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LAGANARO, Veronica Alyne. INVESTIGA(;AO SOBRE A OCORRENCIA DE
SUBSOROTIPOS DE SHIGELLA FLEXNERI NO ESTADO DE SAO PAULO
EMPREGANDO A TECNICA DE MULTIPLEX PCR. 2018. 42f. Trabalho de
Concluséo de Curso (Bacharelado em Biomedicina) — Centro Universitario S&o
Camilo, S&o Paulo, 2018.

A Shigella € o agente de uma gastroenterite potencialmente grave denominada
shigelose. Dentre as espécies que compdem este género, Shigella flexneri é a
mais prevalente nos locais com condi¢cdes socioecondmicas e de saneamento
precarias. A caracterizacdo dessas cepas associadas a casos de infeccao
humana é de grande importancia para compreensao da epidemiologia e sobre a
patogenicidade destas bactérias. Uma das formas de caracterizacéo de isolados
clinicos é a determinacdo do sorotipo. A técnica atualmente preconizada e
utilizada no Instituto Adolfo Lutz para esta finalidade é a aglutinacdo em lamina,
entretanto esta técnica apresenta desvantagens, como a utilizacdo de animais
para a producédo de soros e baixa especificidade de resultados. O objetivo desse
projeto foi avaliar a eficacia de uma técnica de multiplex PCR na caracterizacao
antigénica das cepas de Shigella flexneri isoladas no estado de Sao Paulo, o que
inclui também a determinacao de seus subsorotipos. Os resultados deste estudo
demonstraram uma concordancia de apenas 48% entre a técnica de multiplex
PCR e a aglutinagdo em lamina. Deste modo, o método molecular apresentou
uma especificidade consideravelmente superior ao método fenotipico. O uso
rotineiro do multiplex PCR possibilita uma melhoria na caracterizagéo antigénica
de cepas Shigella flexneri, além de fornecer subsidios para o desenvolvimento
de novas estratégias de controle e prevencdo de shigelose, que poderdo
contribuir futuramente para a criacdo de uma vacina como estratégia de controle
da doenca.

Palavras-chave: Reacédo em cadeira da polimerase multiplex. Shigella flexneri.
Sorotipagem. Testes de aglutinagéo.



LAGANARO, Veronica Alyne. RESEARCH ON THE OCCURRENCE OF
SHIGELLA FLEXNERI SUBSOROTYPES IN THE STATE OF SAO PAULO
EMPLOYING THE MULTIPLEX PCR TECHNIQUE. 2018. 42f. Trabalho de
Concluséo de Curso (Bacharelado em Biomedicina) — Centro Universitario S&o
Camilo, S&o Paulo, 2018.

Shigella is the agent of a potentially serious gastroenteritis called shigellosis.
Among the species that make up this genus, Shigella flexneri is the most
prevalent in places with poor sanitation and socioeconomic conditions. The
characterization of these strains associated with cases of human infection is of
great importance for understanding the epidemiology and pathogenicity of these
bacteria. One of the forms of characterization from clinical isolates is the
determination of the serotype. The technique currently recommended and used
at the Adolfo Lutz Institute for this purpose is slide agglutination, however this
technique has disadvantages, such as the use of animals for production of serum
and low specificity of results. The objective of this project was to evaluate the
efficacy of a multiplex PCR technique in the antigenic characterization of strains
of Shigella flexneri isolated in the state of Sdo Paulo, which also includes the
determination of their subsorotypes. The results of this study demonstrated a
concordance of only 48% between the PCR multiplex technique and the slide
agglutination. Thus, the molecular method had considerably higher specificity
than the phenotypic method. The routine use of multiplex PCR allows an
improvement in the antigenic characterization of Shigella flexneri strains, as well
as providing subsidies for the development of new strategies for controlling and
preventing shigellosis, which may contribute in the future to create vaccine as a
strategy to control the disease.

Keywords: Multiplex polymerase chain reaction. Shigella flexneri. Serotyping.
Agglutination tests
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1. INTRODUCAO

A Shigella € um patdégeno estritamente humano, membro da Familia
Enterobacteriacea, e caracteriza-se por ser um bacilo Gram negativo imével, ndo
formador de esporos, aerdbio facultativo, fermentador da glicose com producéo
de acido, desprovido da capacidade de fermentar a lactose, de produzir gas,
hidrolisar a ureia e de descarboxilar o aminoéacido lisina e ndo possui capsula
(exceto Shigella flexneri e Shigella boydii). Além disso, ndo utilizam citrato nem
acetato de so6dio como Unica fonte de carbono (MURRAY et al., 2007; MURRAY

O género Shigella € composto por quatro espécies: Shigella dysenteriae
(sorogrupo A; 13 sorotipos), Shigella flexneri (sorogrupo B; 6 sorotipos), Shigella
boydii (sorogrupo C; 18 sorotipos) e Shigella sonnei (sorogrupo D; 1 sorotipo)
(BARRY et al., 2013; JAWETZ et al., 2000; TRABULSI; ALTERTHUM, 2008),
sendo dividida em duas formas, denominadas formas | (lisa) e Il (rugosa). As
espécies S. flexneri e S. sonnei sdo responsaveis pela maioria dos casos de
doenca registrados, tanto em criancas quanto em adultos, sendo a S. sonnei
diferenciada facilmente das demais devido a positividade na reacdo de
descarboxilacdo (MURRAY et al., 2007; TRABULSI, ALTERTHUM, 2008).

Um dos principais agentes etiologicos de doenca diarreica em
praticamente todas as partes do mundo, s@o as bactérias do género Shigella.
Dentre os dados epidemioldgicos, no estado de S&o Paulo, estd bactéria é
responsavel por aproximadamente 2% dos surtos de Doencas Transmitidas por
Alimentos/Agua notificados a Central de Vigilancia Epidemiolégica, envolvendo
uma média de, 396 pessoas por ano (http://www.saude.sp.gov.br/resources/cve-
centro-de-vigilancia-epidemiologica/areas-de-vigilancia/doencas-transmitidas-

por-agua-e-alimentos/doc/bacterias/201315shigella_revisado.pdf).

Ademais, as bactérias do género Shigella sdo consideradas um relevante
problema de Saude Publica devido a alta incidéncia de infeccdes em algumas
regibes e eventual gravidade dos quadros clinicos, principalmente em criancas
menores de cinco anos de vida (VON SEIDLEN et al.,2006; KOTLOFF et al.,

2013; CDC, 2014). No Brasil, € observado uma predominancia da S. flexneri



13

sobre a S. sonnei, sendo que a regido sudeste apresenta taxas mais altas de
‘shigelose’ ou ‘disenteria bacilar’ (39%), modo pelo qual essa doenca € nomeada
clinicamente, seguida da regiao nordeste (34%), apresentando pouca ocorréncia
no sul do pais (3%) (DA CUNHA et al., 2017).

A ‘shigelose’ manifesta-se a partir de 12 a 20 horas apés a infeccao, ou
seja, tém periodos de incubagédo mais longos e possui uma dose infectante muito
baixa, da ordem de 10 a 100 células do microrganismo. O contato inicial da
bactéria com o hospedeiro que se d4 de forma direta pessoa-pessoa por
transmissao fecal-oral ou, indiretamente, pelo consumo de alimentos ou agua
contaminados, sendo sua transmissdo relacionada a falta de higiene e
deficiéncia de saneamento basico (TORTORA, CASE, FUNKE, 2005;
MINISTERIO DA SAUDE, 2009; FOCCACIA, VERONESI, 2010; NYOGI, 2015).

Ap6s a ingestdo, a bactéria aloja-se no ileo terminal e cdlon,
caracterizando-se por uma invasao e destruicdo da camada epitelial da mucosa.
Uma vez dentro da célula as bactérias se multiplicam liberando toxina Shiga,
fazendo com que ocorra a destruicdo dos tecidos, promovendo assim uma
intensa reacdo inflamatéria, além de acarretar multiplos episédios de diarreia
(podendo chegar até 20 evacua¢bes em um dia), com a presenca de muco e
sangue no material fecal. Podem também ocorrer outros sintomas como febre,
vomito e intensa dor abdominal (NYOGI, 2015; FOCCACIA, VERONESI, 2010;
MINISTERIO DA SAUDE, 2009; TORTORA, CASE, FUNKE, 2005).

O processo infeccioso é normalmente auto-limitante, mas pode se agravar
em individuos imunocomprometidos e criancas. Caso medidas adequadas de
tratamento ndo forem instituidas, podem ocorrer uma invasao da Shigella na
circulacao do paciente. Em casos graves de shigelose, € necesséaria reidratacéo
oral e a antibioticoterapia € preconizada, visando a diminuicdo da duracdo e
gravidade da doenca e do periodo de eliminacdo da bactéria (NYOGI, 2015;
FOCCACIA, VERONESI, 2010; MINISTERIO DA SAUDE, 2009; TORTORA,
CASE, FUNKE, 2005).

A patogénese das infec¢fes por Shigella tem como mecanismo central a
invasdo das células da mucosa do intestino grosso pela bactéria (figura 1). Este

mecanismo acontece em etapas distintas, sendo orquestrado pelo sistema de
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secrecdo Mxi-Spa tipo Il (T3SS- type Ill secretion system), que € expresso e
formado a 37°C, ativado pelo contato com a célula-alvo e diversas proteinas
efetoras codificadas no plasmideo de viruléncia (pINV), incluindo o antigeno do
plasmideo de invasdo H (lpaH), IpaB, ipaC, ipaD, ial, virF, serino-protease
(SepA) dentre outras. Esse sistema permite a translocagao de proteinas efetoras
bacterianas de modo direto para o citoplasma das células eucariéticas-alvos.
Além dos genes plasmidiais, genes cromossdmicos como iuc, setlA, setlB, sat,
pic e sigA também contribuem para a instalacéo da infeccao (HAO et al., 2012;
SANSONETTI, 2001).

Figura 1 - Mecanismo da patogénese da Shigella.

Acumulagio de fluidos Dlarre:ogemca SKET1e ShET2
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Nature Reviews | Microblology

Fonte: Adaptado de (HAO et al., 2016).

Nota: Legenda: Primordialmente, a Shigella atravessa o epitélio intestinal através de
micropregas (célula M), sendo este processo denominado transcitose. A bactéria €
fagocitada, mas escapa da destruicdo por induzir a rapida apoptose de macréfagos
através de uma via dependente da caspase 1. Depois da sua liberacao, a bactéria entra
em contato com o lado basolateral de uma célula epitelial intestinal (IEC) e comeca a
induzir a endocitose mediada por efetores. A estrutura Mxi-Spa T3SS é revestida pela
proteina IpaB na ponta, e a IpaB tem alta afinidade por &reas de membranas celulares
eucarioticas ricas em colesterol. A adesao da Shigella em uma IEC ocorre pela ligagéo

de IpaB e IpaBCD ao receptor hialurénico do hospedeiro CD44 e por intermédio da
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integrina a5p1, respectivamente. O IcsA funciona como uma adesina essencial para
promover o contato com as IECs do hospedeiro, facilitando desde modo a fusédo do
aparelho T3SS e da membrana da célula hospedeira, levando a translocacdo de outros
efetores. Esse envolvimento requer extensa reorganizacdo do citoesqueleto da célula
hospedeira e modulacdo de outras vias intracelulares, recrutando a atividade dos
efetores bacterianos IpaC, IpgB1, IpgD, IpaA e VirA em concerto. Apos a invasao, ocorre
rapidamente a ativagcéo do IpaC, IpaD, IpaB, IpaH e a lise do fagossomo circundante. A
motilidade intracelular da Shigella € mediada pelo IcsA através do recrutamento da
proteina neural Wiskott-Aldrich do hospedeiro (N-WASP) e a actina (ARP 2/3 complexo),
criando um local para polimerizacao direcional de actina para impulsionar a bactéria

através do citoplasma.

Dentre este conjunto de genes que participam da patogénese da
Shigelose, o gene IpaH é rotineiramente utilizado para a detecc¢éo e identificacédo
molecular da Shigella. Além de estar presente em inUmeras copias no plasmideo
bacteriano, encontra-se também no cromossomo sendo responsavel por
codificar proteinas envolvidas no processo de sobrevivéncia da bactéria em
macrofagos e no processo de invasdo nas células hospedeiras (TRABULSI;
ALTERTHUM, 2008).

Sé&o 12 genes ipaH, que diferem pelos locais de reconhecimento dos
substratos que vao resultar em fungdes diferentes durante sua patogénese. A
bactéria induz um processo de endocitose na célula do hospedeiro, por meio do
ipaB e ipaC, que formam um complexo que interage com a membrana da célula
epitelial formando um poro, pelo qual ocorre a translocacao de outras proteinas
para o citoplasma da célula eucaridtica, sendo essa passagem mediada pela
combinacédo do ipaB e ipaD. A fagocitose se da por meio de rearranjos do
citoesqueleto realizados por ipaA e ipaC, sendo o ipaC responsavel por induzir
a polimerizacdo de actina e a formacgéao de projecdes na membrana, e o ipaA
induz a despolimerizacdo da actina ligando-se a vinculina (proteina de adeséo
focal que regula o ancoramento dos filamentos de actina na membrana celular),
formando uma estrutura estavel que promove a entrada da bactéria no interior
da célula, espalhando-se rapidamente pelas células adjacentes. O ipaB é
responsavel pela lise da membrana dos vacuolos endociticos nos macréfagos,

pela ligacdo da proteina em questdo com a caspase cisteina protease, ou nas
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células epiteliais do hospedeiro que foram o local de entrada da bactéria
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

O diagnostico laboratorial classico da shigelose é realizado por meio da
pesquisa da bactéria nas fezes de individuos com sintomas de gastroenterite.
Este envolve a cultura do material (coprocultura) em meios seletivos e
diferenciais, como &agar MacConkey, &gar Xilose-Lisina-Desoxicolato e agar
Salmonella-Shigella, seguido de provas bioquimicas em meios presuntivos de
identificag8o especificos para enterobactérias. Apos a identificacdo laboratorial
essas cepas precisam ser caracterizadas para fins de vigilancia epidemioldgica.
Esta caracterizacdo envolve a pesquisa de alguns genes de viruléncia, a
determinacdo do perfil de susceptibilidade a agentes antimicrobianos e a
tipagem, que pode ser feita por meio de métodos fenotipicos ou moleculares
(EWING, 1986; MURRAY, et al., 2007).

Uma das formas mais importantes de tipagem da Shigella para fins
epidemioldgicos é a determinacdo de seu sorotipo, que visa identificar os
chamados antigenos somaticos existentes na parede celular bacteriana. Para
tanto, emprega-se a técnica de aglutinacdo em laminas, que se baseia em uma
reacdo antigeno-anticorpo, na qual os sorotipos sdo obtidos por meio da
aglutinacao de culturas puras com soros polivalentes soméaticos e em sequéncia
com 0s soros monovalentes para uma sorotipagem mais especifica. (EWING,
1986; SERIBELLI, 2016; ZHANG, 2014).

Embora esta técnica seja considerada o “padrao-ouro” para sorotipagem,
e venha sendo empregada por muitos anos em laboratérios de referéncia de
diversos paises, ela apresenta desvantagens. Trata-se de uma metodologia de
execucdo demorada devido ao grande numero de sorotipos de Shigella
existentes, sendo preciso a realizagdo de uma reacéo individual para cada
sorotipo (SIMMONS, ROMANOWSKA, 1987).

O método requer rigorosa padronizacao, desde a producao dos antissoros
até a execucdo da técnica e interpretacdo dos resultados, sendo esta ultima
etapa particularmente problematica, devido a subjetividade envolvida na leitura
da intensidade das reacdes e pela possibilidade da existéncia das chamadas

formas “rugosas” de Shigella, que ocorrem devido a alteracbes quimicas da



17

parede celular bacteriana, tornando as cepas auto aglutinantes (SIMMONS,
ROMANOWSKA, 1987).

Estes fatos requerem que a interpretacédo de um ensaio de sorotipagem
seja feita apenas por profissionais bastante experientes. Com relacéo a etapa de
producdo dos antissoros, ha dificuldades na aquisicdo das cepas padrao para o
preparo dos antigenos, pois tais cepas estao disponiveis em poucos laboratorios
e centros de referéncia internacionais, e atualmente as inimeras restricdes a
circulacdo de bactérias patogénicas como a Shigella, que sdo consideradas
armas biologicas, tornam a importacdo deste tipo de material cada vez mais
dificil. Outro aspecto desfavoravel em relacdo ao atual método de sorotipagem
esta no uso de animais para producao dos antissoros, sendo a licitude desta
pratica altamente questionada pela sociedade nos dias atuais, principalmente
gquando métodos alternativos podem ser empregados (EWING, 1986;
SERIBELLI, 2016; ZHANG, 2014).

Considerando todos estes inconvenientes relacionados a metodologia de
aglutinacdo em lamina, alguns estudos tém descrito o desenvolvimento de
técnicas moleculares tanto para a determinagcédo de sorotipos (LI et al., 2009;
SUN et al., 2011) como para a determinacdo de espécies de Shigella (OJHA et
al., 2013). Um estudo descreveu um método molecular para pesquisa de
sorotipos e subsorotipos de cepas de S. flexneri. Foi desenvolvido um ensaio de
PCR multiplex com base no gene de sintese de antigenos O-wzx e 0s genes de
modificacdo do antigeno O (gtrl, gtrlC, gtrll, oac, gtrlV, gtrV e gtrX) (SUN et al.,
2011).

Na S. flexneri a variacdo da estrutura do antigeno O é mediada por
bacteriéfagos e plasmideos portadores de genes. Os bacteriéfagos geralmente
se integram como profagos no cromossomo thrW no I6cus do RNAt, para os
profagos transportarem a glicosilacao (gtr) operon, ou para o sitio argW RNAt,
para aqueles portadores do gene da O-acetilagdo (oac), acarretando dessa
forma em alteracfes na estrutura do antigeno O. Os bacteriofagos Sfl, Sfll, Sf6,
SflV, SfV e SfX, modificadores do antigeno O convertem S. flexneri Y em

sorotipos 1a, 2a, 3b, 4a, 5a e X, respectivamente (HAO et al., 2016).
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A técnica de PCR (reagdo de cadeia polimerase) (figura 2), para
enterobactérias € uma metodologia facil e rapida de ser realizada, com a
vantagem de diminuir muito o tempo de identificacdo desses patdégenos. Alguns
estudos comparativos mostraram que, para identificar enteropatdégenos, a
sensibilidade e a especificidade da PCR foram muito similares as das

metodologias convencionais, quando ndo superiores (LODISH et al, 2014).

Figura 2 - Metodologia da Reacédo de Cadeia Polimerase (PCR).
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Fonte: Adaptado de (http://scienceblogs.com.br/synbiobrasil/page/2/).

Para verificacdo dessa especificidade é comum a utilizacdo do

sequenciamento, a op¢ado no caso, da utilizacdo do método Sanger ocorreu


http://scienceblogs.com.br/synbiobrasil/page/2/
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devido sua possibilidade de promover sequéncias de alta qualidade para trechos
relativamente longos (por volta de 900 pares de base). A ideia por tras desse
meétodo é sintetizar um conjunto de fitas-filhas a partir do fragmento de DNA a
ser sequenciado. As novas fitas apresentam terminacdo precoce da
polimerizacdo pelo uso de didesoxinucleotideos marcados com marcadores
fluorescentes. (LODISH et al, 2014).

Uma outra vantagem ao se utilizar métodos moleculares € a deteccao até
mesmo quando ha numeros reduzidos de bactérias, caracteristica importante de
infeccbes causadas por Shigella, na qual poucos microrganismos ja podem
desencadear a doenca, sendo o método por multiplex PCR util para a deteccéo
de subtipos. O conhecimento sobre a prevaléncia de sorotipos e subsorotipos é
de suma importancia, pois por ser esta a mais comum das espécies em diversos
paises do mundo, incluindo algumas regides do Brasil (BASTOS et al., 2012), ha
atualmente um grande interesse por parte da comunidade cientifica no
desenvolvimento de uma vacina que possa diminuir 0 niumero de casos de
shigelose por Shigella flexneri, e para que esta estratégia seja eficaz a
composicdo desta vacina deve obrigatoriamente contemplar os principais
sorotipos e subsorotipos circulantes da bactéria (LIVIO et al., 2014; VAN DE
VERG, VENKATESAN, 2014).
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2. OBJETIVO

Validar e avaliar a efichcia de uma técnica molecular, baseada na
metodologia de multiplex PCR, como ferramenta alternativa para a determinacao
de sorotipos, incluindo os fatores antigénicos secundérios (subsorotipos) da

bactéria Shigella flexneri.

2.1 Objetivos especificos

Desenvolver o método de detecgdo de S. flexneri por multiplex PCR.

Comparar os resultados do método molecular ao método de sorotipagem por
aglutinacdo em lamina.

Observar a ocorréncia dos diferentes subsorotipos de S. flexneri.
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3. MATERIAIS E METODOS

Todas as etapas descritas a seguir foram realizadas nas dependéncias do
Centro de Bacteriologia, no Nucleo de Doencgas Entéricas e Infecgbes por
Patogenos Especiais (NDEI), do Instituto Adolfo Lutz.

3.1 Amostras bacterianas
Foram empregadas neste estudo 164 cepas bacterianas bioquimicamente

identificadas como Shigella flexneri e previamente caracterizadas pelo método
de aglutinacdo em lamina quanto ao antigeno somatico (1-5), isoladas de casos

de infeccdo humana no Estado de Sao Paulo, em diferentes periodos de tempo.

Adicionalmente foram empregadas cepas de referéncia para os seguintes
sorotipos/subsorotipos descritos para a espécie Shigella flexneri: 1a, 1b, 2a, 2b,
3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 5a, 5b, X e Y. Tais cepas de referéncia sdo provenientes da
colecéo do Centers for Disease Control and Prevention (CDC) ou foram enviadas
ao Instituto Adolfo Lutz (IAL) em anos diversos para participagdo em ensaios de
proficiéncia internacional. Todas as cepas em analise foram reativadas a partir
de estoques armazenados em temperatura ambiente (meio gelose) ou culturas
congeladas a -20°C, isoladas novamente em TSA, e testadas novamente para a
presenca do gene ipaH (antigeno plasmidial de invasao), marcador genotipico
especifico do género Shigella (THIEM, 2014). A partir da confirmacdo destas
caracteristicas, novos estoques em agar gelose foram preparados e empregados

nas diversas etapas do estudo.

3.2 Obtencdes de DNA paratécnicas moleculares

O DNA molde empregado nas reacdes de PCR e multiplex PCR foi obtido
por lise térmica (método de fervura). As amostras foram semeadas em tubos de
ensaio com caldo TSB, incubadas a 37°C por 24 horas e posteriormente
cultivadas em placas de TSA para obtengéo de colbnias isoladas para extracdo
do DNA e testadas em meio IAL. Para a extragcao do DNA bacteriano utilizou-se
a técnica de termo-extracdo, sendo utilizado o crescimento bacteriano. Uma
aliquota de crescimento de uma colonia isolada foi transferida para para
microtubos com 400 pL de agua MilliQ estéril, sendo submetida a 100°C em
banho-seco (termobloco) por 15 min. Aplés essa etapa, a suspensdo foi

centrifugada a 13.000 rpm (16845xg) em microcentrifuga refrigerada (mod. NT-
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805, Nova Técnica). Este material foi mantido em freezer até o momento do uso,

no qual foi usado 5 ul para cada reacdo do multiplex PCR (COSTA, et al., 2010).

3.3 Avaliacdo do DNA obtido

O DNA extraido foi testado por PCR convencional pela presenca do gene
ipaH, marcador genotipico especifico do género Shigella. A partir da confirmagéo
desta caracteristica, novos estoques em agar gelose foram preparados e

empregados nas diversas etapas do estudo.

3.4 Padronizacédo do multiplex PCR
Para os ensaios de padronizacdo da reacdo de multiplex PCR foram
empregadas apenas cepas de referéncia dos diferentes sorotipos de Shigella

flexneri, conforme mencionado no item 3.1.

A reacdo de multiplex PCR empregada neste estudo teve por base o
ensaio descrito por SUN et al. (2011). Inicialmente os genes-alvo envolvidos na
reagdo foram amplificados em reacao individuais de PCR, com a finalidade de
testarmos diferentes marcas de kits para PCR. Além disto, esses testes também
tiveram a finalidade de confirmar se a temperatura de anelamento proposta no
artigo cientifico que embasou este estudo era de fato a mais adequada para o
conjunto de primers empregados (Tabela 1). Foram empregados mix de PCR
das marcas Promega, DNA express, Qiagen e Invitrogen. Com relacdo a
temperatura de anelamento foram testados valores compreendidos entre 57 e
61 °C. Os demais parametros de amplificacdo seguiram essencialmente o
método de SUN et al. (2011). Todas as rea¢cBes de PCR foram realizadas no
sistema Proflex (Applied Biosytems).



Tabela 1: Primers empregados no presente estudo.
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Gene R Amplicon Sorotipo REFERENCIA
Sequéncia do primer (5°- 3’) o
alvo (bp) especifico
CTCGGCACGTTTTAATAGTCTGG Peresi et al.,
IpaH 933 Todos
GTGGAGAGCTGAAGTTTCTCTGC 2016.
CTGTTAGGTGATGATGGCTTAG Sun et al.,
gtrl 1.122 la, 1b, 1c 2011
ATTGAACGCCTCCTTGCTATGC
ATTTATTGTTATTGGGGGTGGTTG Sun et al.,
gtrll 1.272 2a, 2b 2011
ATTTGTTCTTTATTTGCTGGT
CTGTTCGGCTTTGAAAGTGCTG 1b. 3a. 3b Sun et al.,
oac 604 2011
4b
CGTAGGCGTACATAGCAAGCAAAGA
ATGTTCCTCCTTCTTCCTTT Sun et al.,
gtriv 378 4a, 4b 2011
TCCTGATGCTACCTTATCCA
AATACGATTCTCCTGGTGCTAAAC Sun et al.,
gtrv 905 5a, 5b 2011
TAGGGCATTGCTTGTATCTTTCAT
AATGCTGGATGGGATAATCACCTT 2b. 3a. 5b Sun et al.,
gtrX 425 2011
X, Xv
GAGACGGCTTCTCCATGTTTTGCT '
CACTTGTTGGGTATGCTGG 1-5. X. Xv Sun et al.,
WZX15 782 2011
Y
CCGGCAAACAGATTAGAAA
AGGGAATGGCATTAGGGATCGG Sun et al.,
gtriC 518 1c 2011

GCTGCAAGTGGTTTTTGTTGGA

Apos a padronizacao da reacéo de PCR de modo individual, a reacao de
multiplex PCR foi entdo realizada. Os parametros empregados nestes ensaios
foram semelhantes ao proposto por SUN et al. (2011). Os produtos de

amplificagdo foram sempre analisados em géis de agarose a 2%. Os géis foram
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corados com brometo de etidio e visualizados no transluminador de luz UV com

fotodocumentador.

3.5 Subsorotipagem molecular de cepas de Shigella flexneri isoladas de
infeccbes humanas no Estado de Sédo Paulo

A investigacdo de subsorotipos de cepas de Shigella flexneri associadas
a infecgbes humanas no Estado de S&o Paulo, em diferentes periodos de tempo,
foi realizado por multiplex PCR de acordo com o descrito no item 3.4. O critério
empregado para selegéo destas cepas de Shigella flexneri, foi a existéncia de
dados prévios de sorotipagem no acervo de registro do NDEI/CB. Tais cepas,
apos serem selecionadas, foram isoladas em meio nutritivo TSA e tiveram
caracteristicas fenotipicas e genotipicas confirmadas, como descrito para as
cepas de referéncia (item 3.1). Igualmente, a obtencédo de DNA molde para as
reacoes de multiplex PCR foi realizada conforme o item 3.2. As cepas de
referéncia anteriormente empregadas na padronizacdo da reacdo de multiplex
PCR foram, nesta etapa, empregadas como controle positivo. A cepa de E. coli
K12:H5 foi empregada como controle negativo.

3.6 Sequenciamento por método de Sanger

Para verificacdo da especificidade dos produtos obtidos pela técnica de
Multiplex PCR os amplicons de cada um dos genes citados na tabela acima, com
a excecao do gene ipaH foram sequenciados pelo método de Sanger. Apés a
amplificagdo dos genes por PCR em reacdes individuais foi realizada uma
eletroforese em gel de agarose a 2% para verificacdo dos produtos obtidos. O
gel foi corado por imersdo em solucdo de brometo de etidio e visualizado por
meio de um transiluminador de luz ultravioleta (UV). Os amplicons foram
purificados utilizando o kit CENTRI-SEP Columns (Applied Byosystems, USA) e
apos as purificagdes, novamente avaliadas por eletroforese em gel de agarose.

Em seguida foram quantificados por espectrofotometria (Nanodrop® ND-1000).

Os iniciadores utilizados para as reacbes de dideoxi-terminal de
sequenciamento foram os mesmos que foram empregados na amplificacéo dos
genes-alvo, descritos na tabela 1, porém em uma concentracdo de 0,24
umol/mL-! e para este procedimento foi utilizado o kit Big Dye Terminator Cycle
Sequencing (Applied Biosystems®).
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Para a montagem de cada fita consenso foi utilizado o software
Electropherogram Quality Analysis (PhPh) da EMBRAPA; para a verificacdo de
qualidade dos eletroferogramas obtidos foi utilizado um software de dominio
publico BioEdit 7.0.9, sendo estes analisados para verificagdo da qualidade da
leitura do sequenciamento (HALL, 1999). As sequéncias génicas obtidas na
reacao de sequenciamento foram comparadas no banco de dados do “National
Center for Biotecnology Information” (NCBI), através do sistema BLAST
(ALTSCHUL et al., 1990), além de também ser feita uma verificagdo do correto
alinhamento das sequéncias obtidas no sequenciamento realizado com as

depositadas no GenBank ®, por intermédio do programa ClustalW.

3.7 Célculos dos indices de concordancia e discordancia
Foi utilizado, para comparacdo dos resultados entre a técnica de
aglutinacédo e a técnica de PCR, o indice de concordancia, de acordo com a

formula abaixo:

Figura 3 - Férmula para calcular indice de concordancia.

Concordancias

ndice de concordéncia = x 100
Concordancias + Discordancias
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4. RESULTADOS

Foram realizadas reagdes individuais de PCR com as cepas de referéncia
para verificacdo da eficacia de amplificacdo de cada gene-alvo, para cada
sorotipo/subsorotipo especifico, de Shigella flexneri. Observou-se que em
algumas cepas de referéncia os perfis de amplificacdo desejado nao foram
compativeis com o esperado, de acordo com SUN et. al (2011). Desta maneira,
cepas adicionais provenientes de ensaios de proficiéncia internacional os quais
o IAL se submete anualmente, foram selecionadas e empregadas como controle
em novos ensaios de PCR para verificacdo da correta amplificacdo dos genes-

alvo.

Nestes novos ensaios 0s genes-alvo puderam ser corretamente
amplificados, indicando que os primers empregados eram adequados para uso.
Deste modo, obtivemos, para as cepas de referéncia (Figura 4), os perfis
esperados para 0s genes gtrl e wzx (subsorotipo 1a), gtrll e wzx (subsorotipo
2a), gtrlV e wzx (subsorotipo 4a), gtrlV, gtrX e wzx (subsorotipo 4b), gtrV e wzx
(subsorotipo 5a), gtrX e wzx (sorotipo X) e wzx (sorotipo Y). As cepas de
referéncia empregadas como controle foram la, 2a, 3a, 4a, 4b, 5a, X e Y. As
cepas provenientes de ensaio de proficiéncia 2016.1 (1b), 07/4269 (2b), 06/2596
(3a), 2016.3(3b), foram selecionadas como controles positivos para a etapa
seguinte de padronizacdo da reacdo de Multiplex PCR. A cepa de referéncia
correspondente ao perfil 5b ndo apresentou os produtos de amplificacado
esperados em nenhuma reacao que foi submetida, consequentemente esta cepa
foi retirada das investigacdes posteriores e nenhuma cepa dentro do sorotipo 1

apresentou perfil compativel com subsorotipo 1c.
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Figura 4 - Gel de agarose representativo do perfil de amplificacdo por
multiplex PCR dos subsorotipos de Shigella flexneri com destaque para os perfis
5a, X e Y, pesquisados nesta nova etapa do estudo.

M1a 1b 2a 2b 3a 3b 4b 4a 5a X Y

. 9 »

L ]
No-.—u—o—u—o—o-H L]

Nota: Legenda: M: Marcador de peso molecular (Sinapse Inc 100pb DNA ladder
plus).

Foi realizado inicialmente por meio de multiplex PCR a sorotipagem
molecular de 91 cepas de Shigella flexneri dos sorotipos de 1 a 4, que haviam
sido determinados pela técnica de aglutinagdo em lamina. Em resumo,
obtivemos dentro do sorotipo 1, das 22 cepas testadas, 5 cepas que
apresentaram o subsorotipo 1a, 13 cepas que apresentaram o subsorotipo 1b e
4 cepas que apresentaram perfis moleculares de outros sorotipos, divergindo do
resultado da aglutinacdo. Nenhuma cepa dentro do sorotipo 1 apresentou perfil
compativel com subsorotipo 1c (Figura 5). Dentro do sorotipo 2 foram testadas
25 cepas, das quais 17 foram classificadas por PCR como 2a, 2 como 2b e as
demais 6 cepas apresentaram perfis de outros sorotipos (Figura 6). No sorotipo
3 foram testadas 25 cepas, das quais 6 foram classificadas como 3a e 12 cepas
foram classificadas como 3b. Sete cepas apresentaram perfis moleculares de
outros sorotipos (Figura 7). No sorotipo 4 foram testadas 19 cepas, sendo 4
classificadas como 4a, 2 como 4b, e as demais 13 cepas apresentaram perfis

moleculares de outros sorotipos (Figura 8).
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Figura 5 - PCR multiplex para o subsorotipos 1la e 1b.
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Nota: Esse gel em especifico possui apenas 6 amostras representativas do
experimento, as cepas de referéncia para la e 1lb estdo nas posicbes 1 e 2,
respectivamente. Foram analisadas 22 amostras no total, desse total, 4 amostras
obtiveram um perfil divergente ao esperado. Nenhuma amostra das 22, apresentou o
perfil 1c. Legenda: M: Marcador de peso molecular (Sinapse Inc 100pb DNA ladder

plus).

Figura 6 - PCR multiplex para o subsorotipos 2a e 2b.
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Nota: Esse gel em especifico possui apenas 8 amostras representativas do
experimento. Na posicédo 1 esta o branco, e nas posi¢fes 2 e 4 as cepas de referéncia
para 2a e 2b. Foram analisadas 25 amostras no total, desse total, 6 amostras obtiveram
um perfil divergente ao esperado. Legenda: M: Marcador de peso molecular (Sinapse
Inc 100pb DNA ladder plus).



29

Figura 7 - PCR multiplex para o subsorotipos 3a e 3b.
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Nota: Esse gel em especifico possui apenas 14 amostras representativas do
experimento. Na posicéo 1 e 2 as cepas de referéncia para 3a e 3b, respectivamente.
Foram testadas 25 amostras no total, desse total, 7 amostras obtiveram um perfil
divergente ao esperado. Legenda: M: Marcador de peso molecular (Sinapse Inc 100pb
DNA ladder plus).

Figura 8 - PCR multiplex para o subsorotipos 4a e 4b.
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Nota: Esse gel em especifico possui apenas 13 amostras representativas do
experimento. Na posicdo 1 e 2 estdo as cepas de referéncia para 4a e 4b,
respectivamente. Foram testadas 19 amostras no total, desse total, 13 amostras
obtiveram um perfil divergente ao esperado. Legenda: M: Marcador de peso molecular
(Sinapse Inc 100pb DNA ladder plus).
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A andlise de concordéancia foi utilizada para avaliar se os resultados iriam
coincidir ou divergir, sendo aplicadas a técnica molecular e de aglutinacdo em
lamina. Sabendo-se que as amostras sorotipadas pela técnica de aglutinacao
tem um percentual de especificidade e sensibilidade menores que o multiplex
PCR (MIOT, 2016). Ao compararmos o grau de concordancia entre a técnica de
aglutinacéo e o ensaio de multiplex PCR, observou-se nessa primeira etapa do
estudo uma concordancia de 67% entre os resultados dessas duas
metodologias, sugerindo dessa forma que a aglutinacdo em lamina possui
especificidade menor quando comparada ao método molecular, ja que 3% das
cepas dos sorotipos 1 a 4 anteriormente sorotipadas por aglutinagéo nao foram
sorotipadas corretamente por PCR (Figura 9).

Figura 9 - Comparagao entre os resultados obtidos no ensaio de aglutinagdo em

lamina com o obtido pelo multiplex PCR com as amostras da rotina.
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Na segunda etapa deste projeto as investigagdes prosseguiram com a
aplicacdo do método de multiplex PCR para cepas dos sorotipos 5, X e Y. Além
disso, produtos de amplificacdo provenientes dos genes que determinam a
especificidade de cada subsorotipo (citados na tabela 1) foram submetidos ao

sequenciamento de Sanger para verificacdo da especificidade dos amplicons.
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Foram obtidos os perfis esperados para os genes gtrV e wzx (subsorotipo
5a), gtrX e wzx (sorotipo X) e wzx (sorotipo Y) nas cepas de referéncia
empregadas como controle para 5a, X e Y. A cepa de referéncia correspondente
ao perfil 5b ndo apresentou os produtos de amplificacéo esperados, desse modo,
esta cepa foi retirada das investigacdes posteriores. Apds o teste com as cepas
de referéncia, 38 amostras de Shigella flexneri de origem clinica previamente
identificadas por aglutinacdo como pertencendo ao sorotipo 5 foram testadas por
multiplex PCR. Apenas 4 dessas cepas apresentaram o perfil de amplificacédo
esperado, ou seja, a presenca dos genes gtrV e wzx que definem os
subsorotipos 5a (Figura 10). Para o sorotipo Y, de um total de 13 cepas testadas,
11 foram compativeis com a sorotipagem por aglutinacdo e 2 cepas
apresentaram um resultado divergente (Figura 11). J& no sorotipo X, de um total
de 22 cepas testadas, apenas 2 apresentaram um perfil compativel com a

sorotipagem feita anteriormente (Figura 11).

Figura 10 - PCR multiplex para o subsorotipos 5a e 5b.
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Nota: Esse gel em especifico possui apenas 17 amostras representativas do
experimento. Na posicdo 1 e 2 estdo as cepas de referéncia para 5a e 5b,
respectivamente. Foram testadas 38 amostras no total, desse total, 18 amostras
obtiveram um perfil divergente ao esperado. Legenda: M: Marcador de peso molecular
(Sinapse Inc 100pb DNA ladder plus).



32

Figura 11 - PCR multiplex para os sorotipos Y e X.
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Nota: Esse gel em especifico possui apenas 13 amostras representativas do
experimento. Na posicéo 1 o controle para o Y e na posicdo 1 e na posicao 14 para o
X. Foram testadas 13 amostras no total para o Y e 22 para o X, desse total, 2 amostras
para o Y e 20 para o X, respectivamente, obtiveram um perfil divergente ao esperado.
Legenda: M: Marcador de peso molecular (Sinapse Inc 100pb DNA ladder plus).

A figura 12 resume os resultados obtidos nesta nova etapa do estudo. A
investigacdo de subsorotipos realizada em 73 cepas de Shigella flexneri
identificadas anteriormente por aglutinacdo com os sorotipos de 5, X e Y, revelou
gue desse total, apenas 23% dos perfis foram totalmente concordantes com o
PCR, ou seja, 77% das cepas testadas foram sorotipadas incorretamente pela
técnica de aglutinacdo em lamina. No total foram subsorotipadas 161 cepas, nas
quais apenas 78 cepas (48,5%) apresentaram perfis totalmente concordantes
com o PCR, resultando em uma porcentagem de 51,5% (83 cepas) sorotipadas
incorretamente pela técnica de aglutinacdo em lamina, demonstrando desse

modo a sua baixa especificidade.
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Figura 12 - Comparacdo entre os resultados obtidos no ensaio de aglutinagdo em
ldmina com o obtido pelo multiplex PCR com as amostras da rotina.
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m Resultados concordantes B Resultados discordantes

Para verificagcdo da especificidade dos produtos obtidos pela técnica de
Multiplex PCR, os amplicons de cada um dos genes foram sequenciados pelo
método de Sanger. Para a montagem de cada fita consenso e para a verificagdo
de qualidade dos eletroferogramas obtidos ap6s o sequenciamento de cada um
dos genes associados aos distintos subsorotipos de S. flexneri foi utilizado o
software Electropherogram Quality Analysis (PhPh) da EMBRAPA (Figura 13).
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Figura 13 - Andlise da qualidade dos eletroferogramas utilizando o software

Eletropherogram Quality Analysis.

Number of Reads: 16

!> 100 bases |> 200 bases |> 250 bases |> 300 bases ]> 350 bases |> 400 bases ’

]Read number |Tota1 of bases |# Bases with quality » 20 |# Bases with quahty =30 |% Vector |> 100 bases & quality > 20

B I—_

|2 Wz 1aF A1 NCMO 06 02 18.ab1 | 1013| 308 ( 30%)
|4 W 1aR 402 NCMO 06 02 18ab1 | 901 | 597 (66%) |
|2 Wz 16F BO1 NCMO 06 02 18.ab1 | 1157 375 (32%)

| Wz bR B2 NCMO 06 02 18.ab1 | 907 | 373 (41%)|
|4 Wzx 2aF CO1 NCMO 06 02 18.ab1 | 989 | 485 (49%)
|M Wz 2aR C02 NCMO 06 02 18.ab1 | 940 | 481 (51%)
| Wz 2bF D01 NCMO 06 02 18:abl | 1252| 405 (32%)

|M Wz 26R D02 NCMO 06 02 18:ab1| 931 | 495 (53%)|
|2 Wzx 3aF EO1 NCMO 06 02 18.ab1 | 909| 490 ( 54%)
|M Wz 3aR E02 NCMO 06 02 18.ab1 | 926 | 559 ( 60%)|
|2 Wz 3bF FO1 NCMO 06 02 18:abl | 931 | 537(53%)|
| Wz 3bR F02 NCMO 06 02 18.abl | 1214 ' ;

|M Wz 4aF GO1 NCMO 06 02 18.ab1 | 913| 411 (45%)|

| Wz daR G2 NCMO 06 02 18ab1 | 842 | 393 (47%)|
|2 Wz 4bF HO1 NCMO 06 02 18.ab1 | 900 45 (49%) |

| Wz 4bR H02 NCMO 06 02 18.bl|

443 (49%)

l—_

I—_

Nota: Essa captura de tela demonstra a qualidade das bases encontradas no
sequenciamento dos subsorotipos l1a, 1b, 2a, 2b, 3a, 3b, 4a e 4b para o gene wzx.

Todas as amostras geraram uma fita consenso.

Obtivemos resultados ndo satisfatorios com o0s genes gtrl e gtrX,

associados aos subsorotipos 1a, 1b, 2b, 3a, 5b e X, ndo sendo possivel a

formacéo da fita consenso devido a baixa qualidade das leituras obtidas. Devido

a problemas posteriores no funcionamento do sequenciador néo foi possivel

repetir essas amostras.

Para confirmacdo da qualidade das bases encontradas foi feita a

verificagdo de cada eletroferograma logrado, utilizando um software de dominio

publico, BioEdit 7.0.9, sendo obtido em todas as amostras uma boa qualidade

em seus picos, como no exemplo abaixo (Figura 14).
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Figura 14 - Eletroferograma representativo do gene wzx da cepade referéncia para
0 subsorotipo la.
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Nota: O perfil dos eletroferogramas contidos na imagem demonstra uma boa qualidade
da reacdo de sequenciamento. O mesmo padrdo foi obtido nas demais cepas de
referéncia cujos genes oac, gtrll, gtrlV e gtrV foram sequenciados.

Para a verificacdo do correto alinhamento das sequéncias obtidas no
sequenciamento realizado com as depositadas no GenBank ® foi realizado um
comparativo dos resultados obtidos com a sequéncia conhecida por intermédio
do programa ClustalW. Uma imagem representativa desta analise € mostrada na
Figura 15.
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Figura 15 — Alinhamento representativo do produto obtido no sequenciamento
do subsorotipo 1lacom asequéncia depositada no GenBank, por intermedio do

programa clustalWw.

Aligning. ..

Aligning. ..

CLUSTAL 2.1 Multiple Sequence Alignments

Sequence type explicitly set to DHA
Sequence format is Pearson
Sequence 1: Shigella
Sequence 2: Sequenciamento 657 bp
Start of Pairwise alignments

Sequences (1:2) Aligned. Score: 9B.5346
Guide tree file created: [clustalw.dnd]

There are 1 groups
Start of Multiple Alignment
Group 1: Sequences:

Alignment Score 4128

CLUSTAL-Alignment file created [clustalw.aln]

674 bp

2 Score:12427

clustalw.aln

Shigella
Sequenciamento

Shigella
Sequenciamento

Shigella
Sequenciamento

Shigella
Sequenciamento

CLUSTAL 2.1 multiple seguence alignment

TCATGAARGAAC CAAGGTAATTTCAACAAGTACATCTTTTTTGGTGCTATTTTCATGCTT

TCATOAAAGAACCAAGOTAATTTCAACAAGTACATCTTTTITTGETACTATTTTCATGLTT
B L e e e e e e

TGETGCTTTTTTATTAT TGATTTTCTCTGATGGAAT TATTAATTATCTAAAAATTTCTGO

TeOTGCTTTTTTATTATTGATTTTCTCTGATGGAAT TATTAATTATCTARAAATTTCTGO
B L e T e e e e ]

TATTGAACATAGTGATATACAACTAGCATT TAAACTGTTGGCTATTTGCATTCCATTATT
TaTTGAACATAGTGATATACAACTAGCATT TARACTGTTGGCTATTTGCATTCCATTATT

e T e e e e

TATTCTARATCAATTATEGTCAGCCATTCT TGAGGGEEATGAAARATTTGACATTGTAAA
TATTCTARATCAATTATEGTCAGCCATTCT TOAGLGGGEATGAAARATTTGACATTGTARA

EE e b T e e st

Nota: O alinhamento apresentado na imagem demonstra um bom score, representando
assim um anelamento correto, na regido de interesse, dos primers utilizados no projeto
para subsorotipagem de S. flexneri.
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5. DISCUSSAO

Este projeto teve por objetivo avaliar um ensaio de multiplex PCR para a
subsorotipagem molecular de cepas de Shigella flexneri. Foram testados genes
considerados sorotipo/subsorotipos especificos, e em funcdo destes genes
representarem diferentes alvos, o formato de reacao multiplex foi escolhido pela
conveniéncia em relacdo ao menor tempo de execugao e otimizacdo no uso de
insumos, uma vez que neste formato com apenas uma Unica rea¢ao todos os
alvos podem ser pesquisados ao mesmo tempo. Os alvos genéticos foram

pesquisados em reacdes individuais de PCR.

Inicialmente foram testados por esta metodologia genes associados aos
subsorotipos 1a, 1b, 2a, 2b, 3a, 3b, 4a e 4b com resultados satisfatérios para os
sorotipos 1, 2 e 3, para 0s quais obteve-se uma concordancia de cerca de 70%
entre as técnicas de PCR multiplex e aglutinacdo em lamina. No sorotipo 4 houve
uma discordancia de 79% entre as metodologias. Verificamos por meio do
multiplex PCR que o subsorotipo 2a é o mais prevalente de Shigella flexneri no
Estado de Séo Paulo, considerando a colecdo de amostras presentes no Instituto
Adolfo Lutz. Segundo LIU et al (2018) e FAN et al (2017), a prevaléncia deste
subsorotipo € um achado comum frequentemente relatado em outras regiées do
mundo. Ja no Brasil, estudos como o de BASTOS et al (2012) e PEIRANO,
SOUZA, RODRIGUES (2006) corroboram nosso achado uma vez que o
subsorotipo 2a foi 0 mais prevalente relatado tanto no estado do Para como no
Brasil.

Na segunda etapa do projeto foram realizadas reacfes para verificacao
da eficacia de amplificacéo de genes-alvo para os sorotipos/subsorotipos 5a, 5b,
X e Y. Observou-se que o perfil de amplificacdo desejado foi obtido para 5a, X e
Y, porém nao foi obtido para o subsorotipo 5b, do mesmo modo que foi
observado por SUN et al (2013). Existe a possibilidade de que estas cepas
previamente sorotipadas com a técnica de aglutinacdo em lamina e que nao
apresentaram amplificacao para alguns genes neste estudo, possam ter sofrido
uma perda de material genético devido ao longo periodo de estocagem, uma vez
gue foram mantidas em estoques a temperatura ambiente, ndo sendo esta forma

de manutencdo a recomendada para longos periodos de estocagem pela
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possibilidade de alteracdes genéticas irreversiveis como eliminagdes, insercoes,
e mutacdes em genes de modificacdo do antigeno O que possam acarretar em
sua inativacdo. Considerando a hipotese de falha na estocagem das cepas,
especialmente as cepas de referéncia, € necesséario que haja o emprego de
técnicas como o congelamento a -20°C/-70°C ou a liofilizacdo, de modo a
prevenir que alteracbes genéticas possam inviabilizar o uso do material para
futuras analises. Outra possibilidade mais remota é que tais cepas que nao
apresentaram os resultados esperados possam ser portadoras de polimorfismos
génicos nas regides de anelamento dos primers (VAN DER PLOEG, 2018).

Observamos que os subsorotipos/sorotipos avaliados apresentaram uma
concordancia de cerca de 23% entre as técnicas, entretanto ao analisarmos
individualmente cada sorotipo esse percentual de concordancia variou nessa
etapa entre 9 a 44%. O sorotipo que apresentou uma maior concordancia foi o
Y. Ja para o 5a e o0 X houve uma concordancia muito baixa entre os dois
métodos. O baixo percentual de concordancia encontrado nesses sorotipos
testados, alerta para o fato de que a aglutinagdo em lamina, embora seja o
método padrédo-ouro, ndo se mostra como a melhor opcao para caracterizacao
desses respectivos sorotipos de Shigella flexneri devido a sua baixa

especificidade.

Os produtos de PCR sequenciados provindos dos diversos subsorotipos
testados apresentaram, no geral, identidade acima de 97% quando comparados
a outras sequéncias de Shigella flexneri depositas no Genbank. Isto demonstra
que os primers utilizados neste estudo possuem uma especificidade satisfatéria.
Devido ao equipamento de sequenciamento do Instituto Adolfo Lutz ter entrado
em manutencao, ndo foi possivel retestar dois genes que ndo apresentaram um

bom resultado no sequenciamento, sendo estes gtrl e gtrX.

A técnica de PCR multiplex ainda ndo ¢é utlizada para
sorotipagem/subsorotipagem de Shigella flexneri no Brasil, embora no pais o
meétodo de multiplex PCR seja amplamente empregado para outros tipos de
caracterizacdo molecular de patégenos. Segundo estudos recentes (VAN DER
PLOEG, 2018), utilizando também o método de SUN et al. (2011), foi possivel
por meio de multiplex PCR subsorotipar cepas de Shigella flexneri, observando-

se resultados com uma alta especificidade e eficiéncia.
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6. CONCLUSAO

Em resumo, a técnica de aglutinacdo necessita de até 10 reacdes
separadas para identificar o sorotipo de um isolado. Requer a utilizacdo de
animais para obtencao dos soros, apresenta reacdes cruzadas frequentes entre
0S sorotipos e a técnica exige um profissional experiente para sua realizacdo e
interpretagéo dos resultados. Por outro lado, o método molecular multiplex PCR
possibilita uma rapida e Unica reacdo, além de apresentar uma maior
confiabilidade nos resultados pois demonstra uma maior especificidade para

caracterizacao antigénica de Shigella flexneri.

Por meio deste estudo foi possivel observar que o subsorotipo 2a € o mais
prevalente dentre as cepas de Shigella flexneri isoladas de infecces humanas
em diferentes periodos no Estado de S&do Paulo. Os resultados obtidos geraram
dados epidemiologicos importantes para compreensdao da epidemiologia da
Shigelose e para outras finalidades como, por exemplo, dar subsidio para o

desenvolvimento de uma possivel vacina.
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