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RESUMO

As enterobactérias sao as principais causas de disenteria em todo o mundo. Desta
familia, a Shigella merece destaque por ser o agente causativo da shigelose, doenca
entérica que atinge anualmente cerca de 165 milhdes de pessoas, levando a dbito
mais de um milhao, sendo criangas menores de cinco anos de idade a principal faixa
etaria afetada. Sua transmissdo ocorre pela rota fecal-oral através da ingestao de
alimentos ou agua contaminados, ou contato entre pessoas, sendo mais efetivas em
locais onde 0 saneamento basico € precario ou inexistente. Essas bactérias possuem
o potencial de realizar o escape do sistema imune, invadindo e destruindo as células
que revestem o intestino grosso, onde causam ulceracdes na mucosa e diarreia com
sangue e muco. Além da diarreia, a infeccdo desencadeia sintomas como febre,
cblica abdominal e dor retal, geralmente a recuperacao sem complicacdes desses
pacientes ocorre dentro de sete dias. Durante os anos de 2007 a 2009, o grupo de
pesquisa do Laboratério de Diagnostico e Controle de Doencas Infecciosas na
Amazonia realizou um estudo epidemioldgico avaliando os patdgenos causadores de
diarreia em criangas atendidas em hospitais publicos de Manaus - AM. Dentre os
patdgenos isolados, a Shigella foi identificada como o quinto maior agente causador
de diarreia entre os casos encontrados. Estudos moleculares realizados com este
patdgeno identificaram variacOes entre as cepas isoladas na presenca de genes de
viruléncia chaves para a ativacdao da invasdo e posterior manifestacdo clinica. Como
todas as cepas de Shigella foram isoladas de casos de diarreia, nos questionamos
sobre a relacao desses genes com a invasao /n vitro. Diante do exposto, foi utilizado
caracterizamos género, espécies e genes de viruléncia de Shigella com a utilizacao
da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), identificamos o perfil de resisténcia a
antibidticos, também analisamos a capacidade invasiva dessas diferentes cepas de
origem clinica, por meio dos testes /in vitro em células fagociticas e ndo fagociticas,
de forma qualitativa e quantitativa. Os resultados evidenciaram uma forte associagao
com a presenca dos genes de viruléncia e a invasdo celular das cepas de Shigella de

origem clinica.

Palavras-chave: Shigella; Genes de viruléncia; Invasao Celular; Disenteria.
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1. INTRODUCAO

A Shigella é caracterizada por ser um bacilo Gram-negativo, nao esporulado,
anaerdbio facultativo, pertencente a familia Enterobacteriaceae. Este género possui
quatro espécies distintas, todas patogénicas: Shigella dysenteriae, Shigella flexneri,
Shigella boydii e Shigella sonnei. Conhecida por shigelose ou disenteria bacilar, sua
manifestacdo clinica inclui diarreia com presenca de muco e sangue, acometendo
geralmente criancas menores de 5 anos. A principal rota de transmissdo é a fecal-
oral, sendo fortemente associada a falta de saneamento basico, ocorrendo
principalmente nas regides mais pobres (MARTEYN et al., 2012; SANSONETTI,
2001).

A Shigella € uma bactéria tipicamente invasora. Devido a sua habilidade de
resisténcia ao pH acido do estdbmago, a Shigella consegue chegar incdlume ao
intestino sendo capaz de invadir o epitélio do colon e do reto em seres humanos,
causando uma inflamacao aguda da mucosa (JENNISON e VERMA, 2004;
SANSONETTI, 2001). Para isso, sao necessarios fatores de viruléncia do sistema de
secrecao do tipo III (TSS3) (MARTEYN et al., 2012), especificamente as proteinas
ipaA, ipaB, ipaC e ipaD, que sdo essenciais para a invasdao em células epiteliais
(JENNISON e VERMA, 2004).

Desde a sua descoberta em 1986 pelo Dr. Kiyoshi Shiga, a Shigella e os surtos
de shigelose vem sendo estudados com a finalidade de entender melhor os fatores
envolvidos na invasao, infeccao e respostas do hospedeiro, bem como a
epidemiologia. No Brasil, varios estudos tém sido realizados nas regides sul e
sudeste, porém na regido Norte estes estudos estdo limitados aos estados do Para e
Rondonia (BASTOS et al., 2012; BASTOS e LOUREIRO, 2010; ORLANDI et al., 2001).

Durante os anos de 2007 e 2009 o grupo de pesquisa do Laboratério de
Diagndstico e Controle de Doencas Infecciosas na Amazonia realizou um estudo
epidemioldgico no qual foram recolhidas 1500 amostras diarreicas de criangas
atendidas em hospitais publicos, com a finalidade de identificar os patdgenos
causadores de diarreia em Manaus - AM. Dentre eles, a Shigella foi identificada como

0 quinto maior agente causador de diarreia entre os casos encontrados. Estudos
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moleculares realizados com este patdgeno identificaram variacdes entre as cepas
isoladas na presenca de genes de viruléncia chaves para a ativacdo da invasao além
de associacbes destes genes com a manifestacdo clinica. O gene shET-1B foi
associado com complicacOes relacionadas a desidratacao e o gene ipaH com febre e
presenca de sangue nas fezes. O fator de viruléncia mais frequentemente

encontrado foi o gene ipaBCD, seguido do gene ipaH (CRUZ et al., 2014).

Cruz et al. (2014) também investigou genes de viruléncia associados ao
processo invasivo de diferentes cepas de Shigella de origem clinica /in vitro, bem
como, também avaliou o processo inflamatdrio e a viabilidade celular apos invasao
destas em fagdcitos e nao fagdcitos, associando os perfis de viruléncia com sua

sintomatologia e epidemiologia.

Os dados provenientes deste estudo foram comparados com o padrao bem
caracterizado, a cepa Shigella flexneri 54 — M90T — utilizada em inimeros estudos
para revelar detalhes da sua patogenicidade, bem como os mecanismos de invasao e
os efeitos causados no hospedeiro (ONODERA et al., 2012; SANSONETTI et al,,
1983; 1982).

Logo foi possivel observar que a caracterizagdo de amostras clinicas regionais
quando comparadas com a cepa padrao bem caracterizada pode nos revelar
informagbes importantes em relacdo a seu mecanismo de acao bem como a
utilizacdo dos fatores de viruléncia. Esse estudo pode ser aplicado no
desenvolvimento de técnicas de diagndstico, tratamentos terapéutico/preventivo e

vacinas, destinados as especificidades regionais desta patogenia.



20

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Shigella spp.

As Shigellas limitam-se ao trato intestinal dos seres humanos e outros
primatas, onde provocam a disenteria bacilar (fezes diarreicas com sangue e muco),
sdo bacilos Gram-negativos delgados, com caracteristica cocobacilar em culturas
jovens, sendo que apresentam um melhor crescimento em condicOes aerdbias, mas
sdo anaerdbicos facultativos e enteroinvasivos (BROOKS et al., 2012; PHALIPON e
SANSONETTI, 2007). Sdo bactérias ndo mdveis, produz acido, mas ndo gas, e em
geral ndao fermentam lactose, enquanto fermentam outros carboidratos (NIYOGI,
2005).

Desde a sua descoberta em 1986 pelo Dr. Kiyoshi Shiga, a Shigella vem sendo
estudada, atualmente o género é subdividido em quatro espécies, sendo essas
caracterizadas como Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella boydii e Shigella
sonnei (NIYOGI, 2005), sendo separadas pela identificacdo soroldgica, através da
utilizagdo de antissoros polivalentes, onde varios sorotipos sdo responsaveis pela
infeccao (Tabela 01) (PHALIPON e SANSONETTI, 2007; LEVINE et al., 2007). Sua
estrutura antigénica é complexa e sua especificidade soroldgica depende dos
polissacarideos, especificamente os antigenos O somaticos das Shigellas (ZUO et al.,
2013; BROOKS et al., 2012).

Tabela 01
Relacdo dos grupos soroldgicos com as espécies bacterianas e com os sorotipos
Grupo Soroldgico Espécie Bacteriana Sorotipos
Grupo A Shigella dysenteriae 15 sorotipos
Grupo B Shigella flexneri 14 sorotipos
Grupo C Shigella boydii 20 sorotipos
Grupo D Shigella sonnei 01 sorotipo

Fonte: Adaptado de LEVINE et al., 2007.
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A variacdo ocorre justamente na porcao do Lipopolissacarideo (LPS), que é
constituido por trés regides, sendo elas, subunidades repetidas do antigeno O, um
nucleo interno e o lipideo A. Nessa bactéria as subunidades repetidas do antigeno O,
sao a triramnose (Rha), M-acetil-glicosamina (AMag) e O-glicose, essa estrutura tende
a se modificar dependendo da acao de glicose e/ou acetato, um fator importante
ocorre nas subunidades repetidas do antigeno O, chamado de glicosilacdo, essa acao
promove alteracdes na composicao do LPS, possibilitando uma caracteristica de
protecao a bactéria contra o hospedeiro e propiciando a exibicdo do aparelho de
invasao, o T3SS (Figura 01) (MARTEYN et al., 2012; WEST et al., 2005).

S. flexneri 5A (M90T) Diversidade do Antigeno 0
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Figura 01 Modelo do LPS da Shigella flexneri 54 (M90T) e a diversidade do antigeno O.
Fonte: Adaptado de MARTEYN et al., 2012.

Esses organismos que tem a capacidade de invasao, geralmente sao

encontrados nas fezes, sao sensiveis ao calor e ndo sobrevivem ao processo de altas
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temperaturas, como em casos de preparo dos alimentos, entretanto sdo bactérias
que possuem a habilidade de tolerar ambientes com baixo potencial hidrogenibnico
(pH), no caso o estdbmago, onde os mesmos atingem e ultrapassam essa barreira
(FDA, 2012).

A caracteristica de sobrevivéncia no ambiente estomacal permite que a
bactéria alcance o tecido intestinal, onde que por seguinte leva a diarreia, que é
definida como a passagem de trés ou mais fezes moles ou liquidas por dia e no caso
pode ser avaliada como a passagem mais frequente do que é normal para o
individuo (WHO, 2013). Contudo, quando a diarreia tem a presenca de sangue,
recebe-se 0 nome de disenteria, onde pode haver também presenca de muco e pus,

sugerindo dessa forma inflamacao ou infeccao do intestino (BRASIL, 2014).

A shigelose é uma doenca infecciosa, a pessoa infectada geralmente
desenvolve um quadro de diarreia com sangue e muco, cdlicas abdominais e
tenesmo, a infeccdo € provocada por um numero extremamente pequeno de
bactérias (10 - 100 organismos) nos seres humanos (CDC, 2013; RAM, 2008; SHIM,
2007).

2.1.1. Epidemiologia

As doencas diarreicas sao a segunda principal causa de morte em criangas
menores de cinco anos de idade, sendo que a cada ano a diarreia mata
aproximadamente 760 000 dessas criancas. Os casos dessa doenca ja chegam a
numeros desastrosos, onde sao identificados cerca de 1,7 bilhdes em todo o mundo
(WHO, 2013).

Cerca de 165 milhdes dos casos de diarreia que ocorrem anualmente
relacionados a Shigella spp. 99% ocorrem em paises em desenvolvimento e deste
total, 69% ocorrem em criancas menores de 5 anos de idade, além disso 60% das
mortes ocorrem nessa faixa etaria (KOPPOLU et al.,, 2013; NIYOGI, 2005). A

persisténcia desse quadro diarreico e a recorréncia do mesmo sdo consideradas as
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principais causas de morbidade e mortalidade no mundo entre essas criangas
(ORLANDI et al., 2006).

Ram et al. (2008) elaborou um levantamento sobre a epidemiologia
(incidéncia) da Shigella, na revisdo realizada foi abordado dados de paises com baixo
desenvolvimento a paises de médio desenvolvimento entre o periodo de 1984 a 2005
(Figura 02).

® Alta incidéncia (>100 episédios/1000 populagio) © Regides com predominancia de baixo
@ Média incidéncia (>10-100 episodios/1000 populagio) ou medio IDH
© Baixa incidéncia {<10 episodios/1000 populagio) O Regices com alto IDH

IDH = Indics de Desanvoivimento Humano

Figura 02: Incidéncia de shigelose por regidgo geografica, 1984-2005. Paises que contribuiram com
os dados de incidéncia: China, Tailandia, Egito, Bangladesh e Brasil.
Fonte: Adaptado de Ram et al., 2008.

A Shigella flexneri e a Shigella sonnei sao responsaveis pela forma endémica
da doenca, a S. flexneri predomina em paises em desenvolvimento, enquanto a S.
sonnei é mais frequentemente isolada em paises desenvolvidos, mas em geral a
Shigella sonnei e a Shigella boydii tendem a causar a doenca de uma forma mais
branda do que a Shigella flexneri e a Shigella dysenteriae (FDA, 2012; RAM, 2008;
PHALIPON e SANSONETTI, 2007).
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Nos Estados Unidos a bactéria do género Shigella causa cerca de 500 000
casos de diarreia a cada ano (HEIMAN, 2014), na Africa a infeccao causada por essa
bactéria representa 8,5% de todas as mortes no pais. Em Madagascar somente 50%
da populacao tém a oportunidade de utilizar fontes de agua tratadas e menos de
20% tém acesso a instalacOes sanitarias melhoradas, devido a isso, 50% das
criancas menores de 5 anos é diagnosticada com um microrganismo patogénico e
aproximadamente 10% dessas criancas morrem por conta da disenteria associada ao
patdgeno (BUBLITZ, 2014).

Varios estudos tém sido realizados no Brasil. Na regido Norte, destaca-se um
estudo realizado por Orlandi et al. (2001) em Porto Velho no Estado de Rondonia,
onde foi demonstrado que dos 130 casos de diarreia, 10 casos (7,7%) estiveram
relacionados com a Shigella spp., sendo que 8 casos foram com a Shigella flexneri e
2 casos foram com a Shigella sonnei. Dos sintomas, 8 dessas criangas apresentaram
muco e sangue nas fezes, 2 tiveram febre e 9 exibiram quadro de vomito. A Tabela

02 mostra a distribuicdo etaria dos casos de diarreia.

Tabela 02
Distribuicao etaria dos casos de diarreia
Faixa etéaria Casos de diarreia
(meses) N %

0ab 28 21,53%
7al12 34 26,15%
13a24 43 33,07%
25a36 10 7,70%
37 a 48 10 7,70%
49 a 60 5 3,85%
Total 130 100%

Fonte: Adaptado de Orlandi et al., 2001

No Estado do Para, um isolamento de 50 amostras de Shigella no periodo de
1990 a 2000, em pacientes com idades que variaram de 0 a 81 anos, resultou na
identificacao de 32 (64%) isolados de Shigella flexneri e 18 (36%) de Shigella sonnei
(BASTOS e LOUREIRO, 2010). No estudo realizado no Instituto Evandro Chagas, no
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Estado do Para, no periodo de 1979 a 2009, em pacientes com idades que variaram
de 0 a 5 anos, foram isoladas 122 bactérias do género da Shigella, onde foram
identificados como Shigella flexneri (66,4%) e Shigella sonnei (32,8%) (BASTOS et
al., 2012).

Na regiao sul do Brasil, precisamente no Rio Grande do Sul um grupo de
pesquisadores isolou no periodo entre 2003 e 2007 um total de 152 cepas de
Shigella a partir de alimentos e de amostras fecais de pacientes com shigelose
(PAULA et al., 2010).

Com a identificacdo das 152 cepas, foi possivel observar que 71,1%
correspondiam a S. flexneri, 21,5% a S. sonnei, 0,7% a S. dysenteriae e 6,7% (10
cepas) foram identificadas somente como Shigella spp. Demonstraram com a
caracterizacao do perfil de resisténcia aos antimicrobianos que grande parte das
cepas foi resistente a estreptomicina (88,6%), seguido de ampicilina (84,6%) e
trimetoprim/sulfametoxasole (80,5%) (PAULA et al., 2010).

Ja no sudeste do Brasil, em Minas Gerais, foram cultivadas as fezes de 157
criancas, onde somente 10,8% do total dessas fezes tiveram a bactéria recuperada,
sendo que 88,2% desse recuperado bacteriano foi identificado como S. sonnei
(SOUSA et al., 2013).

Esse estudo demonstrou que todos os isolados que foram positivos para
Shigella confirmaram a presenca de genes de viruléncia como ipaH, iuc e sen, assim
como o locus ial. E quando foi realizado o teste para o gene setlA, a presencga foi

observada somente nas amostras de S. flexneri (11,8%) (SOUSA et al., 2013).

Quando realizado os testes de antibiograma para observar as taxas de
resisténcia das cepas de Shigella, observaram que 4 cepas (23,5%) eram resistentes
a ampicilina e 14 cepas (82,4%) eram resistentes a trimetoprim/sulfametoxasole
(SOUSA et al., 2013).
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2.1.2. Fatores de Risco, Prevencao e Controle

A falta de acesso a agua potavel e as instalacdes sanitarias adequadas leva a
populacao em paises menos desenvolvidos a despejar de forma inadequada as fezes
(KARAMBU et al., 2014), a falta de higiene doméstica (ndo lavar as maos antes da
ingestao de alimentos) é fortemente associada a infeccdo por Shigella (TANG et al.,
2014; MAINASSARA, 2014).

Estima-se que aproximadamente 25% das pessoas defecam ao ar livre nos
paises em desenvolvimento, sendo que em algumas cidades da Africa a utilizacdo de
latrinas (lugar reservado para dejecdes, privada) é proibida para criancas menores
de 5 anos pelas préprias maes (KARAMBU et al., 2014; LINDSAY et al., 2012). Em
um estudo realizado por Al-Mazrou et al. (1995) demonstrou que a taxa de diarreia
em criangas que usaram campos abertos para a defecacao foi maior (13,5%) do que

nas criangas que usaram banheiros tipo fush (7,4%) ou tipo latrina (8,7%).

De modo que uma pessoa infectada pode nao apresentar todos os sintomas,
mas ainda assim pode passar a infeccdo para outra pessoa, ja que sua rota de
transmissdao € pela via efetiva fecal-oral, por agua e alimentos contaminados ou
pessoa a pessoa (CDC, 2013; NIYOGI, 2005).

As medidas para prevenir a diarreia incluem o acesso seguro a agua potavel,
fervida ou clorada, o uso de saneamento melhorado, higienizacao dos alimentos, o
cozimento adequado dos alimentos, lavar as maos com agua e sabao antes e depois
de ir ao banheiro, além do aleitamento materno exclusivo durante os primeiros seis
meses de vida (WHO, 2013; BRASIL, 2005).
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2.1.3 Diagndstico Clinico, Laboratorial e Tratamento

A shigelose ndo pode ser distinguida de forma confidvel somente por
caracteristicas clinicas e na microscopia, nem ao menos por meio da rotina de fezes
frescas por contagem de polimorfonucleares (PMN), apesar de ser um método
barato, rapido e facil de ser realizado. Outras bactérias podem apresentar
caracteristicas semelhantes a da Shigella spp. na parte clinica e microscopica (SOUSA
et al., 2013; WHO, 2005), ainda assim, a anamnese é importante quando se visa
averiguar a idade do paciente, a duracdo do episodio atual da diarreia e

caracteristicas das fezes e queixa de dores abdominais (BRASIL, 2014).

Para a deteccao dos agentes patogénicos bacterianos, as fezes sao colocadas
em meio Cary-Blair para a conservagao do material, assim sao cultivadas em placas
com meio seletivo, onde posteriormente as colonias sdo selecionadas para a
realizacdo dos testes bioquimicos, soro aglutinagdo e reacdo em cadeia da

polimerase (PCR).

Dessa forma a conduta do tratamento é direcionada a realizacdo do
antibiograma para observar qual antibidtico tem a amplitude necessaria contra a
cepa bacteriana analisada (HIEN et al., 2007; TRANG et al., 2007).

Contudo um estudo realizado por Marcoleta et al. (2013) na regiao
metropolitana do Chile, levantou o percentual de resisténcia aos antibioticos, dados
esses que foram analisados a partir de bactérias da espécie Shigella sonnei
observando que houve uma queda na resisténcia aos antimicrobianos de 1997 a
2007, mas que a partir de 2008 houve um aumento significativo da resisténcia dessa
bactéria aos antibioticos, levando a 100% de resisténcias com os antimicrobianos

utilizados, exceto com ciprofloxacina e acido nalidixico (Figura 03).
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Figura 03: Perfis de resisténcia aos antimicrobianos em cepas de Shigella sonnei isoladas na regido
metropolitana do Chile.
Fonte: Adaptado de Marcoleta et. a., 2013.

A shigelose é a principal causa de disenteria em criancas, sendo que a Shigella
flexneri € o patdgeno mais predominante, dessa forma a terapia antimicrobiana
ainda é um instrumento valioso no controle dessa doenga, devido a sua acdo de
diminuir a duracao, a intensidade da doenca, prevenindo complicagdoes e casos mais
letais (APPANNANAVAR et al., 2014; MARCOLETA et al., 2013; MANDAL et al., 2013).

Porém, em casos onde a diarreia atinge a forma mais grave, sao observadas
perdas significativas de alguns nutrientes, sendo assim as principais condutas para o
tratamento sdo a reidratacdo com ORS (sais de reidratacdo oral), composto por agua
potavel, sal e aclcar, de forma que é absorvida no intestino delgado e substitui a
agua e os eletrdlitos perdidos nas fezes, como também € recomendada a
administracao de suplementos de zinco, com o intuito de diminuir em 25% a duragao

do episédio diarreico e em 30% o volume das fezes (WHO, 2013).

Apesar disso, uma vacina eficaz para prevenir a doenga causada pela Shigella
ainda nao foi desenvolvida e aplicada ostensivamente. De certo modo, o grande
impedimento se da pelo fato de que é necessario criar uma estratégia que confira
uma maior protegao contra os diversos sorotipos relevantes relacionados aos surtos
dos casos da doenca (LIVIO et al., 2014; LEVINE et al., 2007).
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2.2 Mecanismos de Invasao

Estudos realizados por Giannella et al. (1972) mostrou que pacientes com
auséncia ou diminuicao de acido cloridrico no estbmago eram mais susceptiveis a
infecgdes por microrganismos, comparado a aqueles com o nivel normal de acidez do

estomago.

Embora isso tenha sido observado anteriormente, experimentos de Gorden &
Small (1993) demonstraram que espécies de Shigella e Escherichia coli (E. coli) eram
capazes de sobreviver ao pH de 2,5 por um periodo de 2 horas, dessa forma a
infeccdo ocorria independente da acidez do estdbmago, pela resisténcia de algumas

bactérias a esse fator.

Em virtude dessa caracteristica de sobreviver ao acido estomacal, a bactéria
atinge o colon, por apresentar tropismo a esse tecido, ocasionando a invasao na
camada da mucosa. As cepas de Shigella penetram e replicam-se dentro das células
epiteliais da mucosa na lamina basal, regido susceptivel da mucosa gastrintestinal,
onde a invasao ocorre de forma basolateral (XU et al., 2009; CHAMEKH et al., 2008;
JENNISON e VERMA, 2004).

O tropismo pelo intestino humano é importante para a transcricao dos genes
de viruléncia, demonstrando a necessidade de um ambiente onde os sinais
osmdticos, términos e de pH sao propicios a bactéria (MARTEYN et al., 2012; KANE e
DORMAN, 2012; CHAMEKH et al., 2008).

2.3 Fatores de Viruléncia da Shigella spp.

Muitos estudos revelam que o processo de patogénese da Shigella é mediado
por genes cromossomicos e plasmidiais. No cromossomo podem ser encontrados
genes que regulam a expressao dos genes de viruléncia plasmidiais, que sdao genes
importantissimos para a sobrevivéncia da bactéria no trato intestinal. Esse genoma
bacteriano apresenta sequéncias denominadas ilhas genbmicas, sendo que, as
regides que carregam genes que codificam para um ou mais fatores de viruléncia,
sao chamados de PAIs ou ilhas de patogenicidade (Figura 04) (NIYOGI, 2005;
SANSONETTI, 2001; HACKER e KAPER, 2000).
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Figura 04: Mapa da ilha de patogenicidade de 30kb do plasmideo.
Fonte: Sansonetti, 2001.

Além dos genes do Sistema de Secrecao Tipo III (T3SS), algumas cepas de
Shigella apresentam um gene que codifica a enterotoxina de Shigella 1 e 2 (shET1 e
shTE2), que estao relacionadas com a secrecao de fluidos para o intestino,
representando a fase aquosa da diarreia. Vale a pena frisar que apenas uma espécie
dessa bactéria, a Shigella dysenteriae sorotipo 1, que detém a toxina de Shiga (stx),
atinge uma maior parte de células e que é responsavel pelo desenvolvimento das
lesdes vasculares no cdlon, no rim e no sistema nervoso central, dessa forma as
infecgdes causadas por essa espécie e sorotipo estdo diretamente associadas a forma
letal da doenca (SCHROEDER E HILBI, 2008).

Apesar das toxinas de Shigella serem liberadas na lise celular, elas nao sao
associadas com o processo de invasao (VARGAS et al., 1999), sendo principalmente
relatadas na secregao de fluidos intestinais, causando a diarreia aquosa severa da
shigelose (NIYOGI et al., 2004). A enterotoxina 1 de Shigella (ShET1) foi descrita
pela primeira vez em Shigella flexneri 2a, contendo duas subunidades (A e B) que
sao codificadas pelo gene seti (NORIEGA et al., 1995) separados por apenas 3pb
(FASANO et al., 1997). A enterotoxina 2 de Shigella (shET2), primeiramente descrita
em EIEC, é codificada pelo gene sen e esta localizada em um plasmideo de 140MDa
associado com invasao (VARGAS et al., 1999; NATARO et al., 1995).
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Porem a grande maioria das espécies e sorotipos nao apresenta essas toxinas,
entretanto, muitos dos genes presentes nas cepas bacterianas tém a capacidade de
invadir, modular e internalizar efetores, a partir da presenca de um T3SS,
determinando a interacao da Shigella sp. com as células intestinais, ocorrendo a
disseminacdo intercelular e intracelular, a morte de macréfagos, assim como a
resposta do hospedeiro (Figura 05) (SCHROEDER E HILBI, 2008; HACKER e KAPER,
2000).
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Figura 05: Representacdo esquematica do sistema de secregdo do tipo III de Shigella no contexto de
interacdao bacteriana com células epiteliais.
Fonte: Adaptado Sansonetti, 2001.

Muitos estudos vém sendo realizados para conhecer a funcdo de cada gene
dessa bactéria, bem como sua interacao com a célula, dessa forma, é apresentado
na literatura caracteristicas importantes que demonstram os fatores que estdo

associados a esse poder de invasao (Tabela 03 e Figura 06).
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Tabela 03
Relacdo dos genes da Shigella e suas fungoes.
Gene Funcao
mxi-spa invasao e internalizagao
ipaA despolarizacao de actina
ipaB inducao da apoptose
ipaC polimerizacao da actina
ipaD formagao do complexo com ipaB
ipgD desorganizagao da membrana
VirA desestabilizacdo de microtibulos
ipaH espace do macrofago
sepA invasao tecidual
virF transcricao de virB e icsA
virkK regulacao pds-transcricional de icsA
virB ativacao dos ipas, mxi-spa operon
icsA/VirG nucleagao de filamentos de actina

Fonte: Adaptado Da Cruz et al., 2014; Schroeder e Hilbi, 2008;
Sansonetti, 2001; Hacker e Kaper, 2000.
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Figura 06: Arquitetura do T3SS Mxi-Spa de S. flexneri. A agulha se destaca do corpo basal para a
superficie bacteriana.
Fonte: Schroeder e Hilbi, 2008.
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Todos esses genes participam da invasao, escape e disseminacao intracelular
e intercelular no trato intestinal, portanto apds a bactéria ter sobrevivido ao
ambiente acido do estdbmago, elas conseguem atravessar as células M (células
epiteliais membranosas), ao passar por essa barreira, a Shigella enfrenta os
macréfagos residentes que tem a fungdo de englobar e destruir todo o material que
entra, mas que, por sua vez, é induzida a morte por apoptose (liberando as citocinas
IL-1B e IL-8). Dessa forma a Shigella consegue se livrar do macréfago partindo para
uma invasdao na superficie basal das células epiteliais, que é chamada de invasao
basolateral, tendo como passo importante a ligacdao as células hospedeiras por uma
interacao entre o complexo de ipaBC e integrinas, onde posteriormente escapa do
fagossomo e se multiplica no citoplasma. E importante frisar que a Shigella nao
possui uma estrutura que lhe dé motilidade, mas sua movimentacao ocorre através
da polimerizacao de uma cauda de actina, dando a ela propulsao através da célula. E
assim um ciclo se completa e outro se inicia, com novas invasoes. Em virtude dessas
invasbes um mediador intracelular verifica a presenca dos peptideoglicanos
bacterianos e assim resulta no recrutamento de leucdcitos PMN (polimorfonucleares)
para o local da infecgdo. E assim com o objetivo de ajudar, os PMN destroem a
integridade da camada epitelial, mas que por fim faz com que as bactérias agora
entrem na camada submucosa sem a necessidade de passar pelas células M (Figura
07) (LEE et al.,, 2014; LUM e MORONA, 2014; SCHROEDER E HILBI, 2008;
JENNISON E VERMA, 2004; SANSONETTI, 2001).
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Figura 07: Entrada e disseminagao da Shigella nas células epiteliais do intestino.
Fonte: Schroeder e Hilbi, 2008.
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2.4. Invasao da Shigella em Células Fagociticas e Nao Fagociticas

Muitos estudos sobre os mecanismos de patogénese vém sendo realizados
desde a descoberta da Shigella. Uma das metodologias mais utilizadas é a invasao
em cultura de célula, uma vez lhe permite investigar os fatores que propiciam esse
processo de sobrevivéncia, disseminacdo e sintomatologia causada pela bactéria em
um ambiente controlado (CRUZ et al., 2014).

Em um estudo realizado por Mounier et al. (1992), observou que as células
HeLa e Henle n3ao se aproximaram das células epiteliais intestinais por nao
apresentarem confluéncia necessaria na monocamada durante o processo de invasao
e dessa forma, para estudar o processo de entrada da S. flexneri em um sistema de
andlise de células que refletiam melhor uma situacao /n vivo, foi utilizada a célula

Caco-2, que apresentou um revestimento epitelial confluente.

A S. flexneri expressa uma capacidade limitada para interromper as jungoes
celulares, sendo entdo pouco invasiva nesse sistema de ensaio celular. Mas apos
testar com periodos de 1, 2, 4 horas, observou-se a presenga de bactérias ao longo
das jungdes intercelulares, mas ndao havendo ligacdo das bactérias a microvilosidades
do enterdcito, e dessa forma nao havendo penetracao na parte apical da célula, ja na
porcao basolateral das células foi possivel visualizar um grau limitado de invasao
apds 1 hora e de uma forma mais significativa apds 2 horas de incubacao (MOUNIER
et al., 1992).

Nonaka et al. (2003) utilizou células fagociticas, sendo elas a U937 e a 1774,
induzindo o contato com cepas de Shigella flexneri YSH6000, observando que as
células infectadas perderam rapidamente a integridade da membrana, caracteristica

essa de necrose.

Neste estudo observaram que mesmo uma cepa nao virulenta, morta com
gentamicina, foi capaz de induzir a apoptose em células U937, entdo constatou que a
apoptose ndo esta relacionada com a patogenicidade da Shigella e nao requer
internalizacao bacteriana. Onde a necrose ocorreu pela formacao de poros na

membrana da célula hospedeira. Sugerindo que a morte celular rapida depende da
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viruléncia da S. flexneri e da expressao dos genes ipaBCD e outras proteinas
(NONAKA et al., 2003)

Em células HEp-2, um grupo de pesquisadores conseguiu demonstrar que a
enterotoxina sigA que reside na PAI de S. flexneri possui um efeito citopatico, onde
se desempenha um papel na acumulagdo de fluido intestinal associado a infeccao
pela S. flexneri (AL-HASANI et al., 2000).

Recentemente esse mesmo grupo de pesquisadores, demonstrou que a sigA
se liga especificamente nas células HEp-2 e degrada a espectrina all humana
recombinante (a-fodrina), onde é observado que os efeitos citotoxicos mediados por
sigA esta relacionado com a clivagem da fodrina intracelular in situ, portanto estes
resultados implicam que essa enterotoxina altera o citoesqueleto durante a
patogénese da shigelose (AL-HASANI et al., 2009).

Ja este estudo utilizou cepas de S. dysenteriae, S. flexneri e S. sonnei isoladas
de criancas com diarreia em Brasilia - DF, células HelLa e proteinas isoladas do leite
(Lf- lactoferrina humana; fSC- componente secretor livre), sIgA (imunoglobulina A
ligada a uma molécula de componente secretor) no processo de invasdo, a fim de

ser observar a interacdo dessas proteinas com a bactéria (WILLER et al., 2004).

Com isso, este estudo demonstrou que tanto a adesao quanto a invasao das
espécies de Shigella foram inibidas pela baixa concentracao de imunoglobulina A,
lactoferrina humana e componente secretor livre. Sugerindo que o leite humano
pode exercer um papel importante inibindo a adesao e a invasao da Shigella,
evitando a shigelose em lactentes (criancas de até 24 meses de idade que sdo
amamentadas) (WILLER et al., 2004).



36

3. JUSTIFICATIVA

Apesar de grandes avancgos ja terem sido obtidos no saneamento basico no
mundo, a Shigella continua sendo uma das maiores causas de morte entre criancas
menores de 5 anos (YANG et al. 2014). Apesar disso, uma vacina para prevengao ou

tratamento dessa doenca que afeta milhdes de criangas no mundo ainda nao existe.

No Brasil, varios estudos ocorrem na regiao sul e sudeste (SOUSA et al., 2013;
PAULA et al., 2010), porém na regido Norte, estes estudos estdo limitados aos
Estados do Para (BASTOS E LOUREIRO, 2010; BASTOS et al. 2012) e Rondonia
(ORLANDI et al. 2001; SILVA et al., 2008). No Amazonas ha caréncia de estudos

epidemioldgicos sobre os agentes causadores da diarreia.

Durante os anos de 2007 a 2009 nosso grupo de pesquisa realizou um grande
estudo epidemioldgico envolvendo a coleta de fezes de 1500 criangas com quadro
diarreico severo, atendidas em Hospitais Publicos de Manaus - AM. Dentre os
patdgenos identificados, 36 isolados foram positivos para Shigella. Recentemente, a
tipagem molecular dos genes de viruléncia destas amostras identificou os genes
ipaBCD e ipaH como os fatores de viruléncia mais frequentemente encontrado e
revelou uma associacao da subunidade da proteina shET-1B com desidratacdo e do

gene ipaH com febre e presenga de sangue nas fezes (CRUZ et al., 2014).

Esta relagao da sintomatologia dos pacientes com a presenca de determinados
fatores de viruléncia encontrados neste estudo, nos levou a questionar se haveria
variabilidade nos mecanismos de patogenicidade relativos a invasao em células
fagociticas e ndo fagociticas, frente a estas cepas clinicas com diferentes perfis de

viruléncia e quais genes estariam envolvidos durante este processo invasivo.

Esse conhecimento pode nos auxiliar a elucidar os mecanismos de agao de
cepas clinicas frente a padroes bem caracterizados, identificando possiveis

biomarcadores de infeccao e caracterizando as cepas regionais.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

e Avaliar os perfis de genes de viruléncia em isolados clinicos de Shigella sp.

durante o processo invasivo.
4.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar o perfil de resisténcia a antibidticos dos isolados de Shigella de

origem clinica;
o Identificar os perfis de genes de viruléncia destes isolados clinicos;

e Investigar a capacidade invasiva destes isolados em fagdcitos e ndao fagocitos

frente aos diferentes perfis de genes de viruléncia.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Cepas Bacterianas e Condicoes de Crescimento

As amostras foram reativadas através da inoculacdo em 3mL de caldo LB
(Luria-Bertani) por 24 horas a 37°C para o crescimento bacteriano, posteriormente
foi realizado o plagueamento nos meios de cultura Agar SS e Agar XLD e

identificados pelos testes bioquimicos da galeria EPM, MILI e citrato de Simons.

Para o isolamento da bactéria foi realizado o plaqueamento com a alca de
platina, transferindo-se a amostra do caldo LB para a placa, onde foi observado o
crescimento bacteriano de forma distribuida no meio de cultura, possibilitando

observar apos a incubagao por 24 horas a 37°C pelo menos uma col6nia isolada.

Uma colbnia com as caracteristicas morfolégicas relativas a Shigella foi
escolhida e inoculada nos diferentes meios, onde permaneceu por mais 24 horas a
37°C, onde foi analisado os diferentes substratos, sendo eles o meio EPM (hidrolise
de ureia, desaminacdo do triptofano, H,S e produgdo de gas), meio MILI
(descarboxilagao de lisina, motilidade e prova de indol) e o meio citrato para detectar

a sua utilizacdo ou ndo pela bactéria.
5.1.1. Antibiograma

As amostras foram inoculadas em caldo LB por 18 horas a 37°C para atingir
uma concentracdo de 1,5 x 108 bactérias/mL, obtida por meio da medicdo da
densidade Optica (DO) no espectrofotometro e diluicoes por regra de trés simples. A
inoculacdo ocorreu com auxilio de swab estéril em placas de Petri com meio Agar
Muller-Hinton. Os discos de papel contendo os antibidticos foram dispostos nas
placas e depois de 18 horas de incubacdo a 37°C foi possivel visualizar a formacao
ou ndo dos halos de inibicdo para medicdo em milimetros (mm), sendo caracterizada
conforme o diametro do halo como uma bactéria sensivel, intermediaria ou resistente
aos antibidticos expostos. As cepas bacterianas foram colocadas em condicdes
supracitadas com os seguintes antibiéticos: Acido Nalidixico (NAL), Amicacina (AMI),
Amoxicilina + Acido Clavuldnico (AMC), Ceftriaxona (CRO), Ciprofloxacina (CIP),
Clorafenicol (CLO), Gentamicina (GEN), Tetraciclina (TET) (Figura 08).
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Figura 08: Amostras e materiais preparados para o teste de antibiograma, com a utilizacdo de 8
cepas bacterianas (7 cepas selvagens e 1 cepa padrao) e 8 antibioticos.
Fonte: Arquivo pessoal.

5.2. Modelo de Célula

A célula HEp-2 foi utilizada no teste de invasao qualitativo e quantitativo por
ter apresentado capacidade de adesao, que por sua vez possibilitou o contato célula-
bactéria para a invasao bacteriana, sendo essas, células originarias de carcinoma de
laringe humana (WALTERS et al., 2012; CRAVIOTO et al., 1979).

5.2.1. Cultura Celular
5.2.1.1. Cultivo das células HEp-2

As células HEp-2 foram cultivadas em frascos de plastico de 25cm? de
superficie de crescimento (Corning), contendo 6,5mL de Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM), onde foram acrescentados 10% Soro Fetal Bovino (Cultilab);
DMEM - SFB 10%, e foram mantidos em estufa a 37°C, sob atmosfera de 5% de

CO;, de trés a quatro dias.
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Apos este periodo, o meio de cultivo foi removido e a monocamada celular foi
lavada com 2,5mL de solucao de tripsina a 0,25%. Em seguida, mais 2,5mL desta
solucao dispersante foram adicionados e deixados em contato com a monocamada
celular por dois a quatro minutos, a temperatura ambiente. Depois de ter iniciado o
desprendimento celular, todo o volume de tripsina foi retirado (evitando o seu efeito
tdxico). Para as células se desprenderem por completo, o frasco foi agitado
levemente de forma manual, e 5mL de DMEM - SFB 10% foram adicionados. Foram
realizadas pipetagens vigorosas, com o devido cuidado, onde se evitou a formagao

de bolhas de ar, obtendo-se uma suspensao celular homogénea.

Posteriormente, foi realizada uma contagem do numero de células viaveis
dessa ressuspensao celular, onde foi utilizado o método de exclusdo pelo corante
Azul Tripan (SCHREK, 1936), quando finalmente foi feita uma diluicao apropriada em
MEM - SFB 10% (v/v), de modo que foi obtida uma concentracao de 10°células

por/mL.
5.2.1.2. Cultivo das células 1774

As células J774 foram cultivadas em meio DMEM (suplementado com 10% de
SFB, 2mM de L-glutamina) a 37°C, sob atmosfera de 5% de CO.. Aproximadamente
24 horas antes do teste de invasdo, os macréfagos foram recolhidos, ressuspendidos
em meio DMEM recém preparado (PERDOMO et al., 1994).

5.3. Teste de Invasao

Os testes de invasao qualitativos e quantitativos foram realizados baseando-se
na técnica descrita por Francis et al. (1991) com algumas modificacdes. Para a
realizacdo destes testes, as amostras foram testadas quanto a sensibilidade a

gentamicina pelo teste de concentragdo inibitdria minima (MIC).
5.3.1. Preparo das Amostras Bacterianas

Para os testes de invasao qualitativos e quantitativos as amostras de Shigella
foram colocadas para crescer em caldo LB por 18 horas a 37°C, apds isso as

amostras foram transferidas por uma alca de platina para um novo tubo com caldo



41

LB que serdo incubadas por 7 horas a 37°C. A partir do Ultimo crescimento
bacteriano as amostras foram medidas pelo espectrofotometro e a partir dessa
medicao foram diluidas em solucao salina 0,85% estéril, obtendo-se uma

concentracao de aproximadamente 3,0 x 108 bactérias/mL.
5.3.1.1. Curva de Crescimento Bacteriano

Foi realizada com a finalidade de identificar o horario em que a bactéria
estaria no periodo de crescimento (fase log), onde a reprodugdo da mesma se
encontra extremamente ativa e com maior atividade metabdlica, desempenhando

seu papel durante o processo de invasao.

Dessa forma, apds a primeira incubagdo conforme descrita no item 5.3.1 todas
as amostras foram medidas no espectrofotometro com densidade dptica de 600nm
(DO), obtendo-se uma concentracdo de 1,0 x 108 bactérias/mL, depois foi adicionado
1mL desse crescido bacteriano em um erlenmeyer contendo 50mL de caldo LB, de
modo que foram incubados em estufa a 37°C com agitagao, onde a medicao no
espectrofotometro ocorreu de hora em hora até o periodo onde foi identificado a
fase de declinio da bactéria (fase de morte), com quedas consecutivas de

concentragao celular (Figura 09).
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Figura 09: Curva de crescimento bacteriano.
Fonte: Adaptado de Brooks et al., 2012.
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5.3.2. Teste de Invasao Qualitativo

Para a realizacao do teste de invasao qualitativo as células foram cultivadas
conforme item 5.2.1 e em seguida as células foram distribuidas em cada uma das
laminulas colocadas em cada poco das placas de cultura de células de 24 pocos.
Apods esse procedimento, as placas foram incubadas em estufa a 37°C, sob a

atmosfera de 5% de CO; por 24 horas.

Apos o periodo de incubacdo de 24 horas das placas, o meio de cultivo foi
retirado e foi adicionado em cada pogo 1mL de DMEM-SFB 10% e depois foi
adicionado 100uL das culturas bacterianas (concentracdo de 3,0 x 108 bactérias/mL)
e foram colocadas em uma estufa a 37°C, com 5% de CO, para células HEp-2 por 1 e
3 horas e para células 3774 por 30 e 60 minutos, propiciando o contato da bactéria
com a célula. Em seguida a solugdo foi retirada e as células foram lavadas 4 vezes
com PBS (Phosphate Buffered Saline). Posteriormente, foi adicionado aos pogos 1mL
de meio DMEM-SFB 10% com 100ug/mL de uma solugao de gentamicina, e foi
incubado por mais 1 hora em uma estufa a 37°C, com 5% de CO; para eliminar as
bactérias extracelulares. Apos a realizacdo da Ultima incubacdo o meio de cultivo foi

desprezado, onde as células foram lavadas por mais 4 vezes com PBS.

A fixacao das células ocorreu com a utilizacdao da solucao de Bouin (acido
picrico 1,22%, formaldeido 40% e acido acético glacial), onde foi adicionado 400uL
em cada poco por 10 minutos, apos esse periodo os pocos foram lavados duas vezes
com agua Milli-Q (agua ultrapura), em seguida as células foram coradas com as
solucOes 2 e 3 do Kit de coloracdo Pandtico Rapido (Laborclin) por um minuto, sendo

que foram realizadas 4 lavagens entre os corantes e depois do Ultimo corante.

Para o controle negativo, foi destinado um poco da placa de cultivo celular no
qual, no lugar de 100uL da cultura bacteriana, foi acrescentado 100uL de solucao

salina 0,85% estéril.

Apds todos os procedimentos supracitados no item 5.3.2, as laminulas foram
retiradas dos pocos e coladas em laminas com identificacdo de cada poco (7 cepas

selvagens, 1 cepa padrao e 1 controle negativo). Depois de secas, foram observadas
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em microscopio Optico com os aumentos de 400 e 1000 vezes a bactéria

internalizada nas cepas de Shigella de origem clinica e a cepa padrao M90T.

5.3.3. Teste de Invasao Quantitativo

Apos os procedimentos que foram realizados no item 5.3.2, o teste de invasao
quantitativo prosseguiu com a contagem das células. Onde foram utilizados dois
modelos celulares, a célula HEp-2 (1 e 3 horas) e a J774 (30 e 60 minutos) e 8 cepas
bacterianas (M90T, 5, 7, 11, 14, 15, 17 e 27). Por conta disso, o0 método resultou-se
em 32 variaveis, somando-se 16.000 células ao todo no experimento (500 células

para cada variavel).

5.4. Extracao de DNA

O DNA gendmico das 8 cepas (7 selvagens e 1 padrao) foram extraidos a
partir de 3 mL de culturas que foram incubadas a 37°C durante 18 horas, sob
agitacao constante. Os tubos foram centrifugados a 12.000 rpm (rotagao por minuto)
a 4°C, durante 10 minutos.0 sobrenadante foi descartado e o pellet foi
ressuspendido em 300uL de tampao TEM (Tris 1M, EDTA, NaCl 3M). Foram
adicionados 30uL de lisozima (20 mg/mL) e esta solucao foi incubada por 30 minutos
a temperatura ambiente. Posteriormente foram adicionados 50uL de Triton X-100 a
10% e 20uL de NaCl 3M, onde a suspensao foi aquecida a 60°C em banho-seco, por
5 minutos.Logo em seguida, foi adicionadolpuL de RNAse (10mg/mL) e foi levada a
uma nova incubacdo por 15 minutos a 37°C em banho-seco. Apds esse periodo,
foram adicionados 41uL de SDS a 10% e depois de serem homogeneizados, foi
adicionado 2,5uL de proteinase K (10mg/mL), e em seguida direcionados para uma
nova incubacgao (37°C por 15 minutos). Nesta etapa, foram adicionados 450uL de
fenol e a suspensao foi agitada manualmente durante 5 minutos. Os tubos foram
centrifugados a 12.000 rpm a temperatura ambiente, durante 10 minutos. A fase
aquosa entao foi recuperada e adicionado 450uL de cloroférmio, onde depois foi

agitada manualmente durante 5 minutos novamente. A solucao foi novamente
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centrifugada (12.000 rpm em temperatura ambiente por 10 minutos), a fase aquosa
foi novamente recuperada e apos esse procedimento foi adicionado 41pL de NaCl
3M. Depois delicadamente foi adicionado 1L de etanol 100% resfriado a -20 °C e
novamente foi centrifugado (12.000 rpm em temperatura ambiente por 10 minutos),
e entao o DNA foi recuperado e ressuspendido em 1mL de etanol 70% (resfriado -
20°C). ApOs esses procedimentos, uma ultima centrifugacdo ocorreu, onde todo o
sobrenadante foi descartado e o DNA foi ressuspendido em um tampao TE (Tris-
EDTA), onde foi estocado a -20 °C.A extragdo foi confirmada através da revelacao

em gel de agarose 8% a 100v.

5.5. Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

A técnica de PCR foi realizada para identificar género/espécies e caracterizar o
perfil de genes de viruléncia das cepas de Shigella que foram reativadas para o

projeto, contendo 7 cepas clinicas e 1 cepa padrao (Shigella flexneri 5A M90T).

5.5.1. PCR de Género e Espécie de Shigella

Para a identificacao do género foram utilizadas iniciadores especificos, para o
género Shigella, o iniciador foi concebido a partir das regides conservadas de invC.
Para as espécies de Shigella flexneri Shigella sonnei, Shigella dysenteriae os
iniciadores foram obtidos a partir das regides nao conservadas de rfc, wbgZ e rfpB. A
identificacao da Shigella boydii foi realizada pela amplificacao do gene invC, do gene
do género Shigella e pela auséncia de todos os outros produtos de amplificacdo que

sao especificos para as outras espécies (Tabela 04) (OJHA et al., 2013).
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Tabela 04
Relacdo dos genes alvos para caracterizacao de Shigella sp.
Gene Localizacao do Numero de
Primer sequence (5'-3") 5 Identidade do alvo acesso no
alvo gene
GenBank
TGC CCA GTT TCT TCA TAC GC
invC Plasmideo Shigella genus AF386526
GAA AGT AGC TCC CGA AAT GC
TTT ATG GCT TCT TTG TCG GC
rfc Cromossomo Shigella flexneri CP000266
CTG CGT GAT CCG ACC ATG
TCT GAA TAT GCC CTC TAC GCT , ) .
wbgz Plasmideo Shigella sonnei CP000039
GAC AGA GCC CGA AGA ACC G
TCT CAA TAA TAG GGA ACA CAG C , ) ,
1pB Plasmideo Shigella dysenteriae CP000640
CAT AAATCACCAGCAAGGTT
GCA GGC ATT GCT GGG TAA
ompA Plasmideo Controle Interno AY305875

ACA CTT GTA AGT TTT CAA CTA CG

Fonte: Adaptado de Ojha et al., 2013.

5.5.2. PCR de Genes de Viruléncia de Shigella

Foram utilizados 8 primers que estao relacionados ao género Shigella e 2

primers (uidA e invE) que estao associados a invasao e que também sdo encontrados
em E.coli (Tabela 05) (CRUZ et al., 2014). Portanto, cada amostra foi submetida a

amplificacao por PCR com dez pares de primers diferentes, sendo que para a

deteccdo desses genes de viruléncia, o DNA foi extraido das amostras utilizando o

método de extracdo conforme descrito no item 5.4. A amplificacdo foi realizada em

um termociclador pelos métodos que foram descritos por Aranda et al. (2004) e
Faruque et al. (2002).



Tabela 05
Relagdo dos genes de viruléncia de Shigella sp.

Gene , o Tamanho
AVO Primers (5' - 3') (pb)

ToaA FW: CAGATAGTTTGCTGTACGCT 5133
P RV: TTCTCTGCCGAAGATGAAAC

FW: TCGGAAGAACTTTGAGTTTGTT
RV: CAATCATACTTGGACGCAATTC

IpaB 1883

IpaC FW: GACTGAATGATGAGGTGGAA 1272
P RV: CCAACTCTCAGGCTAATAGAAC

IpaD FW: ATGATGGTGAAGTTGCCTTAT 1149
P RV: CAGTCAGATTGCTGGTAACAT

loat1 FW: AGAAGACCGCTTTGCTTAC 2049
P RV: TCTGAAACACCCTCCTCAT

loar FW: GAACAGGGAAACGGATGA 1005
pa RV: GTTGCGACTTTACCTCTATTG

IpaH3 FW: CTGCTGAAGGGAACCAATAA 1902
P RV: CTGAACAGAGAAACGGATGAA

IpaH4 FW: GCACAGGCGAGACATTTA 1902
P RV: CTGAACAGAGAAACGGATGAA

Ipahs FW: TAGCACAGGCGAGACAT 1986
P RV: GAACAGGGAAACGGATGAA

_— FW: CTGAAACACCCTCCTCATTA 2065
pa RV: CTGAACAGAGAAACGGATGA

loary FW: AAGACCGCTTTGCTTACC 2065
P RV: ATTGAGCCAGAACTTCACC

FW: CGGAACTAACTGACCATCTC
RV: GAAAGGGTACAAAGCAAACTG

IpaH1.4 1880

IoaH2S FW: GGAAGCAATACCTGGAGAAA 1029
pane. RV: GTCATATTCGCCCTGACTTT

IpaH4.5 FW: GGTCACATTAACATGGGTAGAC 1955
paria. RV: AGTCATCCTGTTTACCTCTTTC

IpaH7.8 FW: TATCGGAAATGGTAAGTGAAA 1878
pan/. RV: GGTATTGAGCGAGGATTTAC

FW: GTGCTGAAGTTCATTTCATGG
IpaH9.8 RV: CGTCACCAGGATATGCC 1890

setiA FW:TCACGCTACCATCAAAGA 309
RV: TATCCCCCTTTGGTGGTA

setiB FW: GTGAACCTGCTGCCGATATC 147
RV:ATTAGTGGATAAAAATGACG

FW: ATGTGCCTGCTATTATTTAT
ShET2.1 RV: CATAATAATAAGCGGTCAGC i

HET2.2 FW: CTACACCTTGTTGGAGTGAAC 513
ShEL 2. RV: CTCGCTATCTTATAGGAGCATTC

ial FW: CTGGATGGTATGGTGAGG 320
RV: GGAGGCCAACAATTATTTCC

VirE RW: TCAGGCAATGAAACTTTGAC 618
RV: TGGGCTTGATATTCCGATAAGTC

inVE FW: CGATAGATGGCGAGAAATTATATCCCG 766
RV: CGATCAAGAATCCCTAACAGAAGAATCAC

A FW: ATGCCAGTCCAGCGTTTTTGC 1487
u RV: AAAGTGTGGGTCAATAATCAGGAAGTG

Fonte: Adaptado de CRUZ et al., 2014; DANTAS, 2016.
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6. RESULTADOS

6.1. Selecao e Identificacdao das Cepas Clinicas

As cepas clinicas de Shigella presentes neste estudo sdao provenientes de um
estudo epidemioldgico que foi conduzido nos anos de 2007 a 2009 no qual foram
identificadas 30 cepas clinicas de Shigella associadas a diarreia infantil, coletadas nos
hospitais publicos de Manaus (CRUZ et al., 2014). Deste total, foram selecionadas 7
cepas clinicas de Shigella para este estudo, baseadas em testes de invasdo em célula
Hela realizada em estudos anteriores (dados nao mostrados). As cepas selecionadas

foram nomeadas como cepas 5, 7, 11, 14, 15, 17 e 27.

Para a identificacdo de género/espécies foi realizado um PCR conforme
descrito no item 5.5.1. O género Shigella foi confirmado para todas as cepas. As
cepas 5, 7, 15 e 27 foram caracterizadas como S. flexneri, a cepa 17 como S. sonnei

e as cepas 11 e 14 como S. boydii (Figura 10).

Filo Género | S. dysenteriae | S. sonnei | S.flexnerii | S. boydii
Amostras/ Genes OmpA invC roB wbgZ rfc .
1319pb 875pb 211pb 430pb 537pb

S. dysenteriae
S. flexneri 2a
MOOT - S. flexneri 5a
S. flexneri 5
S. flexneri 7
S. boydii 11
S. boydii 14
S. flexneri 15
S. sonnei 17
S. flexneri 27

Figura 10: Caracterizagdo de género e espécies de Shigella, 7 cepas bacterianas e 5 genes (1 de
género e 4 de espécies).
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6.2. Caracterizacao do Perfil de Viruléncia das Cepas de Shigella

Todas as cepas clinicas de Shigella estudadas apresentaram os marcadores de
E.coli/Shigella InvE e UidA. Os genes do SST3 IpaBCD foram positivos para todas as
amostras, exceto a cepa de S. flexneri 5 que nao amplificou para as subunidades
IpaA e IpaB. Para os genes IpaH os resultados foram diversos: S. flexneri 5 nao
apresentou a subunidade 7.8; S. boydii 11, 14 e S. flexneri 17 nao apresentaram a
subunidade 2.5; e a S. flexneri 27 teve auséncia da subunidade 6. Para as
enterotoxinas shET as amostras 7, 15 e 27 tiveram a presenga do conjunto completo

(shET 1A, 1B, 2.1, 2.2). Os direcionadores de invasao ial e virF foram ausentes para
as cepas 11 e 14 (Figura 11).

Genes de viruléncia
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S. flexneri M90T
S. flexneri 05
S. flexneri 07
S. flexneri 11
S. flexneri 14
S. flexneri 15
S. flexneri 17
S. flexneri 27

Figura 11: Caracterizacdo de genes de viruléncia de Shigella sp.

6.3. Perfil de Resisténcia a Antibioticos

Todas as cepas bacterianas estudadas foram sensiveis aos antibidticos
gentamicina, amicacina e ciprofloxacina. Foi observado que a tetraciclina demonstrou
ser ineficaz, onde todas as cepas clinicas estudadas foram resistentes a este
antibiodtico. Contudo, todas as cepas foram resistentes a pelo menos um antibidtico
testado. A cepa 27 foi a resistente a mais antibioticos (n=5), seguida das cepas 15
(n=3) e 7 (n=2) (Tabela 06) (Figuras 12-20).
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Tabela 06
Perfil de resisténcia aos antibidticos

Antibidticos (halos de inibigao - mm)
GEN AMI NAL CIP AMC CLO CRO TET

MO0T 29 S 29 S 21 S 31 S 31 S 30 S 26 S 21 S

5 24 S 23 S 23 S 31 S 22 S 25 S 29 S 0 R

C 7 22 S 22 S 21 S 42 S 21 S 10 R 29 S 7 R
€ 11 23 S 23 S 23 S 32 S 25 S 28 S 31 S 0 R
2 14 23 S 23 S 24 S 33 S 22 S 31 S 30 S 7 R
S 15 24 S 24 S 23 S 41 S 17 1 12 R 31 S 7 R
17 28 S 25 S 23 S 3 S 22 S 28 S 29 S 0 R

27 27 S 24 S *XI9 R 3 S 12 R 10 R 21 I O R

Legenda: S - Sensivel; I - Intermediario; R - Resistente.
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Figura 12: Perfil de resisténcia a antimicrobianos.

Figura 13: Perfil de resisténcia a antibioticos da cepa 5.



Figura 14: Perfil de resisténcia a antibidticos da cepa 7.

Figura 16: e

— —— . -

rfil de resisténcia a antibioticos da cepa 14.
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Figura 18: Perfil de resisténcia a antibticos da cepa 17.

Figura 19: Perfil de resisténcia a antibidticos da cepa 27.
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6.4. Curva de Crescimento

A curva de crescimento foi realizada em triplicata para a determinacao das
fases de laténcia, crescimento exponencial, estacionaria e de declinio. Nesse estudo,
identificamos o horario de 7 horas como o melhor hordrio para inducdo da bactéria
com a célula em estudo, por ser um periodo que ndo esteve préximo da fase de
laténcia e nem da fase estaciondaria, onde se evitou uma baixa no metabolismo

bacteriano.

Foi possivel observar que a cepa padrdo apresentou uma fase de laténcia
(fase lag) muito curta, demonstrando que a bactéria se adaptou rapidamente ao
meio novo, sendo que em 2 horas ja tinha se iniciado a fase de crescimento (fase
exponencial). Com o potencial para reproducao ativo, o crescimento bacteriano
ocorreu até 11 horas apds a inoculagdo ao meio novo. De forma que a partir de 11
horas a fase estaciondria se iniciou permanecendo até 22 horas com uma
concentracdo aproximada a 3,0 x 108 bactérias/mL. E entdo a fase de declinio (fase
de morte) se deu inicio as 23 horas com quedas consecutivas até as 31 horas onde

foi interrompida e dada por fim a curva de crescimento (Figura 21).
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Figura 21: Curva de crescimento bacteriano com a cepa padrao Shigella flexneri 54 M9O0T.

Figura 22: Invasdo da cepa padrao Shigella flexneri 5A M90T em célula HEp-2.Figura 23: Curva de crescimento bacteriano com a cepa padrao Shigella
flexneri 54 M9QT.
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6.5. Teste de Invasao Qualitativo e Quantitativo

6.5.1. Células HEp-2

Foi induzido o contato da cepa padrao Shigella flexneri 54 M90T com a célula
HEp-2 apds o crescimento de 7 horas, conforme indicado pela curva de crescimento.
Onde foi possivel observar a capacidade de invasdao dessa bactéria, através da

visualizagdo da mesma internalizada na célula em estudo (Figura 22).

Figura 24: Invasao da cepa padrao Shigella flexneri 5A M90T em célula HEp-2.

Figura 25: Teste de invasdo apds 3 horas, com a cepa M90T em célula HEp-2.Figura 26: Invasdo
da cepa padrao Shigella flexneri 5A M90T em célula HEp-2.

No teste de invasdo em células HEp-2, as cepas 7, 15, 17 e 27 apresentam
invasao, enquanto as cepas 5, 11 e 14 foram negativas para este perfil (Figuras
23-30). Em 1h de exposicdo as cepas ja iniciaram a invasdo, porém o horario de 3h
foi o horario com maior nimero de bactérias por células (Figuras 31 e 32).



Figura 30: Teste de invasao apos 3 horas, com a cepa 05 em célula HEp-2.

Figura 31: Teste de invasdo apos 3 horas, com a cepa 07 em célula HEp-2.Figura
32: Teste de invasdo apos 3 horas, com a cepa 05 em célula HEp-2.
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Figura 33: Teste de invasdo apds 3 horas, com a cepa 07 em célula HEp-2.

Figura 36: Teste de invasao apds 3 horas, com a cepa 11 em célula HEp-2.

Figura 37: Teste de invasdo apos 3 horas, com a cepa 14 em célula HEp-2.Figura 38:
Teste de invasdo apos 3 horas, com a cepa 11 em célula HEp-2.

56



57

Figura 39: Teste de invasao apos 3 horas, com a cepa 14 em célula HEp-2.

Figura 40: Teste de invasdao apds 3 horas, com a cepa 15 em célula HEp-2.Figura
41: Teste de invasdo apds 3 horas, com a cepa 14 em célula HEp-2.

Figura 42: Teste de invasdo apos 3 horas, com a cepa 15 em célula HEp-2.

Figura 43: Teste de invasao apds 3 horas, com a cepa 17 em célula HEp-2.Figura
44: Teste de invasdo apds 3 horas, com a cepa 15 em célula HEp-2.
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Figura 45: Teste de invasdo apos 3 horas, com a cepa 17 em célula HEp-2.

Figura 46: Figura 29: Teste de invasdo apds 3 horas, com a cepa 27 em célula HEp-
2.Figura 47: Teste de invasdo apds 3 horas, com a cepa 17 em célula HEp-2.

n

» 1
Figura 48: Figura 29: Teste de invasao apos 3 horas, com a cepa 27 em célula HEp-2.

Figura 49: Resultado do teste de invasdo apds 1 hora de inducdo das cepas M90T, 7,
15, 17 e 27 com a célula HEp-2.Figura 50: Figura 29: Teste de invasdo apds 3 horas,
com a cepa 27 em célula HEp-2.
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Figura 51: Resultado do teste de invasao ap6s 1 hora de inducdo das cepas M90T, 7,
15, 17 e 27 com a célula HEp-2.

Figura 52: Resultado do teste de invasdo apds 3 horas de inducdo das cepas M90T, 7,
15, 17 e 27 com a célula HEp-2.Figura 53: Resultado do teste de invasao apds 1 hora
de indugdo das cepas M90T, 7, 15, 17 e 27 com a célula HEp-2.
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Figura 54: Resultado do teste de invasdo apods 3 horas de indugdo das cepas M90T, 7, 15, 17 e 27
com a célula HEp-2.

Tabela 07Figura 55: Resultado do teste de invasdo apods 3 horas de indugdo das cepas M90T, 7,
15, 17 e 27 com a célula HEp-2.

As cepas que nao foram caracterizadas como invasivas, foi observado apenas
0 processo de adesao bacteriana as células HEp-2 no estudo (Figuras 24, 26 e
27). Foi importante elucidar e comparar os resultados de todas as cepas, periodos

de invasao e suas respectivas respostas ao ensaio (Tabela 07, 08, 09 e 10).
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Tabela 08
Teste de invasdo apds 1 hora com células HEp-2, internalizagao bacteriana.
Cepas Células Bactérias Média de
Invadidas Internas bactéria/célula
MOO0T 22 33 1,50
7 45 72 1,60
15 17 22 1,29
17 14 40 2,86
27 36 114 3,17
Tabela 011
Teste de invasao apds 3 horas com células HEp-2, internalizacdo bacteriana.
Cepas Células Bactérias Média de
Invadidas Internas bactéria/célula
MO0T 130 645 4,96
7 207 1618 7,82
15 113 512 4,53
17 88 756 8,59
27 166 1932 11,64
Tabela 012
Teste de invasdo apds 1 hora com células HEp-2, adesao bacteriana.
Celulas oM Bactérias Média de
Cepas adesao . f
) aderidas bactéria/célula
bacteriana
5 20 25 1,25
11 16 17 1,06
14 6 6 1,00
Tabela 15
Teste de invasdo apds 3 horas com células HEp-2, adesdo bacteriana.
Celulas oM Bactérias Média de
Cepas adesao . f s
) aderidas bactéria/célula
bacteriana
5 236 1544 6,54
11 202 1113 5,51

14 20 22 1,10
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6.5.2. Células 1774

Os testes com a célula 1774 foi realizado nos periodos de 30 e 60 minutos, no
qual foi possivel observar a capacidade fagocitica da célula, através da visualizacao
das bactérias internalizadas e a eficiéncia das cepas no escape do modelo celular
induzido, conforme o aumento do periodo do teste (Tabelas 11 e 12). Como
resultados o periodo de 30 minutos foi o horario com maior quantidade de células
fagocitadas/célula. Sendo que as cepas 7, 17 e 27 foram as células com as maiores

taxas de fagocitose.

Tabela 18

Teste de invasao apds 30 minutos, células 1774

Cepas Células que Bactérias Média de

fagocitaram Internas bactéria/célula
M90T 56 76 1,36
5 41 52 1,27
7 67 129 1,93
11 19 20 1,05
14 13 13 1,00
15 38 57 1,50
17 48 83 1,73
27 79 179 2,27
Tabela 21

Teste de invasao apds 60 minutos, células 1774

Cepas Células que Bactérias Média de

fagocitaram Internas bactéria/célula

MOOT 19 23 1,21
5 15 18 1,20
7 27 31 1,15
11 12 13 1,08
14 7 7 1,00
15 11 12 1,09
17 19 25 1,32

27 33 40 1,21
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7. DISCUSSAO

A metodologia proposta por Ojha et al., (2013) ja foi aplicada em varios
estudos como os realizados por Ahmed et al. (2014) para a identificacao de Shigella
em carne e laticinios e, mais recentemente, Alizadeh-Hesar et al. (2015) para
identificacdao de Shigella em criancas com diarreia atendidas em hospitais no Iran.
Neste estudo, ela foi empregada juntamente com as provas bioquimicas para a
identificacdo e classificacdo das cepas estudadas. A espécie mais frequentemente
encontrada foi a S. flexneri (57,4%), seguida de S. boydii (28,57%) e S. sonnei
(14,28%). Nenhuma foi identificada como S. dysenteriae. A frequéncia de
aproximadamente 50% também foi relatada em pacientes com diarreia em Kerman,
Iran (NAVE et al., 2016). No Brasil, a espécie S. flexneri foi a mais identificada nos
estados do Piaui (80,8%), em Rondonia (72%), no Para (66%) e no Amazonas
(60%) (CRUZ et al., 2014; BASTOS et al., 2012; NUNES et al., 2012; SILVA et al.,
2008).

As espécies de Shigella possuem uma estratificacdo geografica baseado no
nivel socioecondmico na qual a S. flexneri estd associada aos paises em
desenvolvimento, S. sonnei aos paises desenvolvidos, S. boydii a Bangladesh e Asia e
S. dysenteriae ocorre em surtos esporadicos (ANDERSON et al. 2016). Desta forma,
a maior porcentagem de S. flexneri reflete a situacdo econOmica encontrada no

estado do Amazonas.

O padrao de invasao Shigella flexneri 52 M90T foi escolhido como controle
positivo deste estudo devido a sua larga utilizagao como controle de invasao em
muitos estudos (SCHNUPF et al., 2012; KONRADT et al., 2011; SELLGE et al., 2010;
KOTLOFF et al., 2000; SPERANDIO et al., 2008; CERSINI et al., 2003; MANTIS et al.,
1996).
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Nossa principal hipdtese parte do principio que cepas clinicas aqui estudadas
estao constantemente em competicao no hospedeiro humano, diferentemente das
cepas padroes. Assim, pode haver diferencas na presenca dos genes relacionados a
e viruléncia, devido as mutacOes naturais por diversas influéncias externas (PRELICH,
2012).

Desta forma, a identificacdo dos genes de viruléncia foi realizada para
caracterizar o potencial genético de invasao desta cepa. A presenca dos genes
marcadores de Shigella uidA e InvE foram comuns a todas as cepas estudadas. O
gene uidA é um fator que nao esta associado com a patogenicidade, utilizado nesse
estudo para deteccao de amostras de Shigella e Escherichia coli Enteroinvasiva
(RIYAZ-UL-HASSAN et al., 2009). Estes resultados corroboram com a genotipagem
realizada com pentaplex proposto por Ojha et al. (2013) que teve o gene InvE

relativo a identificagdo de género positivo para todas as cepas.

Os genes ipaBCD e ipaH, localizados no plasmideo de invasdo (Ipa), sao
essenciais a invasao das espécies de Shigella na célula hospedeira (VENKATESAN et
al., 1988). Todas as amostras testadas possuiram a presenca dos genes IpaA, B, C e
D, exceto a cepa 5 que nao amplificou para os genes IpaA e IpaB. Da mesma forma

todas as cepas possuiram pelo menos alguma subunidade do gene ipaH.

A variacao genica ocorreu nos genes ial, virF e as enterotoxinas shET1A,
SshET1B, shET2.1, shET2.2. O gene ial é responsavel pelo direcionamento bacteriano
durante a invasdao (VARGAS et al., 1999); virF reconhece alteragGes corporeas,
principalmente de temperatura apds a entrada da bactéria no hospedeiro, regulando
a sintese dos plasmideos de invasdo (PROSSEDA et al., 2004); As enterotoxinas sao
associadas a secrecao de fluidos intestinais, causando a diarreia aquosa e
desidratacdo (NIYOGI et al., 2004). Em 2014, Cruz et al. (2014) relatou uma possivel

associacao do gene shET1B com a presenca do sintoma desidratacao.

Todas as cepas estudadas foram resistentes a tetraciclina. A resisténcia a
tetraciclina ja foi relatada no Chile (MARCOLETA et al., 2013), no Peru (LLUQUE et
al., 2015) e no Brasil em maior (CRUZ et al. 2014, PEIRANO et al., 2006, PEIRANO et
al., 2005) e menor escala (SERIBELLI et al., 2016). A Unica cepa estudada que
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possuiu resisténcia a acido nalidixico (NAL) foi a cepa 27. Estudos com cepas de
Shigella MDR (Multi-Drug Resistance) de fonte alimentar no Egito tiveram as maiores
taxas de resisténcia a kanamicina, tetraciclina e acido nalidixico (AHMED et al.,
2015). Porém em um estudo no Brasil com criancas com diarreia no Piaui todas as
cepas foram susceptiveis ao acido nalidixico (NUNES et al.,, 2012), sendo
recomendado como melhores opcoes terapéuticas o acido nalidixico e a ceftriaxona
(CARRARI et al., 2012). A baixa resisténcia a acido nalidixico e ceftriaxona (cepa 27
apenas) também foi relatada em estudos de Paula et al. (2010) no Rio Grande do
Sul. Em nosso estudo, todas as cepas foram sensiveis a gentamicina, amicacina e
ciprofloxacina, sendo estes antibidticos eleitos os mais adequados ao tratamento.
Dados obtidos do programa RESISTNET demonstraram sensibilidade de cepas de
Shigella provenientes de 11 diferentes centros de pesquisa a gentamicina, amicacina
e ciprofloxacina e alta resisténcia trimetropim/sulfametaxazol (80%) (OPLUSTIL et

al., 2001), corroborando com os resultados encontrados (Figura 12).

A utilizacdo da invasdao em células HEp-2 é uma boa metodologia avaliadora
da viruléncia da Shigella, tendo resultados similares aos encontrados no teste de
Seréni (DAY et al., 1981). As cepas de S. flexneri 7, 15 e 27 e de S. sonnei 17
apresentam invasao tanto em 1 quanto em 3 horas de contato (Figuras 31 e 32).
As espécies de Shigella flexneri e sonnei sao as responsaveis pelo maior nimero de
casos de shigelose no mundo (ANDERSON et al. 2016; LIVIO et al. 2014). As cepas
com menores taxas de invasao foram as cepas de S. boydii 11 e 14 e S. flexneri 5.
Assim o maior perfil invasivo encontrado em cepas da espécie flexneri e sonnei

corrobora com o perfil do género.

Uma das fases importantes na patogenicidade da Shigella durante a invasdo é
a fagocitose por macréfagos, no qual a bactéria internalizada realiza um escape
mediado por proteinas do plasmideo de invasdo Ipa’s, principalmente o IpaB
(PICKING et al., 2005; LUCHINNI et al., 2005). A utilizagcao de testes de invasao em
macrofagos para determinacdo da viruléncia de Shigella é realizada devido ao fato
que os genes se comportam de modo diferente em fagdcitos e nao fagdcitos
(ALBUQUERQUE, 2006). Cepas de Shigella mutantes para os genes IpaB, IpaC e

IpaD possuem inabilidade ou diminuicao de invadir macréfago 1774 in vitro (KUWAE
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et al., 2001; PICKING et al., 2005; SUZUKI et al., 2005). No atual estudo, quando
realizado os testes de fagocitose com o macrdfago 1774, as cepas clinicas S. flexneri
7, 15 e 27 e S. sonnei 17 obtiveram as maiores taxas de bactéria/célula no periodo
de 30 minutos de exposicao (Tabela 11). No periodo de 60 minutos este nimero se
estabiliza para todas as cepas estudadas, porém o numero de células que
fagocitaram reduz quando comparada ao periodo de 30 minutos (Tabela 12). Estes
resultados sao indicativos de apoptose de macrofagos apos 60 minutos de exposicao.
Estudos sobre curva de apoptose com macrdéfago J774 em contato com a M90T
demonstram que a morte celular inicia-se em 45 minutos e no periodo de 4h possui
100% de morte (SANSONETTI e MOUNIER, 1987). Além dos genes IpaBCD, foi
demonstrado o gene IpaH7.8 possui papel no escape de vacuolo fagocitico em cepas
de Shigella virulentas (FERNANDEZ-PRADA et al., 2000). Neste estudo, os genes
IpaB e IpaH7.8 foi encontrado em todas as cepas estudadas neste estudo, exceto na

cepa 5, demonstrando o potencial de todas as cepas a escape de macrdfago.

Outra caracteristica em comum entre as cepas com maior perfil invasivo, tanto
em células HEp-2 quanto em ]774, foi a presenca das enterotoxinas. Todas as quatro
cepas possuiram a presenca do conjunto completo de genes shET1 e shET2, a
excecdo da cepa 17 que teve auséncia de shET1B. Curiosamente, todas as cepas nao
invasivas neste estudo (5, 11 e 14) tiveram auséncia de todos ou parte do conjunto
de enterotoxinas e dos efetores virF e ial (Figura 11). As enterotoxinas sao
liberadas durante o processo de lise celular, porém elas ainda nao foram associadas
com invasao (VARGAS et al. 1999). O gene shET2 esta localizado no plasmideo de
invasao, no entanto evidencias mostram que eles, sozinhos, nao tem papel na
alteracao de fungdes e inflamacao (FIORENTINO et al., 2014), estando mais
associados a alteracoes eletroliticas (FASANO et al., 1997). O virF, por sua vez, € um
importante ativador de transcricdo necessario para expressao das proteinas de
invasao (KOPPOLU et al., 2013).

Estudos adicionais sdo necessarios para avaliar se a presencga destes genes de
viruléncia ocorreu devido ao acaso ou possui alguma correlagdo. Porém, varias cepas
atenuadas candidatas a vacinas contra Shigella vigentes possuem atenuacao nas
enterotoxinas shET1 e shET2 (MANI et al., 2016; TOAPANTA et al., 2014; RANALLO
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et al., 2012). Recentemente a candidata a vacina CVD1208S (AguaBA, Aset, Asen S.
flexneri 2a) possuiu apenas 5% de reagOes na fase clinica 1 e resposta robusta de
anticorpos na fase 2 (TOAPANTA et al., 2014).

A auséncia dos genes VirF, shETs e invasao em cultura de célula pelas cepas
estudadas demonstram o potencial destas cepas clinicas coletadas no Amazonas
como possiveis alvos de caracterizagao visando a busca de marcadores e possiveis

alvos de vacinas regionais.

A Tabela 13 resume os resultados encontrados. Neste estudo sugerimos a
separacao das cepas clinicas estudadas em dois grupos. No primeiro tivemos as
cepas de Shigella 5, 11 e 14 que tiveram auséncia das enterotoxinas, resisténcia a
apenas um antibidtico, ndo apresentaram invasao em células HEp-2 em 3h e baixas
taxas de fagocitose em J774 em 30m. Estas cepas foram caracterizadas como baixa
viruléncia ou ndo-virulentas; As cepas de Shigella 7, 15, 17 e 27 tiveram a presenca
do conjunto de enterotoxinas, com resisténcia a dois ou mais antibidticos, altas taxas
de invasao em células HEp-2 em 3h e alta taxa de fagocitose em 1774 em 30m.
Estas cepas foram caracterizadas como alta viruléncia. Deste Ultimo grupo destacam-
se as cepas 7 e 27 que possuiram as maiores taxas de invasdao e fagocitose.
Acreditamos este estudo de caracterizacao podem servir de base para estudos
futuros visando o comportamento de cepas viruléncia distintas quanto a expressao

génica, proteica, estudos de polimorfismo e comportamento no hospedeiro.
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Tabela 24
Esquema geral de todos os resultados obtidos neste estudo

Invasdo Fagocitose

PCR Gene de Invasao Bactéria/Célula Bactéria/Célula

T N X ~ N y ictAnci b
Amostras/ Genes T YR % % % % % % SS9 YN Q % % NN 3 Perfil de resisténcia a antimicrobianos Hep-2 Hep-2 1774 1774
S 33 83 33888 8 8 BRR8888 S §& =5 lhora  3horas 30minutos 60minutos

MOOT - S. fiexneri 5a TET 1,50 4,96 1,36 1,21
S. fiexneri 5 TET - - 1,27 1,20
S. fiexneri 7 TET, CLO 1,60 7,82 1,93 1,15
S. boydi 11 TET - - 1,05 1,08

S. boydii 14 TET - 1,00 1,00

S. fiexneri 15 TET, AMC, CLO 1,29 4,53 1,50 1,09
S. sonnei 17 TET 2,86 8,59 1,73 1,32
S. fiexneri 27 TET, NAL, AMC, CLO, CRO 3,17 11,64 2,27 1,21

TET - Tetraciclina; NAL - Acido Nalidixico;
CRO - Ceftriaxona; (;LO - Cloranfenicol;
AMC - Amicacina + Acido Clavulanico
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8. CONCLUSAO

e Neste estudo, a espécie mais frequentemente encontrada foi a Shigella
flexneri (57,4%), seguida de S. boydii (28,57%) e S. sonnei (14,28%).

Nenhuma foi identificada como S. dysenteriac;

e Todas as cepas foram positivas para IpaBCD, exceto a cepa de S. flexneri 5

que nao amplificou para as subunidades IpaA e IpaB;

e Para as enterotoxinas shET as amostras 7, 15 e 27 tiveram a presenca do
conjunto completo (shET 1A, 1B, 2.1, 2.2);

e Todas as cepas bacterianas estudadas foram sensiveis aos antibidticos

gentamicina, amicacina e ciprofloxacina e resistentes a tetraciclina;

e Todas as cepas foram resistentes a pelo menos um antibidtico testado, sendo

que a cepa com maior resisténcia foi a cepa 27 (n=5);

e A invasdo em células HEp-2 foi confirmada nas cepas S. flexneri7, 15 e 27 e
S. sonnei 17, sendo que as cepas 7, 17 e 27 tiveram as maiores taxas de

bactérias/célula;
e Ascepas 5, 11 e 14 ndo tiveram fendtipo invasivo, somente adesao;

e Nos testes com a célula J774 teve o periodo de 30 minutos com o horario com
maior quantidade de células fagocitadas/célula. Sendo que as cepas 7, 17 e

27 foram as células com as maiores taxas de fagocitose;

e O perfil invasivo teve em comum a sugestao de associacdo com 0s genes
shET1 e shET2. As cepas ndo invasivas tiveram auséncia de todos ou parte do

conjunto de enterotoxinas e dos efetores virF e ial

e Estudos adicionais sdo necessarios para avaliar se a presenca destes genes de
viruléncia ocorreu devido ao acaso ou possui alguma correlagdo. Porém,
relatamos o potencial destas cepas clinicas coletadas como possiveis alvos de

caracterizagao visando a busca de marcadores e alvos de vacinas regionais.
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