio e 4 g de NaCl foram dissolvidos em 80 mL de agua
deionizada pré-aquecida a 65°C. Apds a dissolucdo completa dos reagentes, o volume da
solugdo foi completado para 100 mL com agua deionizada pré-aquecida a 65°C. A solugao

foi armazenada a temperatura ambiente.
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3.2.11. Tampao de ressuspensdo de DNA (Sambrook et al., 1989)
Os corantes azul de bromofenol e xileno cianol foram adicionados a uma concentragao final

de 0,25%, a uma solugao de 50% de sacarose. O tampao foi armazenado a 4°C.

3.2.12. Tampao Tris-Borato-EDTA (TBE) 5X

TTIS=DASE .eveeiieiieeiieee et 540¢g
ACIAO DOTICO ..o 275¢
Solugdo de EDTA 0,5 M ....ooiiiiiiiciieeeeeeeeeeee e 20,0 mL
Agua destilada/deionizada q.5.p. ...c.ooeveeeeveereeeeeans 1000,0 mL

Ap0s o preparo a solucao foi armazenada a 4°C.

3.2.13. Solugao corante de brometo de etidio (0,5 mg/mL) (Sambrook et al., 1989)
Brometo de etidio 190 cocouveiieeiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee 0,05 mL

Agua destilada/deionizada q.8.p. ......oovveverereerinnns 100,00 mL
3.2.14. Gel de agarose
A agarose (nas concentracdes finais desejadas) foi dissolvida em tampao TEB 1X em forno

de microondas, resfriada e colocada em cuba de eletroforese horizontal.

3.2.15. Tampao de suspensdo de células

TTIS PHT,2 et 100mM
NACT o 20mM
EDTA oot 100mM
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3.2.16. Tampao de remogao de proteinas

EDTA PHO...oooieeeee et 0,25M
SATCOSIL .eiiiiiiiieeeeeeee e 0,5%
Proteinase K ......c.oooveeiiiiiiniieiieeeeeeeee e 0,5mg/mL
3.3. Métodos

3.3.1. Condicoes de Cultivo e Estoque

As linhagens bacterianas foram cultivadas em dgar Mac Conkey (Oxoid), SS (Difco) e
caldo Luria Bertani (LB) (Miller, 1972). Depois de incubadas por 18 a 24 horas a 37°C em
LB, uma aliquota de cada linhagem foi misturada em tubos criogénicos, na propor¢do de
1:1, a uma solu¢do de Hogness e homogenizada em vortex (Phoenix, Araraquara, SP,

Brasil). A suspensao obtida foi armazenada em freezer a - 70°C.

3.3.2. Extracao de DNA genomico

As células bacterianas foram cultivadas em meio LB (Sambrook et al., 1989) por 16
horas a 37° C. O DNA gendmico foi extraido segundo metodologia descrita por Ausubel et
al. (1988), com algumas modificacdes.

Um mililitro (1 mL) de cada suspensdo bacteriana foi centrifugado em
microcentrifuga (Incibras — Instrumentacdo Cientifica Brasileira, Sdo Paulo — SP, Brasil)
(12.000 rpm por 3 minutos), o sobrenadante foi descartado e o sedimento contendo as

células bacterianas lavado duas vezes em tampao TE (Tris-EDTA), por centrifugacao
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(12.000 rpm por 1 minuto). Em seguida o sobrenadante foi descartado e ao sedimento
foram adicionados 400 pLde tampao TE 1X, 50 pLde lisozima (10mg/mL) (Invitrogen-Life
Technologies, EUA) e 1 uLLde RNAse (10 mg/mL) (Invitrogen-Life Technologies, EUA).
A mistura foi homogeneizada sob forte agitacdo em vortex (Phoenix — AP56) e incubada
em banho termostatizado a 37°C por 2 a 3 horas. A suspensio foram adicionados 70 pLde
SDS 10% (duodecil sulfato de sédio) e 5 ulde proteinase K (10 mg/mL) sendo a mistura
homogeneizada em vortex e incubada a 65°C por 10 minutos em banho termostatizado.
Volumes de 100 pLLde NaCl 5M e 100 pLde uma solucdo de CTAB/NaCl aquecida a 65°C
foram adicionados a suspensdo, que foi agitada em vortex até a formagao de um liquido de
aspecto leitoso, e incubada a 65°C por 10 minutos em banho termostatizado. Transcorrido
este periodo, 750 pLde uma solugcdo (24:1) de cloroféormio: 4lcool isoamilico
(USB/Quimex, Brasil/Mallinckrodt, EUA), foram adicionados a suspensdo que foi agitada
em vortex por 10 segundos e centrifugada a temperatura ambiente (12.000 rpm por 5 min),
obtendo-se a formagao de trés fases. O sobrenadante aquoso foi cuidadosamente transferido
para outro tubo de polipropileno para microcentrifuga. O DNA foi precipitado através da
adi¢ao de 0,6 volumes de Isopropanol (Quimex, Brasil) a -20°C e incubado a —20°C por 30
min. A suspensdo foi, a seguir, centrifugada (5 minutos a 12.000 rpm) a temperatura
ambiente, o sobrenadante descartado e o sedimento lavado trés vezes com 1 mL de Etanol
(Quimex, Brasil) 70% a -20°C, sob centrifuga¢do (3 minutos a 12.000 rpm). O DNA
precipitado foi seco a temperatura ambiente e cuidadosamente ressuspenso em 100 pLde
agua deionizada esterilizada. A concentragdo e pureza do DNA foram determinadas por
leitura em espectrofotometro a 260 nm e 280 nm, como descrito por Sambrook et al.

(1989).
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3.3.3. Determinacao de relacdo clonal por ERIC e REP-PCR

As amplificagdes por PCR utilizadas na genotipagem molecular foram realizadas
segundo as condi¢des e metodologia descrita por Versalovic et al. (1991) para ERIC e
REP-PCR. Cada reagdo, com um volume final de 100 pL, continha 50 pmol de cada
iniciador (Invitrogen — Life Technologies), 1,25 mM de cada dNTP (Invitrogen), 4 mM de
MgCl;, 1 unidade da enzima KlenTaql™ DNA polimerase (AB Peptides, Inc. EUA) e 100
ng do DNA molde, em tampao de reacdo apropriado fornecido pelo fabricante da enzima.

Os iniciadores utilizados nas reagdes estdo descritos na tabela 5.

Tabela 5: Iniciadores utilizados nas reagdoes de ERIC-PCR e REP-PCR.

Iniciador Seqiiéncia
ERIC 1R 5’ - ATG TAA GCT CCT GGG GATTCAC-3’
ERIC 2 5’ - AAG TAA GTG ACT GGG GTGAGCG-3
REP IR1 5’ -UI ICG ICG ICA TCI GGC - 3’
REP 2 5’ -ICG ICI TAT CIG GCCTAC -3’

A = adenina, T = timina, C = citosina, G = guanina, [ = inosina

As reagdes de PCR foram realizadas em um termociclador PTC200 (MJ Research —
MA, Waltham, USA).

Para as amplificagdes de ERIC-PCR o DNA gendmico (acrescido de dNTP,
iniciadores, MgCI2 e tampao) foi inicialmente desnaturado com um ciclo a 95° C por 7
min, sendo, em seguida, adicionadas 2,5 U da enzima e a amplificacdo realizada em 30
ciclos das seguintes etapas: desnaturagao a 94° C por 30 segundos, anelamento a 52° C por
1 min e extensdo a 65° C por 8 min, seguidas de uma extensao final a 65° C por 16 minutos.

Para as amplificagdes de REP-PCR o DNA genomico (acrescido de dNTP,

iniciadores, MgCI2 e tampao) foi inicialmente desnaturado com um ciclo a 95° C por 7
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min, sendo, em seguida, adicionadas 2,5 U da enzima e a amplificacdo realizada em 30
ciclos das seguintes etapas: desnaturagao a 94° C por 30 segundos, anelamento a 40° C por
1 min e extensdo a 65° C por 8 min, seguidas de uma extensao final a 65° C por 16 min.

Todas as reagdes de PCR foram realizadas em duplicata e, em caso de discordantes,
repetidas uma terceira vez.

Os fragmentos obtidos foram analisados por eletroforese horizontal em gel de
agarose (Invitrogen-Life Technologies) 1,5%, em cubas horizontais (Horizon 11.14, Gibco
BRL — Life Technologies), a 80 Volts, em tampao TEB. Em cada canaleta foram aplicados
10 puL do produto da reagdo de PCR, juntamente com 5 puL. do tampao de ressuspensdo 5X
((Gibco BRL, EUA) e 0,25% de Azul de Bromofenol (Gibco BRL, EUA). O gel foi,
finalmente, corado com brometo de etidio (Sambrook et al., 1989) e visualizado sob luz
ultravioleta com um transluminador de mesa (UPV) e a imagem registrada pelo sistema

software Kodac 1D Science.

3.3.4. Padrao de macro-restricio em gel de eletroforese com campo pulsado

A andlise do padrao de restricdo em PFGE foi realizada de acordo com metodologia
descrita por Yatsuyanagi et al. (2002), com algumas modificacdes.

As linhagens bacterianas foram cultivadas sob agitagdo em meio LB a 37°C, por 16
horas. A seguir, foram diluidas a 1:50 em 10 mL do mesmo meio e, novamente, incubadas
até que atingissem densidade Optica de aproximadamente 0,6 (660 nm). Dois mililitros das
culturas foram centrifugados (5000 rpm por 4 minutos), ¢ o sedimento ressuspenso em 500
uL de tampao de suspensdo de células e colocado em banho termostatizado a 50°C. Foram

acrescentados a cada amostra, 500 pL de agarose “low melting” (Gibco-BRL) a 2%, em
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tampao de suspensdo de células. Cada amostra foi distribuida em 5 pogos de um molde para
“plugs” e colocada por 5 minutos em geladeira para a solidificagdo dos “plugs”. Os “plugs”
foram colocados em tubos de 15 mL, contendo 5 mL de tampao de suspensao de células
com Img/mL de lisozima (Invitrogen-Life Technologies, EUA). Depois de incubados por 2
horas e lavados com 4agua esterilizada, foram adicionados aos “plugs” SmL de tampao de
remocao de proteinas e incubados durante a noite a 50°C. Os “plugs” foram lavados 4 vezes
por 30 minutos com 5 mL de tampao TE, sob leve agitacdo, sendo os “plugs”
sobressalentes armazenados a 4°C em TE 10X. Para uso, o “plug” armazenado foi lavado
por 1 hora com tampdo da enzima. Decorrido este tempo foram acrescentados 300 pL de
tampao da enzima e 40 unidades da enzima Xba I (Amersham Pharmacia Biotec) (nas
condicdes especificadas pelo fabricante) e o mesmo incubado a 37°C em banho
termostatizado, durante a noite. O “plug” foi posteriormente lavado com 500 pL de tampao
TE, sob leve agitacdo, por 30 minutos e inserido em gel de agarose a 1% para corrida
eletroforética. Os fragmentos de restricdo de DNA foram separados por PFGE com o
aparato CHEF DRIII (Laboratério Bio-Rad) em agarose 1% (Serva, Heidelberg, Germamy)
em campo de forga de 6 V/cm, por 22 horas a 14°C, com pulsos de 5 a 35 segundos. Um
marcador de peso molecular Lambda (BioLabs — New England) foi utilizado para
comparacao. Apds a eletroforese o gel foi corado com brometo de etidio (0,5 pL/mL), e
visualizado sob luz ultravioleta através de um transluminador de mesa (UPV) e a imagem
registrada pelo sistema software Kodac 1D Science. Os padrdes de macro-restricdo obtidos

por PFGE foram analisados segundo os critérios apresentados por Tenover et al. (1995).

42



3.3.5. Analise da similaridade genética.

No agrupamento dos padrdes de macro-restrigdo obtidos por PFGE e dos padrdes de
polimorfismo gerados por ERIC e REP-PCR, foi utilizado o software GelCompar II
(version 2.0, Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium). O dendrograma de
similaridade foi construido usando o indice de similaridade Dice, método de agrupamento

por pares ndo ponderado com média aritmética (UPGMA).

3.3.6. Pesquisa de integrons em linhagens de S. sonnei

A pesquisa da presenca de integrons foi realizada em 25 das 30 linhagens de S.
sonnei isoladas na regido de Campinas (tabela 8). A pesquisa de integrons, assim como o
seqiienciamento dos mesmos, em algumas das linhagens, foi feita em colaboragdo com o
laboratério do Prof. Dr. Jun Yu da University of Strathclyde Royal College, na Escocia.

A selegdo de colonias possivelmente virulentas foi feita adicionando-se 1% do
corante Vermelho do Congo ao Agar Triptose de Soja (TSA), que foi vertido em placas de
petri de 9 centimetros (Scientific Laboratory Supplies Ltd.) (Sakai et al., 1986). As
linhagens possivelmente virulentas produzem coldnias avermelhadas neste meio de cultura

(Apella et al., 1992).

3.3.6.1. Extracdo de DNA gendmico para pesquisa de

A partir das placas incubadas, apenas as colonias coradas em vermelho foram
selecionadas e 0 DNA extraido usando o kit “DNeasy Blood and Tissue”, de acordo com o
protocolo do manual “DNeasy Blood and Tissue” (Spin-Column, Quaigen Ltd., USA,

2006).
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3.3.6.2. Reagdo em cadeia da polimerase em tempo real

Os iniciadores especificos para o Integron de classe 1, Integron de classe 2, e para o
Integron de classe 3 foram desenhados a partir da seqiiéncia obtida por pesquisa na base de
dados do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) que foi empregada no software Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu) (tabela 6). A analise de PCR em tempo real foi feita pela
amplificacdo dos genes int 1, int 2 e int 3, segundo a metodologia descrita por Maguire et
al. (2001), com algumas modificagdes. As reacdes de trabalho continham: 6 pLL da mistura
“Faststart Universal SYBR Green Master” (Roche Diagnostics Ltd. Mannheim, Germany),
1 puL do iniciador da direita a 50 pmol/ pL, 1 pL do iniciador da esquerda a uma
concentragdo de 50 pmol/ uL e 2 uL. do DNA molde. As reacdes de amplificacdo foram
realizadas com uma desnaturagdo inicial de 1 ciclo a 90° C por 60 segundos e em 45 ciclos
(50 ciclos para o Integron 1) das seguintes etapas: desnaturagdao a 95° C por 20 segundos,
anelamento a 58° C por 20 segundos (MWG guidelines - Eurofins MWG operon) e
extensdo a 72° C por 22 segundos. Amplificacdes cujos sinais iniciaram-se depois do
trigésimo ciclo freqlientemente indicam resultados negativos sendo, portanto, considerados
resultados “falso positivo”. Os fragmentos obtidos foram analisados por eletroforese
horizontal em gel de agarose, de acordo com protocolo sugerido por Sambrook et al.

(1989).
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Tabela 6: Lista de iniciadores utilizados para o PCR em Tempo Real.

Integron 1 Integron 2 Integron 3

Iniciador da esquerda  atgcccgttccatacagaag — aatgcgttgcacttcatttg  ccggttcagtctttcctcaa
Iniciador da direita cggecttgctgttettctac  atgggcagtgaagaggtcag  gaggegtgtatctgecteat

Produto 183 pb 207 pb 155 pb

3.3.6.3. Purificagdo do DNA e Seqiienciamento

O DNA obtido da reagdo de PCR em tempo real foi purificado através do uso do kit
de purificacdo de DNA da Qiagen (Qiagen Ltd., USA, 2006), de acordo com o protocolo do
fabricante e encaminhado para o seqiienciamento no MWG (Eurofins MWG operon) para

verificagdo da presenca das seqiiéncias intl, int2 e int3.

45



4. Resultados

4.1. Analise dos casos de shiguelose

Dos 119 casos de shigueloses estudados neste trabalho, 33 (56,9%) dos causados
por S. sonnei e 43 (64,2%) dos causados por S. flexneri afetaram criangas com até 5 anos de

idade (tabelas 1, 2, 3 e 4) (figura 2).

Namero de linhagens / faixa etaria

J0-5 anos
O6-60 anos
B>60 anos
END

Figura 2: Gréfico ilustrando a propor¢ao entre o niimero de linhagens de S. sonnei e S.
flexneri, em ambas as regides, isoladas de individuos em diversas faixas etarias. ND: idade

nao definida

A maior parte dos casos de shiguelose analisados ocorreram no periodo do ano que
corresponde ao verdo (figura 3). Um total de 54 linhagens, entre as 119 do presente estudo,

entre elas 33 S. sonnei e 21 S. flexneri, foram isoladas durante o verdo. A relagdo entre o
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numero de linhagens de S. sonnei e S. flexneri, das distintas regides, isoladas nas diferentes

estagoes do ano pode ser visualizada na tabela 7.

35-
30 -
25 -
20 -
15 1
10 -
5.

Primavera Verao Outono Inverno

m S.flexneri ' S.sonnei

Figura 3: Distribui¢do do nimero de isolamentos de linhagens de Shigella sonnei e Shigella

flexneri, em ambas as regides, em relacao as estagdes do ano.

Tabela 7: Distribuicao do nimero de linhagens de S. sonnei e S. flexneri das regides de

Campinas e Ribeirdo Preto isoladas nas diferentes estagdes do ano.

Campinas Ribeirao Preto Total
S. flexneri S. sonnei S. flexneri S. sonnei por estacio
Primavera 11 1 7 6 25
Verao 9 16 12 17 54
Outono 6 10 7 3 26
Inverno 4 3 5 2 14
Total 30 30 31 28
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4.2. ERIC e REP-PCR

A partir da andlise do padrdo de bandas apresentado por cada uma das 119
linhagens através das técnicas de ERIC-PCR e REP-PCR, obteve-se um dendrograma de
similaridade onde as linhagens foram agrupadas em 13 grupos com 100% de similaridade
genética (tabela 8, figuras 5). O padrio de bandas apresentado pelos grupos de identidade

pode ser visualizado na figura 4.

As linhagens de S. flexneri e S. sonnei foram agrupadas, separadamente em dois
grupos principais, X e Y, respectivamente (figura 5). O grupo X (S. flexneri) é composto
por alguns grupos de identidade (com 100% de similaridade) (rfl, rf2, rf3, rf5) compostos
por linhagens provenientes da regido de Ribeirdo Preto e por um grupo de identidade (cf4)
que contém todas as linhagens provenientes de Campinas. O grupo rfl contém a maior
parte das linhagens de S. flexneri isoladas em Ribeirdo Preto, com 39,4 % de todas as
linhagens do grupo X. O grupo Y (S. sonnei) foi dividido em dois grandes grupos, Y1 e Y2.
O grupo Y2 (rs13), composto por linhagens de Ribeirdo Preto, corresponde a 3,5% das
linhagens de S. sonnei. O grupo Y1 foi dividido em dois subgrupos, o Y3 (44.82% das
linhagens deste grupo) composto por linhagens de Ribeirdo Preto e Y4 (51.69% das
linhagens deste grupo) composto por linhagens de Campinas.

Todas as linhagens de S. sonnei da regido de Campinas, isoladas a partir do ano
2000 (26 linhagens), exceto as linhagens CS7 e CS19C, foram agrupadas no grupo cs9

(tabela 10), sendo observado um agrupamento em relagcdo ao ano de isolamento.
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Figura 4: Gel de agarose (1,5%) onde pode ser observado o padrdo de amplificacio
caracteristico dos grupos com 100% de similaridade genética obtidos pelas técnicas de
ERIC e REP-PCR: 1 (grupo cs10), 2 (grupo csll), 3 (grupo c¢s9), 4 (grupo cfd), 5 (grupo
cf4), 6 (grupo cs12), 7 (grupo cs9), 8 (grupo rfl), 9 (grupo rs8), 10 (grupo rs6), 11 (grupo
1rs6), 12 (grupo rs8), 13 (grupo rs13), 14 (grupo rfl), 15 (grupo rf2), 16 ( grupo rfl). Os
grupos rf sdo compostos por linhagens de S. flexneri isoladas na regido de Ribeirdo Preto.

Os grupos s sdo compostos por linhagens de S. sonnei isoladas na regido de Ribeirdao Preto.
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O grupo cf é composto por linhagens de S. flexneri isoladas na regido de Campinas. Os

grupos cs sao compostos por linhagens de S. sonnei isoladas na regiao de Campinas.

rfl

rf2
rf3

cf4

rf5

Y1

rs6

Y2

cs9

rs7
Y3 ‘_’
rs&

csl0

csll
csl2

Y4

rs13

0.6

T
0.7

Coefficient of similarity

0.8

Figura 5: Dendrograma de similaridade obtido a partir da analise dos padroes de

amplificacao obtidos por ERIC e REP-PCR. Agrupamento X corresponde a linhagens de S.

flexneri e Agrupamento Y corresponde a linhagens de S. sonnei. Grupos rf (linhagens de S.

flexneri isoladas em Ribeirdo Preto), grupo cf (linhagens de S. flexneri isoladas em

Campinas), grupos rs (linhagens de S. sonnei isoladas em Ribeirdo Preto), grupos cs

(linhagens de S. sonnei isoladas em Campinas).
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Tabela 8: Grupos com 100% de similaridade genética obtidos por ERIC-PCR e REP-PCR.

Grupo Linhagens Total

RF2, RF3, RF7, RF21, RF23, RF24, RF25, RF26, RF27, RF28, RF31, RF32, 24
rfl  RF34, RF35, RF43, RF44, RF45, RF48, RF54, RF57, RF60, RF63, RF64,

RF67
rf2 RF53, RF55 2
rf3 RF37, RF56, RF41 3

CF1A, CF25, CF12B, CF11, CF9, CF7, CF5, CF3, CF1B, CF23, CF21, CF19, 30
cf4  CF17, CF15, CF13, CF12C, CF12A, CF10, CF8, CF6, CF12D, CF18, CF4,
CF22, CF24, CF26, CF16, CF2, CF14, CF20
rf5 RF29, RF47 2
RS5, RS6, RS72, RS69, RS65, RS61, RS51, RS49, RS70, RS33, RS22, RS16, 21

16

RS11, RS30, RS68, RS52, RS50, RS25, RS17, RS15, RS10
rs7 RS8, RS71, RS46 3
rs& RS38, RS62 2

CS1, CS3, CS5, CS20, CS6, CS19B, CS19A, CS18, CS17, CS16l, CS16H, 26
cs9 CS16G, CS16F, CS16E, CS16D, CS16C, CS16B, CS16A, CS15, CS14,
CS13, CS12, CS11, CS10, CS9, CS8

csl0 CS7 1
csll CS19C 1
csl2 CS2, CS4 2
rsl3 RS9, RS42 2

4.3. Padrao de macro-restricao por eletroforese em campo pulsado (PFGE)
A partir dos padrdes de macro-restricdo obtidos, usando o software GelCompar 11,

foram construidos dois dendrogramas de similaridade genética, um com a analise das
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linhagens de S. sonnei (figura 6) e outro com a analise das linhagens de S. flexneri (figura

7).

Os dados obtidos pela analise de PFGE revelaram a formacdo de dois grupos
principais de similaridade genética tanto para o dendrograma de S. sonnei (grupos A e B)
(figura 6) quanto para o de S. flexneri (grupos C e D) (figura 7). Estes grupos principais (A,
B, C e D), se dividem em subgrupos constituidos por linhagens isoladas em ambas as areas
metropolitanas, como acontece com a maior parte deles, ou composto por linhagens
isoladas em apenas uma area metropolitana, como € o caso dos subgrupos A2 de S. sonnei e
o grupo D de S. flexneri, que sdo formados apenas por linhagens isoladas na regido de
Ribeirdo Preto.

As linhagens de S. sonnei da regido de Campinas foram caracterizadas como sendo
a maioria nos grupos Al (75 %) e B1 (81,25 %). O mesmo pode ser observado para as
linhagens de S. sonnei isoladas na regido de Ribeirdo Preto que foram maioria no grupo B2
(83,3 %) (figura 6).

Comparando os grupos genotipicos de S. sonnei obtidos por PFGE e ERIC e REP-
PCR observa-se que todas as linhagens pertencentes aos grupos B2 (12 linhagens) e A2 (10
linhagens) pertencem também ao grupo rs6 (21 linhagens), exceto as linhagens CS2 e CS4,
componentes do grupo B2, que também sdo as Unicas duas linhagens de Campinas, entre as
linhagens de Ribeirdo Preto deste grupo, sendo as unicas componentes do grupo csl2
(figuras 6, tabelas 8, 10 e 11). As linhagens agrupadas no grupo rs7 (3 linhagens) também
foram agrupadas juntas por PFGE no grupo A1 (20 linhagens) (figura 6, tabelas 8§ e 11). As
linhagens do grupo B1 (16 linhagens) provenientes da regido de Campinas foram agrupadas

por ERIC-PCR e REP-PCR no grupo cs9 (26 linhagens) (figura 6, tabelas 8 e 10). Treze
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das linhagens do grupo Al provenientes da regido de Campinas (15 linhagens desta regido)
foram agrupadas no clone cs9 e as outras duas linhagens agrupadas nos clones cs10 (CS7) e

csl1 (CS19C) (figura 6, tabelas 8 e 10).
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Figura 6: Dendrograma de similaridade por PFGE das linhagens de S. sonnei isoladas nas
regioes metropolitanas de Campinas (CS) e Ribeirdo Preto (RS). Além do nome, as
linhagens estdo identificadas com a abreviacdo da cidade de isolamento e data. As
linhagens da regido de Ribeirdo Preto sdo provenientes das cidades: Jardindpolis (JD),
Barrinha (BA), Cambira (CA), Cassia dos Coqueiros (CC), Nuporanga (NU) e Ribeirdo
Preto (RP). As linhagens da regidao de Campinas sdo provenientes das cidades: Campinas
(C), Mogi Guacu (MG), Braganga Paulista (BP), Limeira (L), Cosmopolis (COS) e
Vinhedo (VIN).

Os grupos C1 e C2 de S. flexneri sao compostos por linhagens provenientes de
ambas as regides, sendo C1 composto principalmente por linhagens de Ribeirdo Preto
(66,7%) e C2 composto principalmente por linhagens de Campinas (77,4%). As linhagens
do grupo C3 foram em sua maioria isoladas na regido de Ribeirdo Preto (90%) e as do
grupo D isoladas principalmente na regido de Ribeirdo Preto (figura 7).

Pela analise dos grupos genotipicos de S. flexneri obtidos por PFGE, ERIC-PCR e
REP-PCR foi observado que todas as linhagens dos grupos D e C2 provenientes da regido
de Ribeirdo Preto, pertencem ao grupo rfl (figura 7, tabelas 8 e 12). As duas tUnicas
linhagens do grupo rf2 foram agrupadas por PFGE no grupo C3. As linhagens dos grupos
rf3 e rf5, foram agrupadas por PFGE nos grupos C1 e C3. Os genoétipos agrupados nos
grupos rf2, rf3 e rf5 foram isolados apenas na cidade de Ribeirdo Preto (figura 7, tabelas 8 e
12). A maior parte das linhagens do grupo cf4 (30 linhagens) foi agrupada por PFGE no
grupo C2, sendo as linhagens CF13, CF14, CF5, CF1B agrupadas no grupo CI ¢ a
linhagem CF24 agrupada no grupo C3 (figura 7, tabelas 8 ¢ 9).

A linhagem CS7, unica representante do gendtipo cs10, que tem alta similaridade

com o grupo cs9 (26 linhagens), ¢ uma das duas tnicas linhagens que nao apresentaram o
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integron 1 (como sera discutido posteriormente), foi agrupada por PFGE no grupo Al, com
varias outras linhagens do grupo cs9, e isolada de um paciente com 87 anos de idade (tabela
10). Dos 119 casos de shiguelose, apenas 2 acometeram individuos com mais de 50 anos de
idade. Os resultados obtidos pelos métodos de ERIC e REP-PCR e pela analise do perfil de
integrons demonstraram que a linhagem CS7 possui um gendtipo bem particular entre os
demais, inclusive por ser responsavel pela infeccdo do individuo com idade mais avancada

entre os 119 casos estudados.
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Figura 7: Dendrograma de similaridade por PFGE das linhagens de S. flexneri isoladas nas
regides metropolitanas de Campinas (CF) e Ribeirdo Preto (RF). Além do nome, as
linhagens estdo identificadas com a abreviacdo da cidade de isolamento e data. As
linhagens da regido de Ribeirdo Preto sdo provenientes das cidades: Cajuru (CJ), Guatapara
(GU), Jardinépolis (JD), Pontal (PO), Pitangueiras (PI), Barrinha (BA) e Ribeirdo Preto
(RP). As linhagens da regido de Campinas sdo provenientes das cidades: Sao Joao da Boa

Vista (SBV), Campinas (C), Jundiai (J), Itapira (I) e Mogi Guagu (MG).
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Tabela 9: Identificacdo da linhagem, data de isolamento, cidade, idade do paciente, perfil
de resisténcia a antimicrobianos de S. flexneri (CF) isoladas na regido metropolitana de
Campinas e respectivos clones a que pertencem pelas analises de PFGE e ERIC ¢ REP-

PCR.

S. flexneri  Data do Cidade Idade Resisténcia Clone Clone
Isolamento antimicrobiana PFGE  ERIC/REP
CF1A 02/11/87 SIBV 44 AP, ET, SUT C2 cf4
CF1B 02/11/87 SIBV 12 AP, ET, SUT Cl cf4
CF2 03/10/89 C 2 CO, ET, SUT, TT C2 cf4
CF3 23/04/90 J 35 ET, SUT C2 cf4
CF4 24/11/97 C 8m AP, CO, ET, SFT,TT C2 cf4
CF5 30/12/97 C 6m AP, CO, ET, SFT,TT Cl1 cf4
CF6 11/02/98 C 2 AP, CO, ET, SFT,TT C2 cf4
CF7 16/09/98 C 4 AP, ET, SUT,TT C2 cf4
CF8 21/01/99 C 1 AP, CO, ET, SUT,TT C2 cf4
CF9 17/02/99 C 70 AP, CO, ET, SUT,TT C2 cf4
CF 10 29/03/99 C 29 CO, ET, SUT,TT C2 cf4
CF11 30/09/99 C Ilm AP, CO, ET, SUT,TT N cf4
CF12A 12/11/99 I 50  AP,CO, ET, SUT,TT C2 cf4
CF12B 12/11/99 I 40 AP, CO, ET, SUT,TT C2 cf4
CF12C 16/11/99 I 4 AP, CO, ET, SUT,TT C2 cf4
CF12D 30/11/99 I 19  AP,CO, ET, SUT,TT C2 cf4
CF13 14/02/00 C 8m AP, CO, ET, SUT,TT Cl cf4
CF14 02/05/00 C AP, CO, ET, SUT,TT Cl cf4
CF15 15/05/00 C AP, CF,CO, ET, C2 cf4
SUT,TT
CFl16 05/06/00 C 4 AP, ET, SUT,TT C2 cf4
CF17 10/07/00 C 6m AP, ET, SUT,TT C2 cf4
CF18 10/07/00 C - AP, ET,TT C2 cf4
CF19 15/08/00 C 1,5 AP, CO, ET, SUT,TT C2 cf4
CF20 10/11/00 C 5 AP, CO, TT C2 cf4
CF21 14/11/00 C 50 AP, CO, SUT, TT C2 cf4
CF22 21/12/00 C 5 AP, CO, ET, SUT, TT C2 cf4
CF23 16/01/01 C 40 AP, CO, ET, SUT, TT C2 cf4
CF24 22/01/01 C 10m ET, TT C3 cf4
CF25 18/06/01 MG 49 SUT C2 cf4
CF26 27/12/01 C 3 AP, CO, TT C2 cf4
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Cidades da regido de Campinas: Sao Jodo da Boa Vista (SJBV), Campinas (C), Jundiai (J),
Itapira (I), Mogi Guagu (MG), Braganca Paulista (BP), Limeira (L), Cosmopolis (COS),
Vinhedo (VIN). Antimicrobianos: AP = Ampicilina, CF = Cefalotina, CO = Cloranfenicol,
ET = Estreptomicina, SUT = Sulfametoxazol, SFT = Sulfazotrim, TT = Tetraciclina.
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Tabela 10: Identificacdo da linhagem, data de isolamento, cidade, idade do paciente, perfil
de resisténcia a antimicrobianos de S. sonnei (CS) isoladas na regido metropolitana de
Campinas e respectivos clones a que pertencem pelas analises de PFGE e ERIC e REP-

PCR.

S. sonnei Data do Cidade Idade Resisténcia Clone Clone
Isolamento antimicrobiana PFGE ERIC/REP
CS1 14/02/97 MG 23 ET, SUT,TT Al cs9
CS2 14/05/97 BP 15 AP, ET, SUT B2 csl2
CS3 15/10/98 L 11 ET, SUT, TT Al cs9
CS4 24/06/99 C 10 SUT, TT B2 csl2
CS5 10/03/00 C 2 AP, SUT, TT Al cs9
CS6 23/05/00 C 7m ET, SUT, TT Al cs9
CS7 31/05/00 C 87 ET, SUT, TT Al csl0
CS8 02/06/00 C 2 ET, SUT, TT B1 cs9
CS9 25/01/01 COS 2 SUT, TT Al cs9
CS10 02/03/01 C 9 ET, SUT, TT Al cs9
CS11 02/03/01 C 3 SUT, TT Al cs9
CS12 08/03/01 C 3 ET, SUT,TT Al cs9
CS13 10/05/01 C 1 SUT, TT Al cs9
CS14 29/06/01 C - SUT, TT Al cs9
CS15 05/07/01 C - SUT, TT Bl cs9
CS16A 28/02/02 C 4 SUT, TT Al cs9
CS16B 28/02/02 C 3 SUT, TT Al cs9
CS16C 28/02/02 C 5 SUT, TT B1 cs9
CS16D 28/02/02 C 4 SUT, TT Bl cs9
CS16E 28/02/02 C 5 SUT, TT Bl cs9
CS16F 28/02/02 C - SUT, TT B1 cs9
CS16G 07/03/02 C 6 SUT, TT Bl cs9
CS16H 11/03/02 C 42 SUT, TT Bl cs9
CS161 26/03/02 C 6 SUT, TT Al cs9
CS17 06/03/02 C 5 SUT, TT B1 cs9
CS18 15/03/02 C - SUT, TT Bl cs9
CS19A 18/04/02 VIN - SUT, TT Bl cs9
CS19B 18/04/02 VIN - SUT, TT B1 cs9
CS19C 18/04/02 VIN - SUT, TT Al csll
CS20 03/05/02 C - SUT, TT Bl cs9

Cidades da regido de Campinas: Sao Jodao da Boa Vista (SJBV), Campinas (C), Jundiai (J),
Itapira (I), Mogi Guagu (MG), Braganca Paulista (BP), Limeira (L), Cosmopolis (COS),
Vinhedo (VIN). Antimicrobianos: AP = Ampicilina, CF = Cefalotina, CO = Cloranfenicol,
ET = Estreptomicina, SUT = Sulfametoxazol, SFT = Sulfazotrim, TT = Tetraciclina.
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Tabela 11: Identificacdo da linhagem, data de isolamento, cidade, idade do paciente, perfil
de resisténcia a antimicrobianos de S. sonnei (RS) isoladas na regido metropolitana de
Ribeirdo Preto e respectivos clones a que pertencem pelas analises de PFGE e ERIC e REP-

PCR.

S. sonnei Data do Cidade Idade Resisténcia Clone Clone
isolamento antimicrobiana PFGE ERIC/REP
RS5 11/01/99 RP 6.5 SUL B2 rs6
RS6 18/01/99 RP 3 AP, CF, SUL A2 16
RS8 19/01/99 RP 14 SUL, TT Al rs7
RS9 21/01/99 RP 5 CF, SUL, TT Bl rs13
RS10 21/01/99 RP 11.5 AP, CF, SUL, TOB B2 1s6
RS11 21/01/99 RP 6 AP, CF, SUL B2 16
RS15 25/01/99 RP 5.5 - B2 rs6
RS16 26/01/99 RP 5 SUL, TT A2 1s6
RS17 02/02/99 RP 1 - B2 1s6
RS22 22/02/99 CA 41 - B2 rs6
RS25 22/02/99 RP - N Bl 1s6
RS30 31/03/99 RP 5 AP, SUL A2 1s6
RS33 08/04/99 JD 10m - A2 rs6
RS38 18/06/99 RP 5 SUL, TT Al rs8
RS42 09/08/99 RP 9m SUL, TT Al rs13
RS46 15/09/99 BA 2 SUL, TT Al rs7
RS49 22/10/99 RP 3 - B2 rs6
RS50 22/10/99 RP 5 AP, SUL B2 rs6
RS51 29/10/99 BA 5 SUL, TT A2 16
RS52 02/11/99 RP 4 AP, SUL A2 1s6
RS61 25/11/99 RP 2m AP, SUL B2 1rs6
RS62 04/12/99 BA 4m SUL, TT B1 rs8
RS65 10/01/00 RP 6.5 AP, SUL B2 1s6
RS68 19/01/00 CC 5 AP, SUL A2 rs6
RS69 27/01/00 RP 7 AP, SUL A2 rs6
RS70 28/01/00 JD 4m AP, SUL A2 16
RS71 07/02/00 BA 3 AP, SUL, TT Al rs7
RS72 08/02/00 NU 2 N A2 rs6

Cidades da regidao de Ribeirdo Preto: Cajuru (CJ), Guatapard (GU), Jardinopolis (JD),
Pontal (PO), Pitangueiras (PI), Barrinha (BA), Ribeirdo Preto (RP), Cambira (CA), Cassia
dos Coqueiros (CC) e Nuporanga (NU). Antimicrobianos: Cloranfenicol (CO), Amicacina
(AMI), Ampicilina (AP), Cefalotina (CF), Cefoxitina (CFX), Gentamicina (GEN),
Sulfonamida (SUL), Tetraciclina (TT), Tobramicina (TOB), Acido nalidixico (NAL).
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Tabela 12: Identificacdo da linhagem, data de isolamento, cidade, idade do paciente, perfil

de resisténcia a antimicrobianos de S. flexneri (RF) isoladas na regido metropolitana de

Ribeirdo Preto e respectivos clones a que pertencem pelas analises de PFGE e ERIC e REP-

PCR.

S. flexneri Data de Cidade Idade Resisténcia antimicrobiana  Clone Clone
isolamento PFGE ERIC/REP
RF02 04/01/99 CJ 48 AML, AP%,?’O]ZS]? N, SUL, C2 rfl
RFO03 06/01/99 RP 1.5 N C3 rfl
RF07 18/01/99 GU 7m SUL, TT D rfl
RF21 09/02/99 RP 21 AP, CO, SUL, TT C2 rfl
RF23 23/02/99 RP Im SUL Cl rfl
RF24 10/03/99 RP 3.5 AP, CO, SUL, TT Cl rfl
RF25 15/03/99 RP 3.5 AP, CO, SUL, TT C2 rfl
RF26 15/03/99 RP 1.5 AP, SUL, TT D rfl
RF27 15/03/99 JD 6m SUL, TT C3 rfl
RF28 24/03/99 RP 9m SUL, TT C3 rfl
RF29 24/03/99 RP 8m SUL, TT C3 rf5
RF31 02/04/99 RP 4m AP, SUL C2 rfl
RF32 07/04/99 RP 20 AP, CO, SUL, TT, TOB C2 rfl
RF34 09/04/99 RP 4m AP, CO, SUL, TT D rfl
RF35 07/05/99 PO 4 SUL, TT D rfl
RF37 14/06/99 RP 9m SUL, TT Cl rf3
FR41 09/07/99 RP 6m AP, SUL, TT C3 rf3
RF43 08/09/99 PI 2 SUL, TT C3 rfl
RF44 16/08/99 BA 9m AP, CO, GEN, SUL, TT, Cl rfl
TOB
RF45 20/08/99 RP 3 AP, CO, TT D rfl
RF47 15/09/99 RP 16 AP, SUL, TT Cl rf5
RF48 13/10/99 RP 9m AP, CO, SUL, TT Cl rfl
RF53 03/11/99 RP 26 TT C3 rf2
RF54 04/11/99 RP 7m AP, SUL, TT C2 rfl
RF55 08/11/99 RP 10m SUL, TT C3 rf2
RF56 13/11/99 RP 3 SUL, TT C3 rf3
RF57 19/11/99 RP I1m AP, SUL, TT C2 rfl
RF60 25/11/99 RP 9m AP, SUL Cl rfl
RF63 30/12/99 RP 2 AP, SUL, TT Cl rfl
RF64 30/12/99 RP 27 AP, CO, SUL, TT D rfl
RF67 18/01/00 RP Sm SUL, TT D rfl
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Cidades da regido de Ribeirdo Preto: Cajuru (CJ), Guatapara (GU), Jardinépolis (JD),
Pontal (PO), Pitangueiras (PI), Barrinha (BA), Ribeirdo Preto (RP), Cambira (CA), Cassia
dos Coqueiros (CC) e Nuporanga (NU). Antimicrobianos: Cloranfenicol (CO), Amicacina
(AMI), Ampicilina (AP), Cefalotina (CF), Cefoxitina (CFX), Gentamicina (GEN),
Sulfonamida (SUL), Tetraciclina (TT), Tobramicina (TOB), Acido nalidixico (NAL).
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4.4. PCR em Tempo Real de linhagens de S. sonnei

A andlise da presenga dos genes intl, int2 e int3 por PCR em tempo real foi feita
para 25 linhagens de S. sonnei isoladas na regido de Campinas (tabela 13).

O sinal de amplificagdo para a seqiiéncia int/ foi registrado entre os ciclos 20 e 25 ¢
demonstrou um sinal consistente até o ciclo 50 para todas as linhagens de S. sonnei
testadas, exceto CS7 e CS16C, que ndo demonstraram um sinal significativo (figura 8). Os
produtos de PCR foram visualizados por eletroforese em gel de agarose, onde todas as
linhagens exibiram bandas de aproximadamente 183 pb, exceto as linhagens CS7 e CS16C,
confirmando o resultado de PCR em tempo real e indicando a preseng¢a de int/ em 23 das

25 linhagens (figura 9, tabela 13).
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Figura 8: Resultado de PCR em tempo real das 25 linhagens de S. sonnei testadas para o
gene intl. De cima para baixo: CS4, CS16H, CS12, CS2, CS20, CS5, CS19B, CS17, CSe,
CS16A, CS16D, CS16B, CS19A, CS18, CS16G, CS8, CS11, CS16l, CS1, CS3, CS14,
CS16E, CS9, CS7 e CS16C. Eixo X: Ciclo; Eixo Y: Fluorescéncia.
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Figura 9: Gel de agarose (2%) demonstrando os fragmentos amplificados por PCR do
Integron 1. Padrdo de peso molecular 100 pb. As linhagens estdo arranjadas e numeradas de
acordo com a numeracdo apresentada na tabela 6. Todas as linhagens apresentaram a
amplificacao de um fragmento de aproximadamente 183 pb, a ndo ser as linhagens CS7 (9)

e CS16C (11).

Entre as 25 linhagens de S. sonnei testadas para presenca de int2, 22 registraram
sinais de amplificagdo entre os ciclos 10 e 15, 3 linhagens entre os ciclos 25 e 30. Todas
apresentaram sinal consistente que terminou entre os ciclos 25 e 45 (figura 10). Os produtos
de PCR foram visualizados por eletroforese em gel de agarose, onde todas as linhagens
exibiram bandas de aproximadamente 207 pb, confirmando a presenca de int2 em todas as

linhagens (figura 11, tabela 13).
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Fluorescence

Figura 10: Demonstragdo do resultado de PCR em tempo real das 25 linhagens de S. sonnei
testadas para o gene int2. Da esquerda para direita: CS16H, CS18 CS12, CS2, CS20, CS7,
CS16A, CS5, CS19B, CS16C CS17, CS6, CS4 CS16D, CS16B, CS19A, CS16G, CS8,
CSl11, CS16l, CS1, CS3, CS14, CS16E e CS9. Eixo X: Ciclo; Eixo Y: Fluorescéncia.
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Figura 11: Gel de agarose (2%) demonstrando os fragmentos amplificados por PCR do
Integron 2. Padrao de peso molecular 100 pb. As linhagens estdo arranjadas e numeradas de
acordo com a numeracdo apresentada na tabela 6. Todas as linhagens apresentaram a

amplificacdo de um fragmento de aproximadamente 207 pb.

As 25 linhagens de S. sonnei foram testadas para a presenga de int3 por PCR em
tempo real e todas registraram sinal consistente que se iniciou entre os ciclos 30 e 35 e se
elevou até o ciclo 45 (figura 12). Os sinais detectados apenas depois do trigésimo ciclo sao
considerados normalmente resultados “falso positivo”. Os produtos de PCR foram
visualizados por eletroforese em gel de agarose, onde 12 amostras demonstraram bandas
com aproximadamente 155 pb. As outras 13 amostras (CS4, CS16H, CS12, CS17, CS16A,
CS16D, CS18, CS16G, CS8, CS11, CS16I, CS1 e CS9) ndo produziram a mesma banda

(figura 13, tabela 13), sendo consideradas negativas para a presenca deste integron.
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Figura 12: Demonstragdo do resultado de PCR em tempo real das 25 linhagens de S. sonnei
testadas para o gene int3. De cima para baixo: CS12, CS2, CS20, CS4, CS9, CS19B, CS17,
CS6, CS16H, CS16A, CS8, CS16D, CS19A, CS16G, CS16l, CS1, CS3, CSS5, CSl14,
CS16E, CS7, CS16C , CS18, CS16B ¢ CS11. Eixo X: Ciclo; Eixo Y: Fluorescéncia.
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Figura 13: Gel de agarose (2%) demonstrando os fragmentos amplificados por PCR do
Integron 3. Padrao de peso molecular 100 pb. As linhagens estao numeradas de acordo com
a numeracao apresentada na tabela 6. As linhagens CS2 (4), CS3 (22), CS5 (6), CS6 (12),
CS7 (9), CS14 (23), CS16B (14), CS16C (11), CS16E (24), CS19A (15), CS19B (7) e
CS20 (5), apresentaram a amplificagdo de um fragmento de aproximadamente 155 pb e as
linhagens CS4 (1), CS16H (2), CS12 (3), CS17 (8), CS16A (10), CS16D (13), CS18 (16),
CS16G (17), CS8 (18), CS11 (19), CS16I (20), CS1 (21) e CS9 (25), ndo apresentaram a

amplificacdo do mesmo fragmento.

Comparando o perfil de integrons e o perfil de resisténcia a antimicrobianos
apresentados pelas linhagens, podemos notar que todas as linhagens (100%) testadas sdo
resistentes ao sulfametoxazol (SUT) e tetraciclina (TT), 6 linhagens (24%) apresentaram
resisténcia a etreptomicina (ET) e 2 linhagens (8%) apresentaram resisténcia a ampicilina
(AP). Todas as linhagens sdo totalmente suscetiveis ao cloranfenicol (CO), sulfazotrin

(SFT) e cefalotina (CF). Sessenta por cento das linhagens estudadas apresentaram perfil de

71



resisténcia a antimicrobianos idéntico a partir de 2001, exceto a linhagem CS12. Além da
resisténcia a SUT e TT, a maior parte das linhagens isoladas até o ano 2000 apresentaram
resisténcia a um terceiro antimicrobiano, sendo estreptomicina (ET) o mais freqiiente
(tabela 13).

Entre as vinte e cinco linhagens de S. sonnei analisadas, vinte e trés (92%)
demonstraram a presenga do integron de classe 1. O integron de classe 2 foi detectado em
todas (100%) as linhagens pesquisadas e o integron de classe 3 foi detectado em 12 (48%)

linhagens (tabela 13).
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Tabela 13: Identificacdo da linhagem, data de isolamento, cidade de isolamento, idade do

paciente, presenc¢a dos integrons (intl, int2 e int3), perfil de resisténcia a antimicrobianos,

clones a que pertencem pelos métodos de PFGE e ERIC/REP-PCR e nUmero

correspondente as 25 linhagens de S. sonnei nos géis de agarose das figuras (9, 11 e 13).

Data do Resisténcia Clone Clone Numero
Linhagem Isolamento Cidade Idade Intl Int2 Int3  antimicrobiana PFGE eric/rep no gel
CS1 14/02/97 MG 23 + - ET, SUT,TT Al cs9 21
CS2 14/05/97 BP 15 + AP, ET, SUT B2 csl2 4
CS3 15/10/98 L 11 + + ET, SUT, TT Al cs9 22
CS4 24/06/99 C 10 + + - SUT, TT B2 csl2 1
CS5 10/03/00 C 2 + + + AP, SUT, TT Al cs9 6
CSo6 23/05/00 C 7m + + + ET, SUT, TT Al cs9 12
CS7 31/05/00 C 87 - + + ET, SUT, TT Al cs10 9
CS8 02/06/00 C 2 + + - ET, SUT, TT B1 cs9 18
CS9 25/01/01  COS 2 + + - SUT, TT Al cs9 25
CS10 02/03/01 C 9 N N N ET, SUT, TT Al cs9 N
CS11 02/03/01 C 3 + + - SUT, TT Al cs9 19
CS12 08/03/01 C 3 + + - ET, SUT,TT Al cs9 3
CS13 10/05/01 C 1 N N N SUT, TT Al cs9 N
CS14 29/06/01 C N + + + SUT, TT Al cs9 23
CS15 05/07/01 C N N N N SUT, TT B1 cs9 N
CS16A 28/02/02 C 4 + + - SUT, TT Al cs9 10
CS16B 28/02/02 C 3 + + SUT, TT Al cs9 14
CS16C 28/02/02 C 5 - + + SUT, TT BI cs9 11
CS16D 28/02/02 C 4 + + - SUT, TT BI cs9 13
CS16E 28/02/02 C 5 + + + SUT, TT BI cs9 24
CS16F 28/02/02 C N N N N SUT, TT B1 cs9 N
Csl6G 07/03/02 C 6 + + - SUT, TT B1 cs9 17
CS16H 11/03/02 C 42 + + - SUT, TT B1 cs9 2
CS161 26/03/02 C 6 + + - SUT, TT Al cs9 20
CS17 06/03/02 C 5 + + - SUT, TT B1 cs9 8
CS18 15/03/02 C N + + - SUT, TT BI cs9 16
CS19A 18/04/02  VIN N + + + SUT, TT BI cs9 15
CS19B 18/04/02  VIN N + + + SUT, TT BI cs9 7
CS19C 18/04/02  VIN N N N N SUT, TT Al csll N
CS20 03/05/02 C N + + + SUT, TT B1 cs9 5
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Cidades da regiao de Campinas: Campinas (C), Itapira (I), Mogi Guagu (MG), Braganga
Paulista (BP), Limeira (L), Cosmopolis (COS), Vinhedo (VIN).

Antimicrobianos testados: AP = Ampicilina, CF = Cefalotina, CO = Cloranfenicol, ET =
Estreptomicina, SUT = Sulfametoxazol, SFT = Sulfazotrim, TT = Tetraciclina. Outras

abreviacdes: N= ndo avaliado, m = meses, + = presente, - = ausente, Int = Integron.

4.5. Seqiienciamento de DNA

Os integrons de quatro linhagens de S. sonnei da regido de Campinas, escolhidas ao
acaso (CS18, CS16I, CS11 e CS1), foram seqiienciados. O DNA proveniente das reacdes
de PCR foi purificado, e seqiienciado para verificacdo da presenca dos genes int/ nas
linhagens CS16I, CS11 e CSI1, int2 nas linhagens CS18, CS16I, CS11 e CSI, e int3 nas
linhagens CS18, CS16I e CS1. O resultado do seqiienciamento de DNA confirmou a

presenca dos genes intl, int2 e a auséncia de int3 nas linhagens pesquisadas.
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5. Discussao

O Estado de S3o Paulo ¢ a 4rea mais industrializada do Brasil e a regido de
Campinas, uma das mais ricas do Estado, que, apesar de apresentar desigualdades sociais,
também apresenta um dos melhores padroes de vida do pais. Campinas é um centro
tecnoldgico e industrial onde, em toda regido metropolitana, vivem cerca de 2,6 milhdes de
pessoas. Assim como outras grandes cidades e regides metropolitanas, Campinas apresenta
em sua periferia favelas e locais com problemas de infra-estrutura. Na regido de Ribeirdo
Preto vivem 560 mil pessoas e estima-se que em toda regido metropolitana vivam mais de 1
milhdo de pessoas. Ribeirdo Preto ¢ um centro agro industrial de nivel s6cio econdmico
elevado. Estas duas regides atraem pessoas de areas vizinhas e de outras regides do pais por
motivos de estudo, profissionais ou comerciais, o que favorece a disseminagdo de doencas
infecciosas nestas localidades (IBGE).

A analise dos casos de shiguelose estudados no presente trabalho revelou uma alta
ocorréncia entre criancas de até cinco anos de idade (57,9% das infecc¢des por S. sonnei e
64,4% das infeccdes por S. flexneri). Este fato esta provavelmente associado a uma maior
fragilidade imunologica apresentada pelas criancas, com o sistema imune ainda em
formagdo, além de fatores como a qualidade da alimentacdo e duragao do periodo de
amamentagao (figura 2, tabelas 9, 10, 11 e 12). Estes resultados estdo de acordo com
aqueles obtidos em trabalhos anteriores, ja que as shigueloses sdo consideradas uma
importante causa de morte de criangas menores de 5 anos, principalmente em paises em
desenvolvimento (Schroeder e Hilbi, 2008). Em um estudo realizado na cidade de Sao
Paulo, as shigueloses corresponderam a 16% entre os casos de diarréia em criangas, das

quais 9% foram causadas por S. flexneri e 6% por S. sonnei (Sobel et al., 2004). Medeiros
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et al. (2001), caracterizando os principais enteropatdgenos causadores de diarréia na regiao
de Ribeirdo Preto, analisaram 1836 amostras de fezes, nas quais Shigella revelou ser o
segundo mais freqiiente agente etioldgico isolado em criangas com menos de 2 anos de
idade. Em uma area de baixa condi¢do socioeconomica do Chile, foi observado que
criangas tém 67% de chances de serem acometidas por shiguelose nos primeiros cinco anos
de vida (Ferrecio et al., 1991).

A shiguelose endémica ¢ caracterizada por uma alta incidéncia na infincia,
principalmente entre criangas de até¢ 5 anos de idade (Shears, 1996; Kotloff er al., 1999).
Estes dados sdo corroborados pelos observados neste trabalho, uma vez que a maioria dos
novos casos, ao longo dos anos estudados, ocorreram, principalmente, em criangas com
menos de cinco anos de idade.

Observando a época do ano em que ocorreram os casos de shiguelose aqui
analisados, foi verificada uma aparente variacao sazonal de isolamento das linhagens, com
predominio de casos no verdo, periodo mais chuvoso, apesar disso, também foi observado
um grande niimero de infec¢des durante as outras estagdes do ano (figura 3, tabela 7). Entre
as 119 linhagens pesquisadas, 33 linhagens de S. sonnei e 20 linhagens de S. flexneri foram
isoladas durante o verdo. Este aparente padrao sazonal pode ser explicado pelo fato de que
a falta de condi¢cdes de saneamento basico e o excesso de chuvas nesse periodo, possa
facilitar o contato de agua contaminada com agua potavel e alimentos, possibilitando a
transmissdo de patogenos. A distribuicdo sazonal na ocorréncia das shigueloses ¢
comumente observada em areas endémicas (Shears, 1996).

Jones et al. (2004) ndo observaram variagdo sazonal na ocorréncia de shigueloses
entre soldados na Amazodnia peruana e Ram et al. (2008), analisando 32 estudos sobre a

ocorréncia de Shigella, ndo conseguiram determinar um padrdo sazonal claro para a
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ocorréncia da doenga. A dificuldade de determinar um padriao sazonal nos casos descritos
pode ser devido ao fato: de muitos estudos compreenderem periodos inferiores a dois anos;
de se utilizarem de intervalos de tempo nao padronizados, incluindo meses do ano, quartos
de ano, ou termos mais vagos como “estacao das chuvas” e “estagdo de seca”; além das
diferentes caracteristicas observadas entre os hemisférios norte e sul do planeta (Ram et al.,
2008).

Analisando os resultados obtidos pelos métodos de ERIC-PCR e REP-PCR foi
observado um agrupamento, nos grupos X e Y, em relacdo ao local de isolamento, com
excegdo dos sub grupos rf5 e rs13 (figura 5, tabela 8). Este agrupamento em relagdo a
regido de isolamento sugere que estes genotipos ndo tenham sido transmitidos entre as duas
regides durante o periodo analisado.

Certos gendtipos foram mais preservados, como observado nos grupos rfl (24
linhagens) e cf4 (30 linhagens), representando, provavelmente, gendtipos melhor sucedidos
e melhor adaptados as pressdes evolutivas caracteristicas de determinada cidade ou regido,
durante aquele periodo. Um quadro similar foi observado para o grupo Y (S. sonnei), onde
os genoétipos dos grupos rs6 € cs9 apresentaram um numero de linhagens superior aos
outros grupos desta espécie (tabela 8).

Os grupos rs7 e rs8 apresentam uma alta similaridade genética (mais de 90%). Além
disso, as linhagens RS71, RS46 ¢ RS62 foram isoladas na cidade de Barrinha, sendo estas,
3 das unicas 4 linhagens isoladas nesta cidade (figura 5, tabela 11). Nestes grupos foi
observado um agrupamento em relagdo a cidade de isolamento, o que sugere que este
gendtipo tenha estado presente apenas nas cidades de Barrinha e Ribeirdao Preto.

A maior parte dos genotipos, aqui estudados, foram isolados de pacientes

provenientes das cidades de Ribeirdo Preto e Campinas. Isto ¢ compreensivel ja que estas
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sdo as cidades centrais das regides metropolitanas, onde vive a maior parte das pessoas e
para onde muitas pessoas de toda regido vao para tratamentos de satide. Além disso, nos
varios grupos genotipicos provenientes da regido metropolitana de Ribeirdo Preto
identificados por ERIC e REP-PCR, o primeiro isolamento foi feito na cidade de Ribeirdo
Preto e, posteriormente, em outras cidades da regido, a ndo ser para o clone rfl, sugerindo
que estes genotipos tenham sido disseminados da cidade central para as cidades periféricas
desta regido. Este provavel padrao de origem das linhagens infecciosas na principal cidade
da regido metropolitana, ndo foi verificado na regido de Campinas (tabelas 9, 10, 11 e 12).

Analisando o dendrograma obtido pelos métodos de ERIC ¢ REP-PCR ¢ possivel
identificar alguns grupos de identidade entre as linhagens isoladas em ambas as regides, ou
seja, alguns grupos genotipicos, que foram responsaveis pelos casos de shiguelose nas duas
regides estudas, presentes durante o periodo analisado (figura 5).

Os resultados obtidos pela andlise do perfil de macro-restrigdo (PFGE) para o grupo
A2, onde todas as linhagens de S. sonnei foram provenientes da regido metropolitana de
Ribeirdo Preto, indicam que ndo houve transmissdo destas linhagens entre as duas regides
metropolitanas. J4 os grupos Al, Bl, e B2, que tiveram as linhagens oriundas
principalmente de uma ou de outra regido metropolitana, indicam a possibilidade de
transmissibilidade entre as duas regides (figura 6).

No dendrograma construido a partir da analise do perfil de macrorestricdo (PFGE)
para as linhagens de S. flexneri, o grupo D foi composto exclusivamente por linhagens de
Ribeirdo Preto, indicando que ndo houve transmissdo destas linhagens entre as duas regides
metropolitanas. Os grupos C1, C2 e C3, em que as linhagens de uma ou de outra regido
metropolitana foram maioria, indicam a possibilidade de transmissibilidade entre as duas

regides (figura 7).
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O fato observado de que no grupo Bl (S. sonnei) trés das linhagens de Ribeirdo
Preto terem sido isoladas em 1999 e todas as demais do mesmo grupo, pertencentes a
regido metropolitana de Campinas, terem sido isoladas em datas posteriores a esta (1999),
indica uma possivel transmissdo destas linhagens para a regido de Campinas (figura 6).

Dados semelhantes foram obtidos para as linhagens de S. flexneri, o que pode ser
observado no grupo C3, em que CF24 foi a unica linhagem isolada em 2001 e proveniente
de Campinas e todas as demais do mesmo grupo, pertencentes a regido metropolitana de
Ribeirdo Preto, terem sido isoladas em 1999, indicando uma possivel transmissdao destas
linhagens para a regido de Ribeirdao Preto (figura 7).

Estes dados, obtidos tanto para o dendrograma das linhagens de S. sonnei tanto para
o dendrograma das linhagens de S. flexneri, sugerem que algumas linhagens permaneceram
restritas em uma ou outra regido metropolitana, enquanto que outras foram possivelmente
transmitidas entre ambas as regides.

A existéncia de alguns grupos de linhagens de Shigella, de ambas as espécies, com
muitas variagcdes genotipicas nas duas éareas estudadas, poderia ser explicada tanto pela
introducdo de novos gendtipos, considerando a migracdo populacional entre e para estas
duas cidades, quanto por uma alta taxa de variabilidade genética. A prevaléncia de
genotipos especificos em cada area geografica sugere que alguns genotipos tiveram sucesso
as condig¢des locais.

Através das técnicas de ERIC-PCR e REP-PCR e PFGE nao foi possivel identificar
um unico clone responsavel pela ocorréncia de casos de shiguelose nas regides das cidades
de Campinas e Ribeirdo Preto neste periodo, ou seja, ndo foi possivel determinar uma fonte
comum para os casos, indicando, ou varibilidade genotipica pré-existente nas linhagens, ou

freqliéncia de mutagao rapida.
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Apesar dos resultados observados neste trabalho, devemos considerar a
possibilidade de existirem nestas cidades outros gendtipos que ndo tenham sido aqui
analisados. A shiguelose ndo ¢ uma doenca de notificagdo compulséria e pode nio ser
corretamente diagnosticada, fazendo com que um numero de casos abaixo do real, possa ter
sido detectado e analisado. Além disso, as amostras aqui estudadas incluem apenas as
isoladas no servigco publico de saude, ndo incluindo as isoladas em outros servigos, que nao
o publico. O uso de técnicas de estoque das linhagens que conservem as caracteristicas
genéticas originais e de métodos mais sensiveis para diagndstico, como os de identificagdo
molecular, além dos tradicionais de rotina, faria com que os nimeros de ocorréncia das
shigueloses se aproximassem do real (Ram et al., 2008).

Em relacdo ao perfil de integrons observado para as linhagens de S. sonnei ndo foi
possivel determinar uma correlacdo entre a presenca dos integrons, o perfil de resisténcia a
antimicrobianos e os resultados obtidos pelos métodos de epidemiologia molecular.

Embora a presenga de integrons esteja, normalmente, associada a existéncia de
resisténcias simples, ou multiplas, a antimicrobianos e a perda ou ganho de integrons possa
influenciar no perfil de resisténcia, ndo foi possivel estabelecer uma relacdo entre a
presenga de um ou mais integrons e o fenotipo de resisténcia antimicrobiana, pois mesmo
linhagens filogeneticamente distantes no dendrograma possuem perfis de resisténcia
semelhantes e linhagens proximas podem, ou ndo, apresentar o mesmo perfil de integrons.

Muitos trabalhos tém relacionado a presenca de integrons com a disseminagdo de
genes de resisténcia a antimicrobianos (Ploy et al., 2000; Oh et al., 2003; Parsot, 2005),
mas os resultados obtidos no presente trabalho ndo permitem estabelecer esta relagdo como

regra.
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O integron de classe 2 foi encontrado em todas as linhagens testadas, enquanto que
o integron 1 ndo foi detectado duas delas (CS7 e CS16C) (tabela 13). Nossos resultados
concordam com os descritos por Dubois et al. (2007) os quais verificaram que o integron de
classe 2 ¢ o mais freqiientemente encontrado em S. sonnei que o integron de classe 1.

Todas as linhagens de S. sonnei da regido de Campinas, isoladas a partir de 2001,
com excecdo de CS10 e CS12, apresentaram resisténcia apenas aos antimicrobianos
sulfametoxazol (SUT) e tetraciclina (TT), ou seja, o fendtipo predominantemente
encontrado nesta regido a partir de 2001 n3o apresentou resisténcia aos antimicrobianos
estreptomicina e ampicilina (tabela 13).

A resisténcia a antimicrobianos tem sido observada entre Shigella spp. desde os
anos 40, quando foram descritas, pela primeira vez, linhagens resistentes a sulfonamida
(Lima et al., 1995). Segundo Lima et al. (1995), até¢ 1991 ampicilina e trimetoprim-
sulfametoxazol eram as drogas de escolha para o tratamento de pacientes com shiguelose.
De 1989 a 1991 mais de 50% dos isolados apresentaram resisténcia ou a ampicilina ou ao
trimetoprim-sulfametoxazol ou a ambas as drogas. Em 1991, de acordo com uma
orientagdo de 6rgdos responsaveis pela saude no estado do Ceara (Universidade Federal do
Ceara e Secretaria de Satde do Estado), o 4cido nalidixico passou a ser a droga de escolha
no tratamento de suspeitas de shigueloses e, neste mesmo ano, foi observado um aumento
de 10% de linhagens resistentes a este antimicrobiano.

Informagdes como as compiladas em trabalhos como este podem auxiliar a
direcionar a priorizacdo dos preciosos recursos disponibilizados para os programas de
saude publica. Andlises moleculares agregam informagdes a respeito da endemicidade das
Shigella isoladas, por identificar as multiplas populagdes circulantes e fornecer informagdes

a respeito da ocorréncia, transmissdo de resisténcia e distribui¢ao temporal e geografica dos
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clones, ¢ desta forma colaborar com desenvolvimento de estratégias de intervengdo e
prevencdo. Além disto, ¢ interessante que sejam desenvolvidos estudos posteriores a
respeito da shiguelose nas duas areas aqui consideradas, acompanhando os casos de
shiguelose ocorridos em anos subseqiientes para que se possa melhor avaliar: a possivel
transmissdo de genotipos entre estas duas areas em um intervalo maior de tempo; o perfil
de resisténcia a antimicrobianos caracteristico de cada regido e sua relagdo com o perfil de
integrons detectado; a sazonalidade e faixa etaria dos isolamentos, juntamente com os

fatores que as determinam.
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6. Conclusoes

1. Dos 119 casos de shigueloses estudados neste trabalho, 57,9% dos causados por S.
sonnei ¢ 64,4% dos causados por S. flexneri afetaram criangcas com menos de 5 anos de

idade.

2. A maior parte das infec¢des ocorreu durante o verao, a estagdo de maior precipitacao de
chuva, mas apesar disso, também foi observado um grande numero de infec¢des durante as

outras estagdes do ano

3. Os resultados obtidos pelas técnicas de ERIC-PCR, REP-PCR e PFGE nao identificaram
um Unico clone responsavel pelos casos de shiguelose nas regides de Campinas e Ribeirdo

Preto, o que indica que estes casos ndo sejam provenientes de uma fonte comum.

4. A analise de ERIC-PCR e REP-PCR identificou alguns grupos de identidade entre as
linhagens isoladas em ambas as regides, ou seja, grupos de linhagens com grande
similaridade genética, responsaveis pelos casos de shiguelose. Estes resultados sugerem que
esteja havendo transmissdo de linhagens entre as cidades de uma mesma regido, mas nao

demonstraram a transmissao entre as regides de Campinas e Ribeirdo Preto.

5. Os resultados obtidos por PFGE identificaram alguns grupos genotipicos, com alto grau
de variagdes genéticas, circulantes nas regides estudadas, durante o periodo analisado. Estes
grupos demonstraram, algumas vezes, estarem restritos a apenas uma regido, ou, como

ocorreu com a maior parte dos genotipos, terem circulado em ambas as regioes.
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6. A presenca de integrons ndo pode ser correlacionada com os diferentes perfis de

resisténcia e os resultados obtidos pelos métodos de epidemiologia molecular.
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