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Isolamento, identificacdo e caracterizacao de Shigella spp. envolvidas em
surtos alimentares ocorridos no Rio Grande do Sul

Autor: Cheila Minéia Daniel de Paula
Orientador: Prof. Dr. Eduardo Cesar Tondo

RESUMO

No Brasil existem poucos relatos sobre casos de Shigelose, um fator que
contribui com o pouco conhecimento a respeito dessa doenca. Além disso, a falta de
obrigatoriedade por parte da legislacdo vigente em relacdo a pesquisa de Shigella
tem contribuido com este fato. O presente trabalho teve por objetivo isolar, identificar
e caracterizar isolados de Shigella envolvidas em surtos alimentares ocorridos no Rio
Grande do Sul, além de comparar tais isolados de alimentos com amostras isoladas
de fezes de pacientes com diarréia envolvidos nesses surtos. Apés a identificacéo,
os isolados foram submetidos a caracterizacdo por suscetibilidade a antimicrobianos
e PCR-Ribotipificacdo. Entre agosto de 2007 e agosto de 2008, foram isoladas trés
linhagens de Shigella (2 S. flexneri e 1 S. sonnei) a partir de placas de meio de
cultura utilizadas pela FEPPS/LACEN/RS para pesquisa de Salmonella em alimentos
suspeitos. Uma vez que a analise foi considerada negativa para a presenca
Salmonella, o resultado nas estatisticas epidemiolégicas do RS possivelmente foi
expresso como “agente do surto ndo identificado”. Das 149 linhagens de Shigella
isoladas pelo mesmo érgéo, entre 2003 e 2007, 71,14 % foram identificados como S.
flexneri, 21,48% como S. sonnei, 0,67% como S. dysenteriae e 6,71% foram
classificados apenas como Shigella sp. Os resultados também demonstraram um
aumento no percentual de isolados de S. sonnei, que em 2003 era nulo e em 2007
foi de 43,48 %, a0 mesmo tempo o percentual de isolados de S. flexneri passou de
100% em 2003 para 47,83% em 2007. Em relagcdo ao teste de resisténcia a
antimicrobianos os isolados provenientes de fezes (n=149) demonstraram altas
percentagens de resisténcia, sendo que as maiores foram observadas contra
estreptomicina (88,59%), ampicilina (84,56%) e sulfametoxazol-trimetoprim (80,53%).
Os maiores percentuais de sensibilidade foram para ciprofloxacina (96,64%), acido
nalidixico (89,26%) e gentamicina (83,22 %). A resisténcia multipla foi verificada em
90,19% dos isolados. Dos 73 perfis de resisténcia encontrados, 82,23 %
apresentaram resisténcia a pelo menos trés antimicrobianos. Seis perfis agruparam
mais de quatro isolados (A, B, C, D, E e F). O mais resistente dos isolados de
alimentos apresentou resisténcia a gentamicina e resisténcia intermediaria a
tetraciclina e ao cloranfenicol. Quando os isolados de Shigella foram submetidos a
PCR-Ribotipificacdo, somente trés perfis (SH1, SH2 e SH3) foram identificados. O
perfil SH1 agrupou 76,31% dos isolados (todos S. flexneri) e o perfil SH2 agrupou
23% dos isolados (todos S. sonnei). De acordo com os resultados, varias linhagens
de Shigella apresentaram o mesmo padrdao de bandas na PCR-Ribotipificacdo e
também o mesmo perfil de resisténcia, sugerindo tratar-se da mesma linhagem de
Shigella; Os resultados obtidos no presente estudo indicam a necessidade do
monitoramento continuo da resisténcia da Shigella e também que a PCR-
Ribotipificacdo pode ser util na investigagédo de surtos de Shigeloses alimentares.

Palavras - chave: Shigella, Shigelose, antimicrobianos, PCR-Ribotipificacédo



Isolation, identification, and characterization of Shigella spp. associated with
foodborne outbreaks occurred in Rio Grande do Sul State, Brazil

Author: Cheila Minéia Daniel de Paula
Advisor: Eduardo Cesar Tondo

ABSTRACT

In Brazil, there are few reports about foodborne Shigellosis and the Brazilian
regulation do no requires compulsory investigation for Shigella in foods, contributing
to the lack of knowledge about this disease. The objective of the present study was to
isolate, identify and characterize isolates of Shigella involved in outbreaks occurred in
Rio Grande do Sul (RS), Southern Brazil, and compare the strains isolated from
foods with those isolated from fecal stools of foodborne shigellosis victims. Food
isolates were sampled between August 2007 and August 2008 from plates of
selective medium used for Salmonella detection in suspect foods analysed by official
Laboratory of RS (FEPPS/LACEN/RS), while fecal isolates were isolated from victim
stools analysed between 2003 and 2007 by the same Laboratory. Bacterial samples
were identified by FEPPS/LACEN/RS and submitted to antimicrobial susceptibility
testing and PCR-Ribotyping. Results indicated that three Shigella (1 S. sonnei and 2
S. flexneri) were isolated from foods and 149 were isolated from fecal stools (71.14 %
S. flexneri, 21.48 % S. sonnei, 0.67 % S. dysenteriae, and 6.71 % Shigella sp.).
Results also showed an increase on the isolation percentage of S. sonnei from fecal
samples, which was zero in 2003 increasing to 43.48 % in 2007. At the same period,
the percentage of isolation of S. flexneri decreased from 100 % in 2003 to 47.83 % in
2007. Fecal stool isolates demonstrated high percentages of resistance, mainly for
streptomycin (88.59 %), ampicillin (84.56 %) and sulfamethoxazole-trimethoprim
(80.53 %). The highest percentage of sensitivity was observed for ciprofloxacin
(96.64 %), nalidixic acid (89.26%) and gentamicin (83.22 %). Multiple resistance was
observed in 137 isolates (90.19 %). Experiments revealed that 73 resistance patterns
were found, and 82.23 % of the isolates showed resistance to at least three drugs.
Six patterns grouped more than four isolates (A, B, C, D, E, and F). The most
resistant isolates from foods showed only resistance to gentamicin and intermediate
resistance to tetracycline and to chloramphenicol. PCR-Ribotyping identified three
banding patterns (SH1, SH2, and SH3). The profile SH1 grouped 76.31 % of the
isolates (all S. Flexneri) and profile SH2 grouped 23 % of isolates (all S. sonnei).
According to the results, various Shigella isolates showed the same PCR-Ribotyping
banding patterns and also the same resistance profile, suggesting it is the same
strain of Shigella. The results indicate the need for continuous monitoring of
resistance of Shigella and that the PCR-Ribotyping could be useful in the
investigation of foodborne Shigellosis.

Keywords: Shigella, Shigelose, antibiotics, PCR-Ribotyping
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1.1 INTRODUGCAO

As Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA) sao causadas por
microrganismos ou suas toxinas, apdés a ingestdo de agua ou alimentos
contaminados. E sabido que representam um sério problema de satde publica, além
de acarretar em expressivos gastos monetarios (AMSON, G. V., et al., 2006). Muitos
casos de DTA nao sao notificados, uma vez que seus sintomas sao, muitas vezes,
confundidos com gripes ou se apresentam como discretas diarréias e vomitos,
prejudicando o seu estudo.

Outro fator que contribui para o pouco conhecimento a respeito de algumas
DTA é a falta de obrigatoriedade de pesquisa por parte da legislacdo, como ocorre
com o género Shigella. As disenterias causadas por Shigella constituem um
importante problema de saude em paises industrializados e em desenvolvimento. No
Brasil, existem poucos relatos de Shigeloses, o que talvez possa ser atribuido ao
fato de que nenhuma legislacdo vigente solicite a pesquisa de Shigella em agua ou
alimentos. Ainda assim, segundo dados do Laboratério Central do Estado do Rio
Grande do Sul (FEPPS/LACEN/RS), esse microrganismo tem sido freqiientemente
isolado a partir de fezes de pacientes com diarréia no Rio Grande do Sul (RS).
Adicionado a isso, é sabido que a Shigella apresenta caracteristicas fenotipicas
muito semelhantes a Salmonella (HAIMOVICH; VENKATESAN, 2006), a qual é o
principal agente causador de DTA no RS (OLIVEIRA, F. A., et al., 2008). Tal
semelhanca pode possibilitar que surtos causados por Shigella sejam atribuidos a
Salmonella.

Em vista disso, a caracterizacdo de isolados de Shigella envolvidos em
surtos alimentares ocorridos no RS pode contribuir com o conhecimento e

prevencdo de novos surtos causados por esse microrganismo.
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1.2 OBJETIVO GERAL

Isolar, identificar e caracterizar isolados de Shigella envolvidas em surtos

alimentares ocorridos no Rio Grande do Sul.

1.2.1 Objetivos especificos

Isolar e identificar as espécies de Shigella envolvidos nos surtos alimentares

investigados pela Vigilancia Sanitaria do RS.

Diferenciar as cepas de Shigella através de suscetibilidade a antimicrobianos
e PCR-Ribotipificagao.

Investigar a ocorréncia de cepas semelhantes causando diferentes surtos

alimentares.

Comparar as cepas de Shigella isoladas de alimentos com aquelas isoladas

de fezes de acometidos por Shigelose.
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1.3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.3.1 Caracteristicas gerais da Shigella e Shigelose

As bactérias do género Shigella sdo microrganismos pertencentes a familia
Enterobacteriaceae, assim como a Salmonella e a Escherichia. Sdo bastonetes
gram-negativos, nao formadores de esporos, imoveis, aerdbios facultativos,
fermentam a glicose com producdo de &cido, geralmente sem gas, nao possuem
capsula, exceto certos sorovares de S. flexneri e S. boydii, ndo hidrolisam uréia, ndo
produzem gas sulfidrico, ndo descarboxilam a lisina e, além disso, ndo utilizam
citrato nem acetato de sodio como Unica fonte de carbono (FRANCO; LANDGRAF,
1996; JAY, 2005; PENATTI, M.P.A,, et al., 2007). Shigella spp. é filogeneticamente
relacionadas tanto com Salmonella quanto com Escherichia (JAY, 2005;
HAIMOVICH; VENKATESAN, 2006).

O género Shigella inclui quatro espécies: S. dysenteriae, S. flexneri, S. boydii
and S. sonnei (FRANCO; LANDGRAF, 2005). As trés primeiras espécies incluem
varios sorovares. S. sonnei e S. boydii geralmente estdo relacionadas com as
enfermidades mais brandas, podendo ocorrer diarréia aquosa e com sangue. S.
flexneri é a principal causa de Shigelose endémica em paises em desenvolvimento
(WHO, 2005).

As trés espécies que agem como agentes etiolégicos de gastrenterites de
origem alimentar sdo classificadas em grupos sorolégicos com base nos antigenos
O: S. flexneri no grupo B, S. boydii no grupo C e S. sonnei no grupo D. S.
dysenteriae € o principal patégeno causador da disenteria bacilar classica; sendo
que aproximadamente 10UFC sao suficientes para iniciar uma infeccdo em
individuos susceptiveis (FDA, 2001, FRANCO; LANDGRAF, 2005). Embora, esta
sindrome possa ser contraida pela ingestao de alimentos, esse microrganismo nédo é
considerado um causador de infeccdo alimentar do mesmo modo como as outras
trés espécies (JAY, 2005). De acordo com Navia e Gasco'n (2005), devido a sua
baixa dose infectante, a Shigelose pode ser considerada uma doenca contagiosa e,
na maioria das vezes, 0s casos ou surtos de Shigelose se dado devido a propagacgéo
clonal de uma ou poucas cepas.

Ao contrario de Salmonella e Escherichia, Shigella ndo apresenta

reservatorios animais que nao sejam os humanos (JAY, 2005) e apenas em alguns
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casos excepcionais, primatas superiores como o chimpanzé e os gorilas podem ser
considerados hospedeiros acidentais (RIBEIRO, 2000).

As espécies de Shigella apresentam caracteristicas tipicas de bactérias
entéricas. Crescem em temperaturas entre 10° C e 48° C e pH ideal de 6 a 8,
embora crescimento em pH 5,0 ja tenha sido descrito. Ainda ndo esta claro como
estes microrganismos podem se multiplicar em valores de a, mais baixos que
agueles exigidos por Salmonella e Escherichia. Sua resisténcia ao calor é
semelhante aquela expressada por cepas de E. coli (JAY, 2005).

A Shigella é freqientemente disseminada através do contato direta pessoa-
pessoa por transmissao fecal-oral ou indiretamente, pelo consumo de alimentos ou
agua contaminados (FLOREZ, A. J., et al. 2005).

A contaminacdo dos alimentos por Shigella, geralmente, se da através de
manipuladores de alimentos infectados e com higiene pessoal inadequada. Shigella
€ resistentes a acidos, tolerante a niveis elevados de sais, pode sobreviver em
frutas, vegetais e demais alimentos com pH reduzido, alimentos preparados e
alimentos embalados em atmosfera modificada ou a vacuo (WARREN; PARISH,;
SCHNEIDER, 2006).

1.3.2 Mecanismos de viruléncia

Apés a ingestdo de alimentos ou agua contaminados por Shigella, o
microrganismo alcanga o colon e o reto, ocorrendo a passagem da barreira epitelial
do intestino pela da invasao das células M. Em seguida, Shigella é fagocitada por
macrofagos, provoca apoptose destas células, atinge o polo basolateral das células
epiteliais e as invade. Shigella consegue mover-se de uma célula a outra através da
formacdo de protrusbes de actina. Os macrofagos que sofreram apoptose e as
células epiteliais invadidas liberam interleucinas IL-1 e IL-8, respectivamente, as
quais promovem o0 recrutamento de mondcitos através da barreira epitelial,
facilitando a entrada de bactérias do limem, aumentando a invasao do epitélio. O
resultado da infeccdo € uma resposta inflamatéria aguda, acompanhada de
disenteria. Este tipo de dano provoca perda de sangue e muco no limen intestinal.
Uma vez que a absorcédo de agua no colon € inibida, o resultado é a producéo de

fezes com pouco volume. A Shigelose também pode provocar diarréia aquosa. Das
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espécies de Shigella, S. sonnei causa diarréia com mais freqtuéncia (JAY, 2005;
PARSOT, 2005; HAIMOVICH; VENKATESAN, 2006).

1.3.4 Shigelose no mundo

Shigella é reconhecida pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como um
dos principais problemas mundiais de saude publica. Esta entre as principais causas
de diarréia em pacientes pediatricos, em paises em desenvolvimento, porém
também €& responsavel por diarréia em criancas de paises industrializados,
principalmente em ambientes como creches e pré-escolas. Com relacdo a infecgcéo
intestinal, o risco de contrair uma Shigelose esta associado com a falta de
saneamento basico e/ou de higiene pessoal (FULLA, N., et al., 2005, SAVADKOOHI;
KACHO , 2007; PENATTI, M.P.A,, et al., 2007).

Surtos de origem alimentar por Shigella sdo geralmente associados com
alimentos que foram submetidos a preparacdo manual e servidos crus ou mal
cozidos (WU, F. M. et al., 2000).

Mead et al. (1999) estimaram que Shigella foi responsavel por
aproximadamente 500.000 casos de DTA, causando cerca de 6.231 hospitalizagbes
e 70 mortes nos Estados Unidos, anualmente. Em 2004, Shigella, ficou em terceiro
lugar entre os patdogenos de origem alimentar, segundo o Foodborne Diseases
Active Surveillance Network (FoodNet) do Centers for Disease Control and
Preventions (CDC, 2005). No ano de 2000, dentre os casos de Shigelose,
confirmados em laboratério e reportados ao CDC, mais de 80% foram causados por
S. sonnei (CDC, 2003).

No Japdao, foram relatados de 1000-1600 casos de Shigelose, anualmente.
Das espécies isoladas, S. sonnei foi a que apresentou maior aumento na frequéncia
de isolamento. Os sintomas da Shigelose causada por S. sonnei sdo, geralmente,
mais brandos em adultos, sendo que, somente alguns desenvolvem a doenca,
enguanto outros sdo considerados portadores assintoméaticos (MIYAGI, K., et al.,
2001).

Em 2004, foi relatado um surto de Shigelose em uma escola de Madri,
Espanha. A escola tinha cerca de 520 estudantes, destes, 60 adoeceram e 28

familiares também tiveram a doenca. O caso inicial foi uma menina trés anos e o
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surto durou dois meses provavelmente, devido a deteccdo tardia do agente
etiologico (JONSSON, J., et al., 2005).

No Chile, de 1997 a 2001, dentre 4.080 casos agudos de diarréia em criangas
com menos de cinco anos, Shigella foi identificada em 178 destes (FULLA, N, et al.,
2005).

No Brasil, durante o periodo de 1999 a 2004, 296 isolados de Shigella foram
reportados pelo Instituto Osvaldo Cruz (IOC/FIOCRUZ), no Rio de Janeiro. As
espécies isoladas com maior frequéncia foram: S. flexneri (52,7%) e S. sonnei
(44,2%). As taxas mais elevadas de isolamento de Shigella foram observadas nas
regides Sudeste (39%) e Nordeste (34%) e a menor percentagem de isolados
ocorreu na regiao Sul (3%) do Brasil (PEIRANO; SOUZA; RODRIGUES, 2006).

1.3.5 Caracterizacao fenotipica por resisténcia a antimicrobianos

O uso indiscriminado de antimicrobianos pode possibilitar a sele¢cdo de
microrganismos resistentes, reduzindo a eficacia dos medicamentos. Internagfes
mais longas, 0 uso de drogas mais caras e mais toxicas sdo algumas das
consequéncias do uso inadequado dessas drogas, o que, além de dificultar e
encarecer os tratamentos pode até impossibilita-los.

Para controlar essa resisténcia, € preciso mapear o perfil de resisténcia dos
organismos que atingem hospitais e a populacdo, ou seja, analisar o efeito dos
medicamentos sobre esses microrganismos (BRASIL, 2005).

Além disso, a andlise da resisténcia a antimicrobianos tem sido bastante
utilizada, juntamente com outros métodos, para a caracterizacdo de varios
microrganismos, dentre eles Shigella. Tais tipificacdes tém sido realizadas tanto no
Brasil (PENATTI, M.P.A., et al., 2007), quanto em paises como o Chile (FULLA, N.,
et al., 2005), Espanha (FLOREZ, et al., 2005) e Iran (SAVADKOOHI; KACHO, 2007).

1.3.6 Resisténcia a antimicrobianos em Shigella

Shigella spp. sdo conhecidas devido a sua mdltipla resisténcia a
antimicrobianos. Esta resisténcia vem sendo adquirida progressivamente, na maioria

dos casos, devido ao uso indiscriminado dessas drogas (SOW, G. A., et al., 2006).
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Em um estudo realizado em Dakar, Senegal, 43 S. sonnei isoladas de
pacientes adultos com diarréia foram submetidos ao teste de resisténcia a
antimicrobianos. Todos os isolados foram resistentes a estreptomicina, a
spectinomicina e a tetraciclina, e 37 (86%) dos isolados foram resistentes ao
trimetoprima e a sulfametoxazol-trimetoprima, resultado este que reafirma o carater
de multipla resisténcia dos isolados de Shigella (SHOW, G. A. et al., 2006).

Na Venezuela, Morales et al. (2005) avaliaram a resisténcia a 20
antimicrobianos de isolados de Salmonella e Shigella provenientes de pacientes do
West General Hospital, no periodo de 1997 a 2003. Neste periodo, foram
selecionados 212 isolados clinicos, dos quais 107 (50,5%:) foram identificados como
Salmonella spp. e 105 (49,5%) como Shigella. As espécies de Shigella identificadas
foram: S. flexneri (62,9%), S. sonnei (29,5%), S. dysenteriae (4,8%) e S. bodyii
(12,9%). Dentre os isolados de S. flexneri, 15,9% demonstraram resisténcia a
ampicilina/sulbactam, 3,2% a gentamicina, e 100% foram suscetiveis a
ciprofloxacina, netilmicina e tobramicina. Dos isolados de S. sonnei 10,7% foram
resistentes a ampicilina/sulbactam e 100% suscetiveis a ciproftoxacina e
gentamicina e tobramicina.

Em outro estudo, 62 S. sonnei isoladas de casos esporadicos de Shigelose,
ocorridos em diferentes localidades da Malasia, entre 1997 e 2000, foram
examinados pelo teste de suscetibilidade a antimicrobianos. Entre os isolados,
aproximadamente 35,5% foram resistentes a trés ou mais agentes antimicrobianos.
Neste estudo os autores concluiram que uma nova cepa de S. sonnei multi-
resistente foi observada em diferentes partes da Malasia (HOE, C. H., et al., 2005).

No Brasil, um estudo realizado por Sidrim et al. (1998), verificou resisténcia a
antimicrobianos mediada por plasmideos R em 26 cepas de S. flexneri isoladas no
nordeste, no periodo de 1989-1993. Todas as cepas mostraram-se resistentes a
sulfametoxazol/trimetoprima, ampicilina e tetraciclina; 23 (88,4%) a carbenicilina e
ampicilina/acido-clavulanico; 22 (84,6%) ao cloranfenicol; 3 (11,5%) a tobramicina; 2
(7,6%) a gentamicina e 1 (3,8%) a ceftriaxona, cefalotina, cefuroxima e netilmicina.
Todas as S. flexneri testadas foram sensiveis ao &cido nalidixico, aztreonam,
ciprofloxacina, ceftazidima, cefoxitina, cefotaxima, imipenem e amicacina.

Outro estudo realizado no Brasil com 296 Shigella isoladas do periodo de
1999 a 2004, pela IOC/FIOCRUZ, Rio de Janeiro (RJ), sugeriu a necessidade de

monitoramento continuo de Shigeloses. O resultado deste estudo demonstrou altas
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percentagens de resisténcia ao trimetoprima-sulfametoxazol (90%), a tetraciclina
(88%), a ampicilina (56%) e ao cloranfenicol (35%) (PEIRANO; SOUZA,
RODRIGUES, 2006).

1.3.7 Caracterizacao genotipica de microrganismos

Entre os métodos moleculares mais utilizados para a caracterizacao
genotipica de microrganismos patogénicos estdo: a ribotipificacdo, a PCR
(Polymerase Chain Reaction), a PCR em tempo real (Real Time PCR), a PCR
ribotipificacdo (PCR Ribotyping) e o multiplex PCR (mPCR) (MENDOZA,
MARTIN;HEVIA,1996; LINDQVIST,1999; THIEM, V. D., et al. 2004; OLIVEIRA, F. A,
2005; THONG, K.L. et al. 2005). Além destes, outro método muito utilizado é a
eletroforese em gel campo de pulsado (PFGE) (LITWIN, et al., 1997, NAVIA et al.,
1999; OLIVEIRA, F. A., et al., 2008). Este dultimo, foi por um longo tempo,
considerado padrdo-ouro para a caracterizacdo de muitas bactérias, entre as quais
Shigella spp. Tem a vantagem de ser universal (GEMMEL, 1999). Em contraposicao,
pode ser considerado relativamente caro e elaborado, pois exige conhecimentos
especializados e equipamento especial (NAVIA; GASCO'N, 2005).

O desenvolvimento das técnicas de biologia molecular apresentam algumas
vantagens sobre os métodos convencionais, como o maior poder de discriminacao e
melhor reprodutibilidade (WARREN ; PARISH; SCHNEIDER, 2006, JAMIL, M., et al,
2007; GANDRA, E.A., et al, 2008). Além disso, as técnicas tradicionais baseiam-se
em caracteristicas morfolégicas e bioquimicas para a tipificacdo e identificacdo de
géneros, espécies e subespécies de microrganismos, (GANDRA, E.A., et al, 2008)
que incluem padrbes de resisténcia aos antibidticos, reacfbes bioquimicas, e
soroldgicas e muitas vezes sao ineficientes e morosos (JAMIL, M., et al., 2007).

A aplicacdo de métodos moleculares na investigacdo de surtos, e na
correlacdo entre os mesmos podem ser empregados, tanto para a identificacdo da
fonte do agente etiolégico e seus veiculos de transmissdo como na monitoracdo de
seus reservatoérios (MILLEMANN, Y. et al., 1995).

1.3.7.1 Caracterizacdo por PCR- ribotipificacéo
A PCR ribotipificagdo (PCR Ribotyping), € considerada uma substituta da

Ribotipificacdo classica. Esta técnica utiliza seqiéncias iniciadoras que anelam nas
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regides 16S e 23S e amplificam sequéncias presentes entre 0os genes do operon
ribossomal. As regibes espacadoras entre as regibes 16S e 23S apresentam
variacdes que podem ser utilizadas para caracterizar os microrganismos em nivel de
género, espécie e subespécie (BAUDART, J., et al., 2000; FARBER, J.M., et al.,
2001).

Diversos autores vém utilizando essa técnica para tipificacdo de bactérias
presentes no intestino humano, como por exemplo, o Clostridium dificille. Numerosos
métodos de tipificacdo molecular tém sido desenvolvidos para diferenciar cepas de
C. difficille. A PFGE € aceita, dado que é considerada a técnica padréo-ouro para o
tipificacdo de cepas bacterianas, porém a maioria dos C. difficille isolados né&o
podem ser tipificados por este método devido a degradacdo do DNA. Além disso,
este método exige recursos humanos qualificados, intensivos, e muitas vezes o
trabalho € moroso (HYETT; BRAZIER; O'NEIL, 1997; KATO, H., et al.,, 1996). A
PCR-Ribotipificacdo € um dos métodos utilizados maior freqtiéncia na investigacao
epidemiolégica de C. difficille (TERHES, G. et al., 2006) em paises como ltalia
(SPIGAGLIA, P., et al, 2001), Canada (MacCANNELL, D. R., et al., 2006 ), Hungria
(TERHES, G. et al.,2006) e Escocia (MUTLU, E., et al., 2007).

No Brasil, Geimba et al. (2003) consideraram a técnica de PCR-
Ribotipificacdo bastante reprodutivel e apropriada para a tipificagdo de Salmonella
envolvidas em surtos alimentares do RS. Em 2005, Oliveira também destacou a
adequacdo e a boa reprodutibilidade da PCR-Ribotipificacdo na caracterizacao
molecular de Salmonella isoladas de alimentos envolvidos em surtos e também
destacou o custo relativamente baixo de execuc¢éo dessa técnica.

Devido a sensibilidade e poder de discriminacdo da PCR-Ribotipificacao
aplicada com sucesso a cepas de Salmonella, as quais sdo bastante semelhantes a
Shigella, tal método pode ser empregado na tipificacdo de Shigella causadora de

surtos alimentares, sendo um dos objetivos do presente estudo.
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2.1 RESULTADOS

Os resultados do presente estudo sédo apresentados na forma de um artigo
cientifico. O subtitulo deste capitulo corresponde ao artigo formatado de acordo com
as orientacdes do Brazilian Journal of Microbiology, onde ele sera submetido para

publicacao.

2.1.1 Artigo 1 Antimicrobial Resistance and PCR-Ribotyping of Shigella

responsible for foodborne outbreaks occurred in Southern Brazil
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ANTIMICROBIAL RESISTANCE AND PCR-RIBOTYPING OF SHIGELLA
RESPONSIBLE FOR FOODBORNE OUTBREAKS OCCURRED IN

SOUTHERN BRAZIL

ABSTRACT

Few information about Shigella responsible for foodborne Shigellosis is available in
Brazil. The present study aimed to investigate the antimicrobial resistance and PCR-
Ribotyping of Shigella isolates responsible for foodborne outbreaks occurred in Rio
Grande do Sul State (RS), Southern Brazil. Shigella strains (n=152) were isolated from
foods and fecal samples of victims of Shigellosis outbreaks investigated by the
Surveillance Service of RS in the period between 2003 and 2007. Isolates were
identified at specie level and the antimicrobial resistance and PCR-Ribotyping patterns
were analyzed. Results indicated that 71.14 % of the isolates were identified as S.
flexneri, 21.48 % as S. sonnei, 0.67 % as S. dysenteriae, and 6.71 % as Shigella spp. An
increasing frequency of S. sonnei isolation was verified after 2004. The highest
resistance frequencies were verified against streptomycin (88.59 %), ampicillin (84.56
%), and sulfamethoxazole/trimethoprim (80.53 %). Experiments revealed 73 resistance
patterns, and the profile A grouped the highest number of isolates (N=36), all resistant
to  ampicillin,  sulfamethoxazole/trimethoprim,  tetracycline,  streptomycin,
chloramphenicol, and intermediate resistance to kanamycin. PCR-Ribotyping identified
three banding patterns (SH1, SH2, and SH3). SH1 grouped all S. flexneri, SH2 grouped
all S. sonnei, and SH3 grouped the S. dysinteriae strain. According to the results, several
Shigella isolates shared the same PCR-Rybotyping banding pattern and also the same

resistance profile, suggesting that it is the same Shigella strain. However, other
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molecular typing methods need to be applied to confirm the clonal relationship of these
isolates.

Keywords: Shigellosis, Shigella, antimicrobial, PCR-Ribotyping, RS/Brazil.

RESISTENCIA ANTIMICROBIANA E PCR-RIBOTIPIFICACAO DE
SHIGELLA RESPONSAVEIS POR SURTOS ALIMENTARES OCORRIDOS NO

SUL DO BRASIL

RESUMO

No Brasil existem poucas informacgdes disponiveis a respeito de surtos alimentares
causados por Shigella. O presente estudo teve como objetivo investigar cepas de
Shigella responsaveis por surtos alimentares ocorridos no Rio Grande do Sul (RS),
Brasil, através da resisténcia a antimicrobianos e PCR-Ribotipificacdo. As cepas (n =
152) foram isoladas a partir de alimentos e de fezes de vitimas de Shigeloses
investigadas pela Vigilancia Sanitiria do RS, no periodo entre 2003 e 2007. Os
resultados indicaram que 71,14% dos isolados foram S. flexneri; 21,48% S. sonnei;
0,67% S. dysenteriae e 6,71% Shigella spp. Um aumento na frequéncia de isolamento
de S. sonnei foi observado ap6s 2004. As maiores porcentagens de resisténcia foram
observadas para  estreptomicina (88,59%), ampicilina  (84,56%) e
sulfametoxazol/trimetoprim (80,53%). Foram identificados 73 perfis de resisténcia,
sendo que o perfil A agrupou o maior nimero de isolados (n=36), todos resistentes a
ampicilina, sulfametoxazol/trimetoprim, tetraciclina, estreptomicina, cloranfenicol e
resisténcia intermediaria a kanamicina. A PCR-Ribotipificacdo identificou trés padrdes
de bandas (SH1, SH2, e SH3). O padrdo SH1 agrupou todas as S. flexneri, 0 SH2 as S.

sonnei, enquanto o padrdo SH3 agrupou a S. dysinteriae. De acordo com os resultados,



50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

25

varias cepas de Shigella apresentaram o0 mesmo padrdo de bandas na PCR-
Ribotipificacdo e também o mesmo perfil de resisténcia, sugerindo tratar-se da mesma
cepa de Shigella. No entanto, outros métodos de tipificagdo molecular devem ser
aplicados a fim de confirmar a relagéo clonal destes microrganismos.

Palavras-chave: Shigelose, Shigella, antimicrobianos, PCR-Ribotipificacdo, RS/Brasil.

INTRODUCTION

Many microorganisms can cause foodborne diseases; however, Shigella has
been identified as one of the most important agent of diarrhea by World Health
Organization (WHO) (49). Kotloff et al. (24) reported a Shigellosis incidence of 165
million cases annually, with more than 1.1 million deaths. According to Silva et al. (42),
Shigellosis is currently an important health problem around the world, occurring
predominantly in children younger than five years old, mainly in developing countries.
Shigellosis is caused by Shigella spp., including Shigella dysenteriae, Shigella flexneri,
Shigella boydii and Shigella sonnei (25). Among Shigella species, S. flexneri and S.
sonnei are the most prevalent in the developing and industrialized countries,
respectively (33, 38).

Shigella is generally transmitted by contaminated water, uncooked food, and by
contact with infected individuals (28, 49). The low infective dose, as few as 200 viable
organisms, facilitates the direct transmission (person to person spreading). As humans
and few primates are the only known reservoirs of Shigella (39, 49), transmission
among humans are common. According to Navia and Gasco'n (28) foodborne outbreaks
occur due to the clonal propagation of one or few Shigella strains.

Shigella invades the local epithelium of the colon (large intestine), resulting on

the symptoms of Shigellosis. The invasion of epithelial cells involves four steps: entry
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into epithelial cells, intracellular multiplication, intra-and intercellular spreading, and
killing of the host cell (34). Gastroenteritis caused by Shigella spp. is usually self-
limited, although Shigellosis is one of the few enteric infections which antimicrobial
agents are prescribed to reduce the duration of the illness and the period of Shigella
excretion after symptoms subside. Consequently, increasing resistance against the most
used antimicrobials has been observed (19).

In Brazil there are few reports about foodborne Shigellosis, which perhaps can
be attributed to the fact that no current regulation requires the investigation of Shigella
in water or foods. However, according to the Central Laboratory of Rio Grande do Sul
(RS) State (FEPPS/LACEN/RS), this microorganism has been frequently isolated from
stool samples of patients with diarrhea in foodborne outbreaks occurred in Southern
Brazil.

Shigella has been characterized by diverse methods, including antibiotic
resistance and genotyping methods in Brazil (37) and in other countries as Chile (17),
Iran (40), and Spain (16). The determination of antibiotic resistance of Shigella has been
carried out, since it can rapidly provide information about resistant strains (4) and also
can serve as a preliminary typing method. However, due to the low discrimination
power of antimicrobial resistance typing, DNA based methods has been recommended.
Among them, PCR-Ribotyping has been applied with success because it is rapid to
perform, presents relatively low cost and also has been used to type enteric pathogens
such as Salmonella (29, 20, 30).

Based on this, the objective of the present study was to characterize, by
antimicrobial resistance and PCR-Ribotyping, Shigella isolates responsible for

foodborne outbreaks occurred in the Southern Brazil.
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MATERIAL AND METHODS

Bacterial strains, identification and serotyping
Shigella isolates

Shigella strains used in this study were obtained from stool samples of
Shigellosis patients and from foods involved in outbreaks occurred in different localities
of Rio Grande do Sul State, Southern Brazil. Shigella strains isolated from foods were
collected in a 12-month period, between August 2007 and August 2008. Samples of
suspected foods were collected during epidemiological investigation of foodborne
outbreaks carried out by the Sanitary Surveillance Division of Rio Grande do Sul. Such
foodborne outbreaks were suspected to be Salmonellosis or Shigellosis, according to the
symptoms and epidemiological data. Samples were transported to the Central
Laboratory of Rio Grande do Sul (FEPPS/IPB/LACEN/RS) to be analyzed according
methods described in Compendium of Methods for the Microbiological Examination of
Foods (2). The results were compared to parameters described in the federal regulation
RDC 12/2001 (3). Since this regulation does not require the investigation of Shigella in
food samples, plates of selective medium Xylose Lysine Deoxycholate agar (XLD agar,
Oxoid Ltd., Hampshire, England) and Salmonella Shigella agar (SS Agar, Oxoid Ltd.,
Hampshire, England) used for the Salmonella isolation were used for Shigella detection.
Then, after official investigation carried out in FEPPS/IPB/LACEN/RS, disposed plates
used for Salmonella investigation were sent to the Food Microbiology Laboratory of
Food Science and Technology Institute of Federal University of Rio Grande do Sul
(ICTA/UFRGS). Typical colonies of Shigella were investigated in 1200 plates, and 217
Shigella suspected colonies were collected. The suspected colonies were recovered in
BHI Agar (Brain Heart Infusion Agar, Oxoid Ltd., Hampshire, England), and submitted

to the following tests for identification: motility, hydrogen sulphide production, indole
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production, use of citrate, glucose, sucrose, and lactose fermentation in TSI medium
(Triple Sugar Iron agar, Oxoid Ltd., Hampshire, England), and lysine decarboxylase in
LIA medium (Lysine Iron agar, Difco, Detroit, Michigan). After identification, Shigella
isolates were confirmed by sorology, according to Bacteriological Analytical Manual -
BAM (15) using antiserum supplied by Probac do Brasil (S&o Paulo, Brazil).

Other 149 Shigella isolates were obtained from fecal samples of suspect
Shigellosis patients, presenting symptoms as nausea, vomits, and diarrhea. Sampling
collection was carried out between January 2003 and December 2007 (Table 1).
Shigella strains were isolated and identified by the Bacteriology Section of
FEPPS/IPB/LACEN/RS, and sent to the Food Microbiology Laboratory of
ICTA/UFRGS for further characterization by antimicrobial resistance and PCR-

Ribotyping.

Antimicrobial resistance testing

Shigella isolates were analyzed for susceptibility to nine different antimicrobial
agents by the disc diffusion method according to the Clinical and Laboratory Standards
Institute (8). The antimicrobial drugs used and their respective concentrations (jpg/disc)
were: ampicillin (AMP), 10; tetracycline (T), 30; gentamicin (GEN), 10; nalidixic acid
(NAL), 30; chloramphenicol (C), 30; streptomycin (S), 10; ciprofloxacin (CIP), 5;
supplied by Laborclin (Parand, Pinhais, Brazil) and sulfamethoxazole/trimethoprim
(SXT), 25; kanamycin (K), 30; supplied by Oxoid (Hampshire, United Kingdom).
Escherichia coli ATCC 25922 was used as a reference strain for internal control. For
the purpose of typing, resistance patterns were determined, creating a numerical code
profile based on antibiotic resistance of each isolate. Resistance was classified as 1,

intermediate resistance as 2, and full sensitivity was classified as 3 (46).
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PCR-Ribotyping

Extraction of DNA: the genomic DNA was extracted by heat treatment, as
described below: one colony of each isolate was inoculated in 3 ml of BHI broth (Oxoid
Ltd., Hampshire, England) and incubated overnight at 37° C. After incubation, 1 ml
suspensions of bacterial cells were centrifuged at 50009 for 4 minutes in a
microcentrifuge Eppendorf model 5415C, at room temperature. The supernatant was
discarded and the pellet was suspended in 1 ml of TE (10 mM Tris HCI, pH 8.0, 1 mM
EDA pH 8.0). This step was repeated twice. The pellet was suspended in 100 pl of TE
and kept at thermal block for 10 minutes at 95° C, and was centrifuged at 14000 g, for
20 seconds. The supernatant was used directly in the PCR reactions, as described below.

PCR amplification: the primers used were previously proposed by Jensen and
Hubner (22) and were specific for the amplification of the spacer region between 16S
and 23S rRNA genes. The sequences of the primers were the following: 5 CAA GGC
ATC CAC CGT GT 3" and 5 GTG AAG TCG TAA CAA GG 3’. Each set of PCR
reactions included a control without DNA template. The PCR-Ribotyping mixture (25
ul) consisted of 2.5 pl of reaction buffer (100 mmol I"* Tris HCI, 750 mmol I'* KCI pH
8.8), 0.4 pl of 10 mmol I dNTPs (5 mmol I'* of each dATP, dCTP, dGTP, and dTTP),
1 pl of 50 mmol I* MgCl,, 2 pl of each primer (20 pmol), 0.4 U of Taqg DNA
Polymerase 2 U/ul (Invitrogen, So Paulo, Brazil), 14.9 pl sterile ultrapure water, and 2
pul DNA. The program used for the amplification was as follows: one initial cycle of 94°
C for 2 minutes, followed by 25 cycles of 94° C for 15s, 55° C for 4 minutes and 72° C
for 1 minute, and a final extension step of 72° C for 30 minutes. Amplifications were
carried out on a Minicycler (MJ Research, Watertown, MA, USA) and 10 pl of
amplified products were resolved by electrophoresis in 2.0 % agarose gel in TBE buffer.

The gels were stained with ethidium bromide, and visualized under UV light.
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DNA from strains with different electrophoretic banding patterns were tested at
least twice to evaluate the reproducibility of the method. The discriminatory power of
the method was tested analysing strains of E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC
25923, E. coli O157:H7, S. Cholerasuis ATCC 10708, and S. Enteritidis 3091/05. The S.
Enteritidis 3091/05 was used as a control strain in all PCR-Ribotyping amplifications.
The strains were visually compared and ascribed to the same PCR-Ribotyping when

their DNA amplified banding patterns were identical.

RESULTS AND DISCUSSION

Isolation of Shigella

Three Shigella strains were isolated from food samples involved in foodborne
outbreaks occurred in RS. Strains were classified as S. flexneri (n=2) and S. sonnei
(n=1), and were isolated from plates considered negative for the presence of Salmonella
by the Official Laboratory of RS (FEPPS/IPB/LACEN/RS). As the investigation of
Shigella is not mandatory in food according to the Brazilian legislation and no
Salmonella was found in these food samples, the etiologic agent of those outbreaks
could have been considered unidentified. According to Carmo et al. (5), the etiologic
agent was not identified in approximately 80 % of the 3.737 notified foodborne
outbreaks occurred in Brazil, during the period of 1994 to 2004. This high percentage of
unidentified causal agents can be attributed to different factors as: lack of food samples
to be analyzed, the sensitivity of the analysis methods, emerging pathogens not detected
by classic methods, and the lack of official mandatory regulation for food pathogens, as
Shigella.

Shigella is phylogenetically related to Salmonella, and both are related to

Escherichia coli (18). Based on this fact, the diagnosis of Shigellosis, as well as their
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identification by culture methods has become difficult. Currently, specific selective
media are not available for the isolation of Shigella from food samples. In the present
work the isolation of Shigella was possible using methods recommended for Salmonella
according to the American Public Health Association’s Compendium of Methods for
the Microbiological Examination of Foods - CMMEF (26) and to the FDA
Bacteriological Analytical Manual (BAM) (15). Recently Warren et al. (47) wrote a
review about methods for detection of Shigella in foods, and cited such methodologies.
However, the same authors emphasize the need for an appropriate conventional culture
protocol specific designed for the detection of Shigella in foods.

Human fecal samples

From human fecal samples, 149 Shigella isolates were isolated. Among them,
71.14 % (n=106) were classified as S. flexneri and 21.48 % (n=32) as S. sonnei. Only
0.67 % (n=1) of the isolates were classified as S. dysenteriae, and 6.71 % (n=10) of the
samples were identified as Shigella spp. These results were similar to those obtained by
Savadkoohi and Kacho (40) who reported that among 260 stool samples positive for
Shigella, 70 % was S. flexneri and 30 % was S. sonnei (30 %) in Iran.

In Brazil, Peirano et al. (36) studied 296 Shigella spp. isolated by the Laboratory
for Cholera and Enteric Diseases (NRLCED) of 10C/Fiocruz, Rio de Janeiro. These
strains were isolated from human fecal samples in hospitals and outbreaks, during the
period of 1999 to 2004. The results have demonstrated 52.7 % of S. flexneri, 44.2 % of
S. sonnei, 2.3 % of S. boydii, and 0.6% of S. dysenteriae.

Silva et al. (42) demonstrated that Shigella represented the fourth cause of
diarrhea in 877 infants assisted by the public hospital of Ronddnia (Western Amazon
region, Brazil), and among 25 isolates identified, 72 % were S. flexneri, 12 % S. sonnei,

12 % S. boydii, and 4 % Shigella dysenteriae.
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In the United States, during the period of 1999 to 2002, the CDC tested 1,604
Shigella isolates from the National Antimicrobial Resistance Monitoring System for
Enteric Bacteria (NARMS). Among 1,598 isolates identified to species level, 1,278 (80
%) were S. sonnei, 295 (18 %) were S. flexneri (16 %), 18 (1 %) were S. boydii, and 7
(0.4 %) were S. dysenteriae (43).

The prevalence of Shigella specie varies over time and in different geographical
areas. S. sonnei is the most prevalent specie (>80 %) in the developed countries. On
other hand, in developing countries, S. flexneri has been the most common (25). The
results of the present study demonstrated that only S. flexneri was isolated in RS during
2003. However, in 17.86 % of the Shigellosis of 2004, the agent identified was S.
sonnei, progressively increasing to 43.48 % in 2007. Consequently, the incidence of S.
flexneri decreased expressively. For example, while in 2003 all isolates were identified
as S. flexneri, in 2007 they account for only 47.83 % of the outbreaks (Table 1).

According to Chuang, et al. (9), in Taiwan during 1995 to 2000, between 250
and 500 cases of Shigellosis were identified annually. The majority were caused by S.
flexneri and S. sonnei, which accounted for 73.3 % and 26.5 % of the total strains
isolated, respectively. However, from 2001 to 2003, S. sonnei replaced S. flexneri as the
predominant specie in central Taiwan (48).

According to Table 2, Shigella was isolated most frequently from children under
5 years of age, accounting for 40.7 % of all isolates. People aged 5-19 years were
involved in approximately 19.0 % of the cases, and patient aged 20-59 years were
identified in 16.11 % of the cases. The overall distribution of Shigella isolates by gender
was similar, with females accounting for 44.3 % of the isolates and male accounting for

48.99 %.
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The Shigella Surveillance: Annual Summary 2005 (6) reported that the isolation
of Shigella accounted for 30.0 % of all cases of Shigellosis in children under 5 years of
age, 34.3 % of isolates came from persons aged 5-19 years, and 26.6 % from persons

aged 20-59, in United States. Differences on gender were not verified.

Antimicrobial resistance testing

Antimicrobial resistance of 152 isolates of Shigella is demonstrated in Table 3.
The higher resistance percentages were demonstrated against streptomycin (88.59 %),
ampicillin (84.56 %), and sulfamethoxazole/trimethoprim (80.53 %), and the highest
frequency of intermediate resistance was displayed against kanamycin (61.74 %). The
majority of the isolates were sensitive to ciprofloxacin (96.64 %), nalidixic acid (89.26
%), and gentamicin (83.22 %). Savadkoohi and Kacho (40) studied Shigella species
among children with acute diarrhea in the North of Iran and reported high resistance
rates to sulfamethaxazole/trimetoprim (73.84 %) and to ampicillin (73.84 %). The
sensitivity to ciprofloxacin was similar to our results (97.3 %). Silva et al. (42) studied
Shigella spp. isolated from a public hospital in Ronddnia/Brazil, and demonstrated high
levels of resistance to sulfamethoxazol/trimethoprim and ampicillin.

In a study conducted in northeastern Brazil, Sidrim et al. (41) reported 26 strains
of S. flexneri resistant to sulfamethoxazole/trimethoprim (100 %), ampicillin (100 %),
and tetracycline (100 %). Resistances to chloramphenicol and gentamicin were verified
in 84.6 % and 7.6 % of the isolates, respectively, and all samples were sensitive to
nalidixic acid and ciprofloxacin.

According to our results, both S. flexneri and S. sonnei showed high percentages
of resistance to ampicillin, streptomycin, sulfamethoxazole/trimethoprim, but there were

differences in resistance to other antimicrobial agents. The S. flexneri showed higher
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resistance to tetracycline (79.25 %) and chloramphenicol (73.6 %) than S. sonnei (3.13
% and 6.25 %) (data not shown). According to the National Antimicrobial Resistance
Monitoring System for Enteric Bacteria (NARMS), there were differences in resistance
against antimicrobial agents between S. flexneri and S. sonnei. In the NARMS Human
Isolates Final Report, 2005, S. flexneri showed a higher resistance to tetracycline and
chloramphenicol, while S. sonnei isolates showed a higher resistance to streptomycin
and sulfamethoxazole/trimethoprim. The percentage of isolates with no detected
resistance was low in S. sonnei (4.4 %) and S. flexneri (5.8 %) (7).

Based on the antimicrobial resistance of each isolate tested, 73 patterns were
identified. Table 4 presents the most expressive resistance patterns, i. e. profiles
grouping four or more isolates from stool samples. Table 4 also presents the three
profiles containing the food isolates (G, H, and I). These nine patterns together grouped
44.08 % of the isolates.

The results indicated that the resistance to at least one drug was verified in 147
isolates (96.71 %), and only two isolates were sensitive to all drugs tested. Multiple
resistance (here defined as the resistance to two or more drugs) was observed in 137
isolates (90.19 %) and, among them, 82.23 % were resistant to three or more antibiotics.
Food isolates demonstrated resistance only to gentamicin and intermediate resistance to
chloramphenicol, tetracycline, and sulfamethoxazole/trimethoprim, being classified in
the patterns G, H, and I. Each one of the food isolates was classified alone in one of
these patterns, suggesting being different microorganisms from those found in fecal
stool samples.

Resistance profile A was composed by 36 S. flexneri, all resistant to ampicillin,
sulfamethoxazole/trimethoprim, tetracycline, streptomycin, chloramphenicol, and

intermediate resistant to kanamycin. Profile B grouped nine S. flexneri isolates (5.92
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%), differing from the profile A only by the sensitivity to chloramphenicol. Profile C
and D grouped five S. flexneri each, and profile E grouped five S. sonnei. The other
isolates (n=85) were grouped in further 65 patterns, and accounted for 55.92 % of the
tested isolates. The most multi-resistant microorganisms were one isolate of S. flexneri
presenting resistance to ampicillin, sulfamethoxazole/trimethoprim, tetracycline,
streptomycin, chloramphenicol, and kanamycin, classified as profile M, and two isolates
of S. flexneri, presenting resistance to ampicillin, sulfamethoxazole/trimethoprim,
tetracycline, streptomycin, chloramphenicol, kanamycin, and gentamicin (profile N).

Several studies have reported the involvement of resistant S. sonnei and S.
flexneri in foodborne diseases. For example, among 392 Shigella isolates obtained from
stool specimens of persons with acute diarrhea in southern Trinidad, during 1997-2006,
S. sonnei was isolated from 75 % of the samples and demonstrated resistance to all
antibiotics  tested  (ampicillin,  tetracycline,  sulphamethoxazole/trimethoprim,
amoxicillin-clavulanic acid, cefuroxime, chloramphenicol, ciprofloxacin, aztreonam,
and gentamicin) (32). In Calcutta, during a 4-year period (2001 to 2004), the resistance
of 193 Shigella isolated from hospitalized children with diarrhea were studied. S.
flexneri (60.6 %) was the most prevalent specie, followed by S. sonnei (23.8 %). Almost
all S. flexneri isolates exhibited resistance to ampicillin, cotrimoxazole, tetracycline,
nalidixic acid and fluoroquinolones (35).

Over a 12-year period, 68 Shigella isolates (31 S. sonnei, 30 S. flexneri, 4 S.
dysenteriae, and 3 S. boydii) were collected in a French University Hospital from the
stools of patients with recent history of travel to various parts of the world (91 %),
particularly Africa (67 %). These isolates were often resistant to streptomycin,
spectinomycin, trimethoprim, tetracycline, and sulfonamides, resistant to ampicillin and

chloramphenicol (66 to 84 %), or resistant to nalidixic acid. Multi-resistance was
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verified in 87 % of the isolates, and a total of 13 antibiotic resistance patterns were
identified (14).

In Brazil, a study conducted over a period of 24 months aiming to assess the
resistance of enteropathogens in children with diarrhea in Rond6nia (Western Amazon
region, Brazil) detected high levels of resistance to sulfamethoxazole/trimethoprim,
ampicillin, amicacin, penicillin and cotrimoxazol. Eighteen S. flexneri isolates displayed
resistance to multiple antibiotics, as well as a low frequency of resistance to nalidixic
acid and quinolones (ciprofloxacin and norfloxacin) (42). Other study comprising 62
Shigella (47 S. flexneri, and 15 S. sonnei) isolates selected from fecal samples of the
National Reference Laboratory for Cholera and Enteric Diseases (NRLCED)-
IOC/FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brazil, during 1999-2003, has reported fully
susceptible to nalidixic acid, ciprofloxacin and gentamicin. All but one (cefalothin
resistant) was cephalosporin-susceptible. A total of eight antimicrobial resistance
profiles were identified. The profile AMP, SMX, TMP, SPT, STR, TET, CHL grouped
38 S. flexneri and was the most common pattern. Profile SMX, TMP, SPT, STR, TET
was demonstrated by 12 S. sonnei (36).

Emerging patterns of antimicrobial resistance of Salmonella and Shigella species
are a serious concern in several parts of the world where enteric and typhoid fever and
other forms of Salmonellosis and Shigellosis are endemic. The emergence of multi-
resistant strains has important clinical and public health implications for populations at
risk, for this reason surveillance is continuously needed (27). The emergence of resistant
Shigella spp. strains, resulting in increased mortality, presents a major threat to disease
control, particularly in less developed countries where antibiotics are frequently

prescribed on an empirical basis. According to Dromigny et al. (13) regular studies
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should be conducted in order to monitor drug resistance and contribute to bacterial

diarrhea control efforts.

PCR-Ribotyping

In the present study PCR-Ribotyping was able to discriminate Shigella species
and other bacterial genera since samples containing DNA of S. flexneri, S. sonnei, S.
aureus ATCC 25923, S. Cholerasuis ATCC 10708, and S. Enteritidis 3091/05 yielded
distinct banding patterns. Interestingly, Shigella species were not differentiate from E.
coli ATCC 25922 and E. coli O157:H7. According to Coimbra et al. (8) Shigella spp.
(except S. boydii serotype 13) and Escherichia coli constitute a single DNA relatedness
group, and on a strict scientific basis, the Shigella species should be considered as E.
coli clones. Corroborating this similarity, Shigella spp. and enteroinvasive E. coli
(EIEC) have been considered responsible for Shigellosis in humans (34).

Based on our results, among 152 (149 fecal stools isolates +3 food isolates)
Shigella isolates subjected to PCR-Ribotyping analysis, three banding patterns were
identified, being designated SH1, SH2, and SH3 (Fig. 1). Profile SH1 was composed by
S. flexneri (n=116) presenting a banding pattern of two bands (480 and 570bp). Profile
SH2 was composed by S. sonnei (n=35) strains presenting a banding pattern of three
bands (350, 480, and 570bp), and the profile SH3 grouped a S. dysinteriae (n=1) strain,
presenting a banding pattern of two bands (570, and 700bp), but with different
molecular weights of SH1. The bands of about 570bp were detected in all strains of
Shigella tested.

In the present study, PCR-Ribotyping was able to differentiate Shigella species
involved in foodborne Shigellosis from S. Enteritidis 3091/05. This Salmonella strain

share the same genotypic pattern (by PFGE and DNA sequencing) of S. Enteritidis
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SE86, the main causative agent of investigated foodborne diseases in the State of RS, in
the last years (31). Based on the difficulty in the differentiation of Salmonella from
Shigella by conventional methods, the PCR-Ribotyping method used in our study could
be very suitable for the routine investigation of foodborne outbreaks in RS.
Furthermore, the amplification of the intergenic spacer sequences using rRNA genes has
proved to be useful for typing bacteria (11). These spacer regions demonstrate extensive
sequence and length variation that can be used to type bacteria at the genus, species and
subspecies level (23, 21, 12). PCR-Ribotyping presents some advantages when
compared to other molecular methods, mainly because it is not time-consuming or an
expensive method. For example, many reports have been used PFGE for typing Shigella
because it is very discriminatory and considered the “Gold Standard” for typing
microorganisms (16, 28, 38). However, it is technically demanding and expensive,
difficulting the implementation of this method especially in public health laboratories.

In the present study, among the 149 isolates, ten were classified as Shigella spp.
When submitted to PCR-Ribotyping, these isolates demonstrated similar banding
patterns of S. sonnei (n=2) and S. flexneri (n=8). Serology experiments confirmed these
results.

Our results demonstrated several strains involved in different Shigellosis
outbreaks presenting the same PCR-Ribotyping banding pattern and also the same
resistance profile, suggesting that it is the same Shigella strain occurring in diverse
localities of RS. According to Navia and Gasco'n (28), most often the cases or
outbreaks of Shigellosis occur due to the clonally propagation of one or a few strains.
However, in opposite to what should be expected, PCR-Ribotyping identified less
profiles than Antibiotic Resistance Testing. Even though the antimicrobial resistance in

microorganisms could be mediated by plasmids or other transmissible DNA elements,
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not modifying chromosomal DNA, others molecular typing methods can be applied to

verify the clonally relationship of Shigella strains.
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TABLE 1. Etiologic agent of Shigellosis occurred in Rio Grande do Sul, Brazil, during the

period of 2003 to 2007.

Year Species Number of cases Percent (%)*
S. sonnei 0 0.00
2003
S. flexneri 6 100.00
S. sonnei 10 17.86
2004
S. flexneri 46 82.14
S. sonnei 8 27.59
2005
S. flexneri 21 72.41
S. sonnei 4 11.43
S. flexneri 22 62.86
2006
S. dysenteriae 1 2.86
Shigella spp. 8 22.86
S. sonnei 10 43.48
2007 S. flexneri 11 47.83
Shigella spp. 2 8.70

47

* Percent in relation to the number of cases of foodborne Shigellosis occurred in the indicated

year.
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TABLE 2. Distribution of cases of foodborne Shigellosis occurred in Rio Grande do Sul

between 2003 to 2007 according to age, gender and species of Shigella.

Age Group

Species

Female

Male

Unknow

Total

<1 Year

S. flexneri
S. sonnei
Shigella spp.

7
0

o

5
1

(BN

12
1

1to4 Years

S. flexneri
S. sonnei
S. desynteriae
Shigella spp.

[EEN
(o]

[EEN
\I

w
W -

5109 Years

S. flexneri
S. sonnei
Shigella spp.

N

10 to 19 Years

S. flexneri
S. sonnei

20to 29 Years

S. flexneri
S. sonnei
Shigella spp.

30 to 39 Years

S. flexneri

40 to 49 Years

S. flexneri

50 to 59 Years

S. flexneri
S. sonnei
Shigella spp.

60 to 69 Years

S. flexneri
S. sonnei

70 to 79 Years

S. sonnei

Unknown Age

S. flexneri
S. sonnei
Shigella spp.
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TABLE 3. General percentages of antimicrobial resistance among Shigella spp. isolated from
fecal stools associated with foodborne outbreaks occurred in Rio Grande do Sul, Brazil,
during the years 2003 and 2007.

Antimicrobial resistance (%) of Shigella spp.
AMP T GEN NAL CIP C S SXT K

Sensitive 12.08 26.84 83.22 89.26 96.64 42.28 7.38 16.78 22.82

Intermediate 550 1575 504 806 336 268 403 268 6174
resistance

Resistance 84.56 60.40 10.74 2.68 0.00 55.04 88.59 80.53 15.44

ampicillin (AMP); tetracycline (T); gentamicin (GEN); nalidixic acid (NAL); ciprofloxacin
(CIP); chloramphenicol (C); streptomycin (S); sulfamethoxazole/trimethoprim (SXT);
kanamycin (K).
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TABLE 4. Most expressive antimicrobial resistance pattern of Shigella isolated from fecal
stool samples and from foods associated with foodborne Shigellosis occurred in Rio Grande
do Sul, Brazil.

Number of )
Pattern Phenotype isolates for each % Numerical
pattern code
A AMP, SXT, T, S, C (I:K) 36 23.68 111131233
B AMP, SXT, T, S (I:K) 9 5.92 111133233
C AMP, SXT, T, S, C, K 5 328 111131133
D AMP, SXT, T, S, C 5 3.28 111131333
E AMP, SXT, S (I:K) 5 3.23 113133233
F AMP, SXT, S 4 2.63 113133333
G* GEN, (T:1), (C:I) 1 0.66 321332333
H* (T:1), (C:I) 1 0.66 323332333
I* (T:1), (SXT:1) 1 0.66 323333323

* food samples. Ampicillin (AMP); tetracycline (T); gentamicin (GEN); nalidixic acid
(NAL); ciprofloxacin (CIP); chloramphenicol ©); streptomycin (S);
sulfamethoxazole/trimethoprim (SXT); kanamycin (K).
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FIGURE 1. PCR-Ribotyping profiles of Shigella isolated from foodborne Shigellosis of Rio
Grande do Sul State, Brazil. M Ladder (1kp by Invitrogen), 1 S. Desynteriae (profile SH3), 2
S. flexneri (profile SH1), 3 S. sonnei (profile SH2), 4 Salmonella Enteritidis (3091/05), 5
Negative Control, and M Ladder (1kp by Invitrogen).
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3.1 DISCUSSAO GERAL

A Shigelose é apontada como um importante problema de saude publica,
tanto nos paises em desenvolvimento quanto nos paises desenvolvidos (KOTLOFF,
K.L., et al.,, 1999). No Brasil existem poucos relatos de Shigeloses, o que talvez
possa ser atribuido a ndo obrigatoriedade na pesquisa de Shigella em agua ou
alimentos (BRASIL, 2001). Porém, segundo dados do Laboratorio Central do Estado,
FEPPS/LACEN/RS, esse microrganismo tem sido frequentemente isolado das fezes
de pacientes envolvidos em surtos alimentares ocorridos no Estado. Esse fato pode
ser explicado, porque, embora os alimentos envolvidos em surtos ndo sejam
analisados para Shigella, a coprocultura das vitimas € analisada compulsoriamente.
No presente estudo, 149 isolados de Shigella s6é puderam ser analisados porque
foram coletados e armazenados pelo FEPPS/LACEN/RS, para estudos futuros.

Outro aspecto que tem contribuido com a falta de relatos sobre as Shigeloses
no Brasil é o fato de que Shigella apresenta caracteristicas fenotipicas muito
semelhantes as de Salmonella (HAIMOVICH; VENKATESAN, 2006), principal
agente causador de DTA no Brasil e no RS, segundo relatos do Ministério da Saude
(CARMO, G.M.l. et al, 2005). Essa semelhanca fenotipica, adicionada a
semelhanca dos sintomas das vitimas e das caracteristicas dos surtos, pode
possibilitar que surtos causados pela Shigella sejam atribuidos a Salmonella.

No presente estudo, foram encontradas trés Shigella isoladas a partir de
placas de meio de cultura utilizadas pela FEPPS/LACEN/RS para pesquisa de
Salmonella em alimentos suspeitos, durante o periodo compreendido entre agosto
de 2007 e agosto de 2008. Uma vez que essas placas foram negativas para
Salmonella, e a pesquisa de Shigella ndo foi realizada pelo Laboratorio Oficial do
RS, o resultado nas estatisticas epidemiolégicas do Estado foi expresso como
“agente do surto nédo identificado”. Esses resultados indicam que, possivelmente, em
muitos dos casos em que o0 agente etioldégico ndo foi identificado, Shigella poderia
ter sido isolada se houvesse obrigatoriedade em sua pesquisa.

Apds o isolamento e a confirmacdo bioquimica, os isolados de Shigella
provenientes de alimentos foram submetidos a sorotipificacdo, sendo que duas
amostras foram classificadas como S. flexneri e uma com S. sonnei. Também foram
estudados 149 isolados de Shigella provenientes de amostras de fezes de pacientes
com diarréia analisadas pelo setor de Bacteriologia do FEPPS/LACEN/RS, isoladas
no periodo de janeiro de 2003 a dezembro de 2007. Dos 149 isolados, 71,14 %
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foram classificados como S. flexneri e 21,48 % como S. sonnei. Apenas 0,67 % dos
isolados foram classificados como S. dysenteriae, e 6,71 % foram classificados
apenas como Shigella spp. Resultados semelhantes foram obtidos por Savadkoohi e
Kacho (2007), no Ird, onde dentre 260 amostras de fezes positivas para Shigella, 70
% foram da espécie S. flexneri e 30 % da S. sonnei (30 %).

Shigella spp. pode ser transmitida através do consumo de alimentos e agua
contaminados ou através do contato direto. Nos paises desenvolvimento onde os
sistemas de abastecimento e de esgoto nem sempre chegam a todas as localidades
e, muitas vezes, o risco de contrair Shigelose é maior, pois esta enfermidade esta
associada a deficiencia de saneamento e higiene assim como a maioria das
infecgBes entéricas (DUBOIS, V. ; et al.,, 2007). Segundo KUO et al. (2008), nos
paises em desenvolvimento a espécie que aparece com maior freqiéncia é a S.
flexneri enquanto a S. sonnei representa >80 % dos isolados em paises
desenvolvidos.

Os resultados do presente estudo também demonstraram que em 2003
apenas a espécie S. flexneri (100 % dos casos) foi isolada no RS. Entretanto, em
2004, 17,86 % dos casos de Shigelose foram causados por S. sonnei. Esse
percentual foi aumentando progressivamente com o passar dos anos, alcancando,
em 2007, 43,48 %. Consequentemente, a incidéncia de S. flexneri nesse periodo
diminuiu significativamente. O aumento da incidéncia no isolamento de S. sonnei em
relagdo a S. flexneri também tem sido observado em outros paises. Em 2006,
Chuang, et al. relataram que entre as amostras de Shigella isoladas entre 1995 e
2000 em Taiwan, a maioria foi das espécies S. flexneri e S. sonnei, que
representaram 73,3% e 26,5% do total cepas isoladas respectivamente. A maioria
dos casos de Shigelose (51,0%) ocorreu em criangcas menores de 9 anos de idade.
Entretanto, Kuo et al. em 2008 relataram que nos anos seguintes (2001 a 2004),
houve um incremento no nimero de isolados de S. sonnei e o percentual que era de
26,5% no periodo anterior passou para 56%, enquanto o percentual de S. flexneri
caiu de 73,3% para 44 %.

No presente trabalho ndo houve diferenca na distribuicdo de isolados de
Shigella em relacdo ao sexo feminino (44,3%) e masculino (48,99%). Resultados
semelhantes foram obtidos anteriormente por pesquisadores da Costa Rica, das 148
amostras de fezes analisadas, 81 (54,7%) foram isoladas de mulheres e 67 (45,3%)
de homens, demonstrando que ndo houve diferencias significativas em relacdo a
distribuicao por sexo (MORA; SOTO; SALVADOR,2003).
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Casos de Shigelose em adultos normalmente estdo associadas ao contato
direto dos mesmos com criancas infectadas (JONSSOM, M.A. et al.,, 2005;
HAMILTON-WEST, M. C. et al, 2007) visto que, a Shigelose geralmente apresenta
uma maior taxa de ataque em criancas do que em adultos (MORERA, M.A., et
al.,1995), principalmente em criancas menores de 5 anos, uma vez que, estas sao
mais susceptiveis (KOTLOFF, K.L., et al., 1999). Surtos em escolas, principalmente
em grupos com idade pré-escolar, sao relativamente frequentes (JONSSOM, M.A. et
al., 2005; DUBOIS, V. ; et al., 2007). Nos Estados Unidos 69% de todos os episédios
e 61% por cento de todas as mortes relacionadas com Shigella envolvem criancas
menores de 5 anos. A base do tratamento da Shigelose em criancas se da através
da reidratacdo oral a fim de corrigir a perda de fluidos e eletrdlitos. Entretanto, a
Shigelose em alguns casos pode se tornar severa em criangas, nestes casos a
terapia antibidtica adequada pode encurtar a duracdo dos sintomas clinicos e a
excrecdo fecal do patégeno (ASHKENAZI, 2004). No entanto, a crescente
resisténcia antimicrobiana de Shigella mundial constitui um grande problema.

Os resultados obtidos no presente estudo sugerem que uma maior atencao
deve ser dada as condi¢des higiénico-sanitarias de escolas e creches do RS, uma
vez que, Shigella foi isolada a partir das fezes de criangas menores de cinco anos
em 40,7% dos casos analisados no presente trabalho. Além disso, o conhecimento
dos padrdes locais de resisténcia a antimicrobianos bem como o conhecimento dos
padrdes de resisténcia de outras partes do mundo é de extrema importancia para a
orientacdo e determinacao terapia antimicrobiana mais eficiente para pacientes com
diarréia (JUMAA; NERINGER, 2005). Para conhecer estes padrbes, € preciso
mapear o perfil de sensibilidade dos organismos que atingem hospitais e a
populacao (BRASIL, 2005).

Em nosso estudo a caracterizacdo de Shigella responsavel por surtos
alimentares foi realizada através de resisténcia a antimicrobianos e PCR-
ribotipificacdo. Por volta da década de 80, as técnicas moleculares comecaram a ser
utilizadas complementando os métodos fenotipicos utilizados em microbiologia de
alimentos para a caracterizacdo de microrganismos (GANDRA, E.A., et al. 2008).
Desde entdo, assim como acontece com outras bactérias, a caracterizacdo da
Shigella frequentemente tem sido realizada utilizando uma combinacdo de métodos
fenotipicos e genotipicos (LIMA, A.A.et al., 1997; HOE, C.H. et al., 2005; PENATTI,
M.P.A,, et al. 2007; WEI, HL. et al., 2007).
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No presente estudo, foram analisados 152 isolados de Shigella quanto a
resisténcia a antimicrobianos. Os isolados provenientes de fezes (n=149)
demonstraram altas percentagens de resisténcia, sendo 0s maiores percentuais de
resisténcia observados para estreptomicina (88,59 %), ampicilina (84,56 %) e
sulfametoxazol-trimetoprim (80,53 %). Além disso, entre o0s isolados a maior
resisténcia intermediaria observada foi para canamicina (61,74 %). Padrdes de
resisténcia similares também foram observados em paises como Costa Rica
(MORA; SOTO; SALVADOR, 2003), india (PAZHANI, G. P. et al, 2005) e Ira
(SAVADKOOHI; KACHO, 2007). No Brasil, resultados semelhantes foram relatados
recentemente por Silva et al. (2008). Neste estudo, 0s pesquisadores encontraram
altas taxas de resisténcia ao sulfametoxazol-trimetoprim e a ampicilina analisando
Shigella spp. isoladas em um hospital publico de Rondénia.

Anteriormente, varios agentes antimicrobianos eram considerados eficazes no
tratamento da Shigelose, porém as opcfes para o tratamento desta doenca estédo
cada vez mais limitadas, devido ao aparecimento de cepas multi-resistentes de
Shigella (SIVAPALASINGAM, S. et al.,2006). A resisténcia aos antimicrobianos tem
dificultado a selecdo do agente para o tratamento da Shigeloses, especialmente em
criancas. Durante as Ultimas décadas, cepas de Shigella spp. tem se tornado
progressivamente resistente a maioria dos antimicrobianos mais baratos e mais
utilizados que anteriormente constituiam a terapia considerada de primeira linha
(SACK, R. B. et al, 1997; TJANIADI, P., et al., 2003). A ampicilina e o
sulfametoxazol/trimetoprim, inicialmente consideradas como drogas altamente
eficazes, atualmente vem se tornando ineficazes diante da emergente resisténcia
Shigella frente elas. Nos casos em que a resisténcia a ampicilina e ao
sulfametoxazol/trimetoprim é comum, 0s agentes antimicrobianos mais utilizados no
tratamento da Shigelose sdo as fluoroquinolonas, sobretudo a ciprofloxacina
(HEYMANN, 2004; WHO 2005). Embora varios estudos tenham descrito eficacia das
fluoroquinolonas no tratamento de curto prazo em criangas (PHAVICHITR; SMITH,
2003; LEIBOVITZ, 2004) o uso de cefalosporinas tem sido recomendado para as
criancas em vez de ciprofloxacina (CHEASTY; DAY; THRELFALL, 2004).

Nossos resultados também demonstraram que 96,64% dos isolados foram
susceptiveis a ciprofloxacina, 89,26% ao acido nalidixico e 83,22 % a gentamicina.
Estes resultados também estdo de acordo com o que foi observado por outros
pesquisadores brasileiros e de paises como Costa Rica, Nepal e Estados Unidos
(SIDRIM, J. J. C,, et al., 1998, MORA; SOTO; SALVADOR, 2003, WILSON, G., et al,
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2005; SIVAPALASINGAM, S., et al., 2006), demonstrando que apesar das altas
taxas de resisténcia observada entre os isolados de Shigella analisados, algumas
alternativas ainda podem ser eficientes.

Analisando os resultados dos antibiogramas, pode-se verificar também que,
apesar da S. flexneri da S. sonnei apresentarem altas percentagens de resisténcia
em comum para a estreptomicina e o0 sulfametoxazol-trimetoprima, quando
analisadas separadamente, perceberam-se diferencas em relagdo a outros
antimicrobianos. Enquanto a S. flexneri apresentou altas percentagens de
resisténcia a tetraciclina (79,25 %) e ao cloranfenicol (73,6 %) a maior parte das S.
sonnei mostrou-se sensivel as mesmas drogas (3,13 % e 6,25 %, respectivamente).
De acordo com o National Antimicrobial Resistance Monitoring System for Enteric
Bacteria (NARMS), diferengcas semelhantes foram observadas nos Estados Unidos,
em 2005 (CDC, 2008).

Apesar do pequeno numero de isolados de alimentos analisados (n=3),
comparando os seus padrfes de resisténcia com os obtidos para os isolados de
fezes, foi possivel observar que os isolados de alimentos foram mais susceptiveis
aos antimicrobianos testados.

No Brasil, Sidrim et al. (1998) analisaram 26 amostras de S. flexneri (todas
resistentes a trés ou mais antimicrobianos), isoladas no periodo de 1989 a 1993, a
fim de estudar o mecanismo molecular que mediava a multi-resisténcia. Estas
amostras foram submetidas a teste de sensibilidade a antimicrobianos, experimentos
de conjugacéo e extracdo de plasmideos. Das 26 amostras de S. flexneri doadoras
submetidas ao processo de conjugacdo, 34,6% apresentaram uma frequéncia
variavel de transconjugantes. Das amostras que conjugaram, 100% transferiram o
fator de resisténcia relacionado a ampicilina; sendo que em todas as
transconjugantes foi evidenciado apenas um plasmideo de mesmo peso molecular
comum as amostras de S. flexneri, provavelmente, provenientes dos componentes
da microbiota intestinal levando a crer que a presséo seletiva dos antimicrobianos
nas populac¢des do intestino teria selecionado amostras bacterianas resistentes. Isto
talvez explique o fato de que no presente trabalho o mais resistente dos isolados a
partir de alimentos apresentou apenas resisténcia a gentamicina e resisténcia
intermediaria a tetraciclina e ao cloranfenicol, enquanto os isolados a partir de
amostras de fezes apresentaram diversos padrdes de resisténcia. No entanto, para
confirmar a maior resisténcia dos isolados fecais, um numero maior de amostras

isoladas de alimentos teria que ser analisado para descartar a hipotese de que essa
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maior sensibilidade entre os isolados de alimentos tenha sido um fato casual destas
cepas.

Entre as 152 amostras de Shigella analisadas, foram observados 73 perfis de
suscetibilidade aos antimicrobianos, sendo que a resisténcia multipla foi verificada
em 90,19 % dos isolados. Destes, 82,23 % apresentaram resisténcia a, pelo menos,
trés antimicrobianos. Seis perfis de resisténcia (A, B, C, D, E e F) foram
considerados mais expressivos, uma vez que agruparam mais de quatro isolados.
Os isolados a partir de alimentos, como foi dito anteriormente, demonstraram
resisténcia apenas a gentamicina e resisténcia intermediaria ao cloranfenicol, a
tetraciclina e ao sulfametoxazol-trimetoprima. Cada um dos isolados foi classificado
em um perfil, demonstrando alta variabilidade de perfis fenotipicos entre eles.

O perfil A caracterizado pela resisténcia a ampicilina, sulfametoxazol-
trimetoprim, tetraciclina, estreptomicina, cloranfenicol e resisténcia intermediaria a
kanamicina agrupou 23,68% dos isolados (n=36). O perfil B agrupou 5,92% dos
isolados (n=9) e difere-se do perfil A apenas pela sensibilidade ao cloranfenicol. Os
perfis C e D agruparam cinco isolados cada. Cabe ressaltar que os perfis A, B,Ce D
agruparam apenas isolados de S. flexneri, enquanto o perfil E, agrupou cinco
isolados de S. sonnei. Os demais isolados (n=85) foram agrupados em 65 perfis e
representaram 55,92% dos isolados testados. Entre os isolados os mais multi-
resistentes foram duas cepas de S. flexneri resistentes a ampicilina, sulfametoxazol-
trimetoprim, tetraciclina, estreptomicina, cloranfenicol, canamicina e gentamicina,
agrupadas no perfil N, uma cepa de S. flexneri (perfil M) que se diferenciou do perfil
N apenas pela sensibilidade a gentamicina.

Shigella é conhecida por sua caracteristica multi-resisténcia, que vem
resisténcia vem sendo adquirida progressivamente (SOW, G. A., et al., 2006).
Entretanto, o uso indiscriminado destas drogas pode possibilitar o surgimento de
microrganismos ainda mais resistentes, reduzindo a eficacia dos medicamentos,
fazendo com que as internac¢des tornem-se mais longas, tornando necessario uso de
drogas mais caras e mais toxicas. Nos paises menos desenvolvidos onde o0s
antimicrobianos séo freqientemente ministrados sem prescricdo médica o
surgimento de cepas multi- resistentes também pode resultar num aumento da
mortalidade. Em vista disso, estudos regulares precisariam ser realizados em todos
0S paises, com o intuito de monitorar a resisténcia aos antimicrobianos e contribuir
com o controle dos efeitos da Shigelose (DROMIGNY, J. A., et al., 2004; MORALEZ,

A. J. R., et al., 2005). Os resultados obtidos no presente estudo reforcam esta
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necessidade do monitoramento continuo da suscetibilidade das Shigella a fim de
obter informacfes essenciais para o tratamento e também para o controle efetivo
das Shigeloses no Brasil.

O diagndstico rapido do agente etiol6gico em caso de surtos € sempre muito
importante, entretanto, os métodos convencionais em geral sdo bastante
demorados. Entre as técnicas moleculares disponiveis atualmente, a PCR-
Ribotipificacdo pode ser utilizada em estudos epidemiolégicos, uma vez que é capaz
diferenciar rapidamente bactérias gram negativas como a Salmonella de outras do
mesmo grupo (JAMIL, M., et al., 2007) como a Shigella, por exemplo. Em 2003,
Geimba et al. consideraram a técnica de PCR-Ribotipificacdo bastante reprodutivel,
e apropriada para a tipificacdo de Salmonella envolvidas em surtos alimentares do
RS. Oliveira et al. (2005) também destacaram a adequacéo e a boa reprodutibilidade
da PCR-Ribotipificacdo na caracterizacdo molecular de Salmonella isoladas de
alimentos envolvidos em surtos, além do custo relativamente baixo de execucao
dessa técnica.

No presente estudo PCR-Ribotipificacédo foi capaz de discriminar espécies de
Shigella de outros géneros bacterianos a partir de amostras contendo DNA de S.
flexneri, S. sonnei, S. aureus ATCC 25923, Salmonella cholerasuis ATCC 10708, e
Salmonella Enteritidis 3091/05, quando analisados produziram padrbes de bandas
distintos. Nao foi possivel diferenciar as espécies Shigella de E. coli ATCC 25922 e
E. coli O157: H7, uma vez que os padrbes de bandas de DNA foram idénticos. De
acordo com Coimbra et al. (2001) Shigella spp. (exceto S. boydii sorotipo 13) e
Escherichia coli constituem um Unico grupo, e apresentam DNA similares.
Generalizando, pode-se dizer que as quatro espécies de Shigella podem ser
consideradas como clones da E. coli, porém estas sdo bioquimicamente menos
ativas, apresentam hospedeiro estrito, e possuem um plasmideo mediando os
mecanismos de invasdo. Segundo Parsot (2005), bactérias enteroinvasivas como a
Shigella spp. e a E. coli (EIEC) sao responsaveis por Shigeloses em seres humanos

Das 152 (149 fezes fecais isolados 3 alimentos isolados) amostras de Shigella
isoladas submetidas a PCR-Ribotipificacdo trés padroes de bandas foram
identificados e denominados como SH1, SH2, SH3. Perfil SH1 foi composto por
apenas por S. flexneri (n=116) apresentou duas bandas (480 e 570bp). Perfil SH2 foi
composto por cepas de S. sonnei (n=36) apresentou de trés bandas (350, 480 e
570pb), enquanto o perfil SH3 foi composto apenas pela cepa de S. dysinteriae

(n=1) isolada a partir de fezes em 2006, e apresentou duas bandas, mas com
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diferentes pesos moleculares em relacao ao padrédo SH1 (570, e 700pb). A banda de
570pb foi detectada em todas as cepas de Shigella analisadas.

Com base no que se sabe atualmente, sdo muitas as dificuldades na
diferenciacdo de Salmonella e Shigella a partir de métodos convencionais.
Entretanto, os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que a PCR-
Ribotipificacdo foi capaz de diferenciar as espécies Shigella envolvidas em surtos de
Shigelose da S. Enteritidis 3091/05. Esta cepa de Salmonella apresenta 0 mesmo
padrdo genotipico da S. Enteritidis SE86, principal agente causador de surtos
alimentares investigados no Estado do RS, nos ultimos anos (OLIVEIRA, F. A., et al.,
2008). Além disso, a amplificacdo por PCR da regido entre as sequéncias
conservadas 16S e 23S do operon do RNA ribossémico (RNAr), provou ser util para
a diferenciacdo entre espécies de bactérias (De CESARE, A., et al., 2001). Em 2007,
Jamil et al. utilizando um UuUnico conjunto primers para PCR-Ribotipificacéo,
concluiram que a PCR-Ribotipificacdo pode diferenciar bactérias gram-negativas
consideradas patogénicas para humanos. A PCR-Ribotipificacdo apresenta ainda
algumas vantagens quando comparada a outros métodos moleculares,
principalmente por ndo ser uma técnica cara e porque resultado o pode ser obtido
em 24h, enquanto técnicas laboratoriais tradicionais levam em média 5 dias até que
se obtenha algum resultado. Por exemplo, muitos relatos tém sido feitos sobre a
caracterizagdo de Shigella através do PFGE, técnica apontada como muito
discriminatéria e considerada o "padrdo ouro" para a tipificacdo de microrganismos
(GEIMBA, M.P., et al.,2003, FLOREZ, A. J., et al.2005). No entanto, o PFGE é uma
técnica exigente e dispendiosa, o que dificulta a implementacdo deste método
especialmente em laboratérios de salude publica. Uma vez que no presente trabalho
a PCR-Ribotipificacdo foi capaz de diferenciar as amostras de Shigella da
Salmonella, microrganismo de grande importancia em termos de saude publica no
Estado pode-se concluir que a PCR-Ribotipificacdo poderia ser bastante atil na
investigagao de rotina de surtos alimentares.

Dos 149 isolados a partir de fezes analisados neste trabalho, dez foram
classificados pelo setor de bacteriologia do FEPPS/IPB/LACEN/RS apenas como
Shigella spp. Quando submetidos a PCR-Ribotipificacdo, estes isolados
apresentaram padrdoes de bandas semelhantes, ou seja, duas amostras
apresentavam um padréo de bandas semelhante ao padrdo SH2 e oito amostras um
padrdo semelhante ao padrdo SH1. Estes isolados foram submetidos a

sorotipificacdo, e esta confirmou que se tratava de dois isolados de S. sonnei
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(padrdo SH2), e oito isolados de S. flexneri (padrdo SH1), sugerindo que a PCR-
Ribotipificacdo também pode contribuir para a identificacdo de espécies de Shigella
gue nao foram identificados em nivel de espécie pela bacteriologia do
FEPPS/LACEN/RS.

Os resultados demonstraram ainda que varias cepas envolvidas em diferentes
focos Shigelose apresentaram o mesmo padrdo de bandas na PCR-Ribotipificacdo e
também o mesmo perfil de resisténcia a antimicrobianos, sugerindo que a mesma
cepa de Shigella est4 presente em diversas localidades do RS. De acordo com
Navia e Gasco’n (2005), a maioria dos surtos ou casos de Shigelose ocorre devido a
propagacado clonal de uma ou algumas cepas. No entanto, ao contrario do que era
esperado, apesar dos métodos de caracterizacdo molecular serem considerados
mais sensiveis e com maior poder de discriminacdo a PCR-Ribotipificacéo identificou
menos perfis do que os obtidos através da resisténcia aos antimicrobianos entre as
cepas de Shigella analisadas. Esse fato demonstra a necessidade da utilizacdo de
no minimo dois métodos combinados na caracterizacdo de Shigella, sugere ainda
que a variabilidade genotipica das regifes espacadoras hipervaridveis entre 0s
genes 16S e 23S analisadas sdo mais conservadas enquanto a variabilidade
fenotipica desse microrganismo € mais susceptivel a pressdes seletivas do meio.
Além disso, a resisténcia antimicrobiana em microrganismos como a Shigella poder
ser mediada através de plasmideos, DNA transmissivel ou outros elementos, em
vista disso, outros métodos de tipificacdo molecular poderiam ser aplicados para
verificar relacéo clonal das cepas de Shigella isoladas no Estado.

De modo geral, os resultados obtidos no presente estudo indicam a
necessidade do monitoramento continuo da resisténcia das Shigella, sugerem ainda,
que a PCR-Ribotipificacdo poderia ser bastante Gtil na rotina de investigacdo de
surtos alimentares a fim de obter informacdes essenciais para o tratamento e

também para o controle efetivo das Shigeloses no Brasil.
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