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RESUMO

A shigelose constitui um importante problema de satide publica mundial, principalmente na
populagdo infantil de paises em desenvolvimento, devido a sua alta severidade clinica,
inexisténcia de vacina e elevada taxa de resisténcia antimicrobiana. Este estudo teve como
objetivo realizar a caracterizacdo molecular da viruléncia e da resisténcia antimicrobiana de
cepas de Shigella spp. isoladas de criancas com diarreia em Fortaleza, Ceard, Brasil. 63 cepas
de Shigella spp. foram isoladas de fezes de criancas com diarreia moderada a grave entre 2008
e 2009 em Fortaleza. Os dados socioecondmicos e as manifestagdes clinicas das criangas com
diarreia infantil foram coletados por meio de um questionario padronizado. A caracterizagao
microbiolégica convencional € o ensaio de imunoaglutinagdo foram utilizados para a
classificacdo dos sorogrupos (S. sonnei, S. flexneri, S. dysenteriae e S. boydii). O material
genético foi extraido e analisado em quatro reagdes de polimerase em cadeia multipla,
detectando 16 genes de viruléncia. Testes de suscetibilidade antimicrobiana foram realizados
pelo método de difusao em disco de Kirby-Bauer, utilizando um painel de 13 antimicrobianos.
Observou-se predominancia de S. flexneri e S. sonnei (43%, n =27 cada) na populagdo, seguidas
de S. dysenteriae (8%, n = 5) e S. boydii (6%, n = 4). Houve maior associagdo de S. flexneri
com criangas com renda mensal familiar abaixo de um salario minimo. S. flexneri foi também
associada a maior quantidade de genes de viruléncia. Os genes de viruléncia pic (proteina
associada a adesdo a mucosa intestinal), set (enterotoxina 1) e sepA (proteina envolvida na
invasdo celular) isoladamente foram associados a S. flexneri. A presenca do gene sepA foi
associada a intensa dor abdominal. O fenotipo de resisténcia a pelo menos um farmaco foi
observado em 96.8% dos isolados. A maior taxa de resisténcia foi para a combinagdo
sulfametoxazol/trimetoprima (82,5%), seguida de tetraciclina (79,4%), ampicilina (60,3%) e
cloranfenicol (47,6%). Observou-se associacdo estatistica entre S. flexneri e resisténcia a
ampicilina e ao cloranfenicol, e entre S. sonnei e resisténcia a azitromicina. A resisténcia a trés
ou mais farmacos antimicrobianos foi associada com S. flexneri. A presenca dos genes pic, set
e sepA foi associada a resisténcia a pelo menos trés antimicrobianos. Um maior numero de
genes de viruléncia foi associado a cepas com resisténcia a maior quantidade de
antimicrobianos. Em conclusdo, a shigelose na populagdo infantil de Fortaleza, Ceara,
apresenta-se com proporcdes predominantes e similares de S. sonnei e S. flexneri, sendo esta
ultima associada a intensa dor abdominal com o gene sep4, menor renda mensal familiar da
crianca, maior nimero de genes de viruléncia, presenca dos genes pic, set € sepA e resisténcia
a tré€s ou mais antimicrobianos. O estudo sugere uma provavel transicao socioecondmica da
populagdo e alerta para a resisténcia a antimicrobianos comumente usados na pratica clinica.
Ademais, a resisténcia a determinados antimicrobianos foi sorogrupo-especifica na shigelose e
associada a maior viruléncia do micro-organismo.

Palavras-chave: Shigelose. Diarreia. Viruléncia. Resisténcia.



ABSTRACT

Shigellosis is a major public health problem worldwide, mainly in children from developing
countries, due to high clinical severity, lack of vaccine and high rates of antimicrobial
resistance. The study aimed to perform molecular characterization of virulence and
antimicrobial resistance description of Shigella sp. strains isolated from children with diarrhea
in Fortaleza, Ceara, Brazil. 63 Shigella spp. strains were isolated from stool children samples
with moderate to severe diarrhea between 2008 and 2009 in Fortaleza. Socioeconomic and
clinical data was collected through a standardized questionnaire. Microbiological
characterization and immunoagglutination assay were performed for serogroups classification
(S. flexneri, S. sonnei, S. dysenteriae and S. boydii). Genetic material was extracted and
analyzed by four multiple polymerase chain reactions, detecting 16 virulence genes.
Antimicrobial susceptibility tests were performed using Kirby-Bauer disk diffusion method,
with a panel of 13 antimicrobials. A majority of S. flexneri (43%) and S. sonnei (43%) was
observed, followed by S. dysenteriae (8%) and S. boydii (6%). S. flexneri was associated with
family incomes below the minimum wage and with higher number of virulence genes detected.
The virulence genes pic (protein associated with adhesion to intestinal mucosa), set (enterotoxin
1) and sepA (protein involved with cell invasion) were separately associated with S. flexneri.
The presence of the sepA gene was associated with more intense abdominal pain. The resistant
phenotype to at least one drug was observed in 96.8% of the isolates. The higher resistance
rates were against sulfamethoxazol/trimethoprim combination (82.5%), followed by tetracyclin
(79.4%), ampicilin (60.3%) and chloramphenicol (47.6%). S. flexneri was associated with
resistance to ampicilin and to chloramphenicol, while S. sonnei was associated with resistance
to azitromicin. Resistance to three or more antimicrobial was associated with S. flexneri. The
presence of pic, set € sepA genes was associated with resistance to at least three antimicrobials.
Strains harboring higher number of virulence genes were associated with resistance to more
antimicrobials. In conclusion, shigellosis in children from Fortaleza has major and similar
proportions of S. sonnei and S. flexneri. In addition, the former is associated with increased
disease severity, lower socioeconomic level, higher number of virulence genes, the concomitant
presence of pic, set e sepA genes and resistance to three or more antimicrobials. This study
suggests a potential socioeconomic transition of the population and alerts for the resistance to
commonly prescribed antimicrobials. Moreover, resistance to some antimicrobials can be
Shigella serogroup-specific and is associated with higher bacterial virulence.

Key-words: Shigellosis, Diarrhea, Virulence. Resistance.
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1. INTRODUCAO

As doengas diarreicas representam um relevante problema de satde publica mundial,
sendo a segunda causa de morte em criangas abaixo de cinco anos de idade (ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2013). Apesar da significativa redu¢io das taxas de mortalidade nas
ultimas décadas, as altas taxas de morbidade ainda preocupam a sociedade, com uma estimativa
de 1.731 bilhdes de episdédios em 2010, principalmente em paises em desenvolvimento
(WALKER et al., 2013). Ademais, estudos nos ultimos anos tém mostrado consequéncias
negativas dos episodios diarreicos na infincia para os desenvolvimentos fisico e cognitivo
(LORNTZ et al., 2006; RICHARD et al., 2013).

Neste contexto, diversos agentes etiologicos estdo envolvidos e as bactérias do género
Shigella sao relatadas com grande destaque. Recentemente, dois grandes estudos
epidemiologicos multicéntricos reforgaram a importancia da shigelose em criangas de paises
em desenvolvimento, elencando o patdgeno como um dos mais prevalentes, além de mostrarem
associacao com disenteria (KOTLOFF et al., 2013; PLATTSMILL et al., 2015). Entretanto, o
combate a este patogeno permanece pouco efetivo. E imperativa a realizagdo de estudos em
diferentes populacdes para uma melhor compreensdo da viruléncia e da resisténcia
antimicrobiana da shigelose, contribuindo para o desenvolvimento de intervengdes preventivas
e terap€uticas que reflitam as condigdes genéticas e ambientais de cada local.

No Brasil, estudos sobre a epidemiologia molecular da shigelose que abordem fatores
de risco, distribuicdo das espécies, resisténcia antimicrobiana e associacdo entre fatores
genéticos da bactéria e as manifestacdes clinicas da doenca sdo escassos. Além disso, devido a
grande extensdo territorial do pais e heterogeneidade socioecondmica da populagdo, ha a
impossibilidade da generalizagdo de dados nacionais, tornando necessaria a realizagao de
estudos locais.

O presente estudo se apresenta como uma tentativa de elucidar tais lacunas. A
investigacao etiologica da diarreia moderada a grave em criangas de Fortaleza, Ceara, Brasil,
apontou a Shigella spp como o patdgeno mais prevalente (QUETZ et al., 2012). A partir da
analise dos isolados de Shigella spp desta populagdo, o presente estudo buscou caracterizar: os
determinantes socioeconOmicos e geograficos da shigelose; a distribuigdo das espécies; a
severidade da diarreia, a prevaléncia e a associagdo de genes de viruléncia com as manifestagdes
clinicas; a resisténcia antimicrobiana dos isolados; e a relagdo entre viruléncia e resisténcia em

Shigella.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Diarreias infecciosas

As diarreias infecciosas constituem um grande problema de satde publica mundial,
sendo especialmente relevante na populagdo infantil. Doencas diarreicas representam a segunda
maior causa de morte em criangas abaixo de cinco anos de idade (ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2013). O ultimo grande estudo epidemioldgico sobre diarreia infantil
no mundo mostrou que, em 2010, 1.731 bilhdes de episddios de diarreia ocorreram em criangas
abaixo de cinco anos de idade e, em 2011, cerca de 700 mil episodios diarreicos levaram a
morte, onde mais de 70% dessas mortes foram relatadas em criangas abaixo de dois anos de
idade (WALKER et al., 2013).

No final do século passado, os esforcos da Organizacdo Mundial de Satde (OMS) e dos
governos em implementar medidas para o controle das diarreias infecciosas em criangas, tais
como vacina para rotavirus, investimento em saneamento basico e terapia do soro para
reidratacao oral, possibilitaram consideravel queda das taxas de mortalidade, de 4,5 milhdes de
mortes/ano ao final dos anos 90 para 1,5 milhdo de mortes/ano em 2010 (BLACK et al., 2010).
Entretanto, o ainda elevado nimero de mortes por doencas diarreicas e, principalmente, a alta
morbidade deste fendmeno devem ainda servir de preocupacao para a sociedade (BARTELT et
al.,2013). Neste contexto, percebe-se uma maior gravidade do problema na Africa subsaariana
e Sudeste asiatico (LIU et al., 2012).

No Brasil, a melhoria das condi¢des socioeconOmicas € sanitarias nos ultimos anos
também levaram a uma redugdo em 46,3% das taxas de mortalidade por diarreia na populacao
infantil (ANDRADE et al., 2011; RASELLA et al., 2013). Os dados oficiais mais recentes do
Ministério da Saude (MS) mostram a ocorréncia de 2.490 6bitos no ano de 2005, sendo 8 dos
10 estados federativos com maior frequéncia pertencentes as regidoes Norte e Nordeste
(Pernambuco, Bahia, Maranhao, Ceara, Alagoas, Sergipe, Para e Amazonas). Da mesma forma,
75% dos casos fatais ocorreram nessas regides (BRASIL, 2005).

A diarreia ¢ uma sindrome intestinal determinada pelo aumento de volume, quantidade
de agua ou frequéncia das evacuagdes. As diarreias infecciosas sdo caracterizadas pela ruptura
da barreira intestinal a partir da acdo de patdgenos, e sdo comumente acompanhadas de nausea,
vomito e dores abdominais. A transmissdo ocorre usualmente por agua ou alimentos

contaminados, de pessoa a pessoa ou resultado de higiene e saneamento basico precarios.
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(PETRI et al., 2008). Diversos organismos patogénicos podem estar associados, sejam
bactérias, virus ou protozoarios (LANATA et al., 2013).

Recentemente, dois grandes estudos epidemioldgicos multicéntricos, financiados pela
Fundagdao Bill and Melinda Gates, investigaram o impacto mundial da diarreia infantil
(SCHAREF et al., 2014). O estudo intitulado Estudo Multicéntrico Entérico Global (The Global
Enterics MultiCenter Study - GEMS), ¢ a maior analise ja realizada para o estudo da diarreia
infantil moderada a grave no mundo, englobando mais de 22 mil criangas com até cinco anos
de vida de sete paises da Africa e Asia (Mali, Gambia, Kénia, Mogambique, Bangladesh, India
e Paquistao) em um desenho de caso-controle. Este estudo elencou quatro patoégenos como os
mais importantes causadores de diarreia moderada a grave: Rotavirus, Cryptosporidium,
Shigella spp. e Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) (KOTLOFF et al., 2013).

O outro estudo, denominado Interacdes da Desnutricdo ¢ Infecgdes Entéricas:
Consequéncias para a Saude e Desenvolvimento Infantil (The Interactions of Malnutrition &
Enteric Infections: Consequences for Child Health and Development — MAL-ED), acompanhou
criancas desde o nascimento até os dois anos de vida em oito paises (Bangladesh, Brasil, india,
Nepal, Paquistio, Peru, Africa do Sul e Tanzania) para investigagdo da diarreia da comunidade,
que nao necessita de um atendimento médico de emergéncia. Este coorte listou os patdgenos
Rotavirus, Norovirus, Campylobacter spp, astrovirus, Shigella spp e Cryptosporidium, como
os principais causadores da diarreia da comunidade (PLATTSMILLS et al., 2015).

Um fator de risco importante para a ocorréncia de diarreias infecciosas ¢ a desnutri¢ao.
O comprometimento da resposta imune inata pode levar a uma maior suscetibilidade ao
estabelecimento de infecgdes entéricas que, por sua vez, desencadeiam um estado de ma-
absorc¢ao de nutrientes, além de dano tecidual e inflamagao intestinal. Neste contexto, ocorre o
que autores referem como o ciclo vicioso infec¢des entéricas-desnutricdo. Este ciclo, na
presenca ou auséncia de diarreia, tem sido associado a diversas consequéncias negativas ao
desenvolvimento humano, como retardo no crescimento e prejuizo cognitivo da crianca
(GUERRANT et al., 2013).

Diversos estudos tém associado eventos diarreicos a prejuizos no desenvolvimento
fisico-infantil (KEUSCH et al., 2013; KOSEK et al., 2013; RICHARD et al., 2013). Richard e
colaboradores mostraram, por meio da analise conjunta de dados de sete diferentes coortes de
Bangladesh, Brazil, Guiné-Bissau e Peru, que a ocorréncia de diarreia foi consistentemente
associada a reducgdo de peso nas criangas a curto prazo e a reducao na altura das criangas a longo

prazo. O desenvolvimento cognitivo prejudicado ja foi também demonstrado estar associado a
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eventos diarreicos na infancia precoce por varios estudos (FISHER et al., 2012; LORNTZ et
al., 2006; PATRICK et al., 2005; NIEHAUS et al., 2002).

Estudos recentes sugerem também que criangas com crescimento prejudicado e
repetidas infecgdes entéricas sdo mais propicias a desenvolver obesidade e morbidades
cardiovasculares (DEBOER et al., 2013; GUERRANT et al, 2013). Dessa forma, a ruptura na
barreira intestinal parece estar envolvida a modificacao da microbiota, com inflamacgao cronica
sistémica, parece estar envolvida (ORIA et al., 2016).

O impacto econdmico das doengas diarreicas para a sociedade também nao deve ser
negligenciado. Além de gerarem uma elevada demanda sobre os servigos ambulatoriais e,
secundariamente, sobrecarregarem a rede hospitalar (VASCONCELOS et al., 2008), a diarreia
infantil leva, a longo prazo e por meio de alteragdes no desenvolvimento fisico e cognitivo, ao

prejuizo da capacidade produtiva humana (ADAIR et al., 2013).

2.2 Shigella spp.

A primeira descricdo sobre Shigella aconteceu no ano de 1898 pelo médico japonés
Kyoshi Shiga, ap6s a investigagao de um grande surto de disenteria no Japao. A epidemia de
1897 afetou mais de 90 mil individuos, com uma taxa de mortalidade acima de 20%. Shiga
havia sido inspirado pelo renomado doutor Shibasaburo Kitasato, que estudou com Robert
Koch, e ingressou no Instituto de Doengas Infecciosas de Toéquio para estudar doengas
infecciosas sob os postulados de Koch. Apos o isolamento do micro-organismo das fezes e a
demonstragdo de que esta bactéria causava diarreia em cachorros saudaveis, Shiga demonstrou
a capacidade de esse micro-organismo aglutinar com o soro de pacientes convalescentes,
gerando a publicagdo de seus achados. Inicialmente, o micro-organismo foi denominado
Bacillus dysenterie. Shiga descreveu também a produgdo de fatores toxicos, dentre eles a
atualmente conhecida toxina de Shiga. Apos a identificagdo de Shigella dysenteriae, outros
pesquisadores identificaram organismos semelhantes, como Flexner em 1900 e Sonne em 1915.
O género Shigella foi assim denominado somente em 1930 (TROFA et al., 1999).

O género Shigella compreende um grupo de bactérias Gram-negativas pertencentes a
tribo Escherichieae da familia Enterobacteriaceae. Sao descritas como pequenos bacilos Gram-
negativo, imdveis, sem capsula, nao-fermentadores de lactose e anaerdbios facultativos

(NIYOGI, 2005).
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As diferentes espécies de Shigella, também denominadas sorogrupos, sao classificadas
em: S. dysenteriae (sorogrupo A, constituido por 15 sorotipos); S. flexneri (sorogrupo B,
composto por 6 subtipos); S. boydii (sorogrupo C, formado por 29 sorotipos); € S. sonnei
(sorogrupo D, consistindo em uma variante). Esta classificagdo ¢ baseada na composi¢ao do
antigeno O do lipopolissacarideo da membrana externa da parede celular. Sorogrupos A, B e C
sao mais semelhantes entre si bioquimicamente, enquanto a S. sonnei pode ser diferenciada
pelas reagdes positivas de beta-D-galactosidase e ornitina-descarboxilase (LIMA et al., 2015).

Outras caracteristicas bioquimicas gerais das bactérias deste género sdo: incapacidade
de utilizar acido citrico como a tUnica fonte de carboidratos, serem oxidase-negativas, nao
produzir acido sulfidrico, nao produzir gas a partir de glicose, serem inibidas por cianeto de
potassio e nao sintetizarem lisina descarboxilase, a qual esta relacionada a produgdo de

cadaverina, que inibe fatores de viruléncia de Shigella (MAURELLI, 2013).

2.3 Epidemiologia da shigelose

A incidéncia anual de diarreia devido a Shigella spp. no mundo ¢ estimada em 165
milhdes de casos, sendo mais de 100 milhdes em paises em desenvolvimento. Além disso, cerca
de 1,1 milhao de mortes anuais ocorrem devido a shigelose (KOTLOFF et al., 1999). Estima-
se ainda que 5 a 15% dos episodios de diarreia e 30 a 50% dos episodios de disenteria no mundo
podem ser atribuidos a infec¢ao por Shigella (NYOGTI et al., 2005). Em estudo multicéntrico
realizado em seis paises asiaticos, a taxa de incidéncia de shigelose foi de 13% (SEIDLEN et
al., 2006). Apesar da taxa de mortalidade por shigelose em paises em desenvolvimento ter
significativamente decrescido na ultima década, ndo houve grande alteracao na taxa de
morbidade (BARDHAN et al., 2010).

Nos Estados Unidos da América (EUA), aproximadamente 15 mil casos de shigelose
confirmados em laboratorio sdo reportados anualmente ao Centro de Controle e Prevengao de
Doengas (Centers for Disease Control and Prevention — CDC) (SCALAN et al., 2011).
Entretanto, considerando as subnotificacdes, estima-se que este numero pode estar dez vezes
menor do que o valor real (JOH et al., 2013). A ndo realizagdo de técnicas moleculares para o
diagnostico laboratorial contribui para a subnotificagao (SEIDLEIN et al., 2006).

Embora os casos mais graves estejam relacionados a epidemias de S. dysenteriae, a
maior prevaléncia se deve a shigelose endémica, manifestada principalmente em criancas

oriundas de paises em desenvolvimento. A associacdo entre Shigella e diarreia varia com a
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localidade e a idade das criancas, como demonstrado em um estudo multicéntrico, onde
observou-se uma maior associagdo entre a quantidade de Shigella spp nas fezes e diarreia com
o aumento da idade (LINDSAY et al., 2015). Em geral, a incidéncia maior ocorre em criangas
de um a quatro anos de idade. Além disso, durante epidemias de S. dysenteriae sorotipo 1, todas
as faixas etarias sdo afetadas. Em criangas desnutridas, Shigella causa o ciclo vicioso de
desnutri¢do, infec¢ao recorrente e consequente crescimento retardado (NYOGI et al., 2005).

Dois recentes estudos epidemioldgicos multicéntricos reforcaram a importancia da
Shigella spp. em criangas de paises em desenvolvimento como causadora de diarreia, elencando
0 patdégeno como um dos mais prevalentes, além de mostrar associagdo com disenteria
(KOTLOFF et al., 2013; PLATTSMILLS et al., 2015).

Outros estudos também tém demonstrado a importancia da Shigella spp. como causa de
diarreia em paises em desenvolvimento (BONKOUNGOU et al., 2013; RATHAUR et al.,
2014; SAMBE-BA et al., 2013). Em um estudo realizado em Bangladesh que investigou
especificamente a etiologia da disenteria em mais de duas mil criangas abaixo de cinco anos de
idade, Shigella spp foi o principal agente causador, com 32% dos casos (FERDOU et al., 2014).
Em paises desenvolvidos, diversos surtos diarreicos t€ém suas causas reportadas como espécies
de Shigella spp (GUZMAN et al., 2013; KOZAK et al., 2013).

Shigelose também ¢ relatada em casos de “diarreia do viajante”, geralmente ocorrendo
em individuos de paises desenvolvidos que adquirem a infec¢cao em viagens a paises endémicos.
Em casos de diarreia adquirida em viagens de individuos de Quebec, Canada, a regides da
América Central, Caribe e México, observou-se um grande prevaléncia de Shigella spp
(TREPANIER et al., 2014). Outro estudo realizado com pacientes adultos com diarreia devido
a Shigella spp. na Espanha identificou uma grande propor¢ao de pacientes que havia regressado
de viagens internacionais recentes (TORO et al., 2015).

A S. flexneri ¢ classicamente mais relacionada a infecgdes de paises em
desenvolvimento, enquanto a S. sonnei ¢ mais encontrada em paises desenvolvidos, embora
estudos epidemioldgicos recentes apontem uma tendéncia para um aumento da prevaléncia
global de S. sonnei (ANDERSON et al., 2016). Essa diferenca pode ser caracterizada pela razao
S. sonneilS. flexneri global apresentada na FIGURA 1, onde os paises mais ricos possuem razao

acima de 2.01 (THOMPSON et al., 2015).
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FIGURA 1: Distribuicio dos sorogrupos Shigella sonnei e Shigella flexneri no mundo:

razao de prevaléncia S. sonneil/S. flexneri.
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Fonte: THOMPSON et al., 2015

No Brasil, devido a larga extensao territorial e contrastes socioecondmicos evidentes,
ha uma grande variagao na distribuicdo dos sorogrupos. Enquanto em Minas Gerais € em Sao
Paulo, hé alta prevaléncia de S. sonnei (PENNATI et al., 2007; SOUSA et al., 2013), no
Amazonas, Piaui e Rondonia, ha predominio de S. flexneri (DA CRUZ et al., 2014; NUNES et
al., 2012; SILVA et al., 2008).

Em recente revisao, Thompson e colaboradores (2015) revisaram as duas hipoteses
acerca das diferencas de distribuicao entre S. sonnei e S. flexneri. Primeiramente, a alta
prevaléncia de Plesiomonas shigelloides (um bacilo Gram-negativo) em areas com elevada
contaminagdo ambiental promove aos individuos, apds frequente exposi¢do a este micro-
organismo, o desenvolvimento de resposta imune protetora contra S. sonnei, devido a P.
shigelloides compartilhar similaridades estruturais na cadeia O do lipopolissacarideo,
importante antigeno de superficie para a producao de resposta imune adaptativa. Dessa forma,
em areas com contamina¢do ambiental, a protecao contra S. sonnei favorece a diminui¢ao do
numero de infec¢des por este sorogrupo. Outra hipotese se refere a capacidade fagocitica da
ameba Acanthomoeba castellanii, frequente em ambientes aquaticos, frente a bactérias do
género Shigella, contribuindo para a protecao da bactéria contra tratamentos quimicos da agua.

Contudo, a capacidade inibitoria de S. flexneri impede a A. castellanii de atuar como



23

reservatorio para este sorogrupo, levando o protozoario a morte celular por apoptose. Assim,
este protozodrio serve como reservatorio de S. sonnei (THOMPSON et al., 2015).

As espécies menos prevalentes da grande maioria dos paises, Shigella boydii e Shigella
dysenteriae, sdo encontradas em frequéncias similares de 6 % dos casos (LIMA et al., 2015).
Contudo, a distribuicao de S. boydii concentra-se em maior parte em Bangladesh e Sudeste
Asiatico, enquanto S. dysenteriae € mais encontrada em casos de surtos graves, sendo o sorotipo
1 a causa da forma mais grave da doenca e alvo de grande preocupagao mundial (ANDERSON
etal., 2016; ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2005). Este ultimo sorogrupo, embora
muito prevalente no século 19 e comeco de século 20, tornou-se raro por razdes nao conhecidas
(ANDERSON et al., 2016).

O processo de transmissao ocorre geralmente por dgua e alimento contaminados, além
de contato direto pessoa-pessoa, embora outras vias de transmissao nao sejam descartadas na
shigelose (NYOGTI et al., 2005). A transmissdo sexual tem sido cada vez mais reportada
(SIMMS et al., 2015), sendo sugerido o diagnostico de infeccdo por HIV (Human
Immunodeficiency Virus) em homens adultos com shigelose (TORO et al., 2015).

Diversos sao os esfor¢os para a caracterizacao de fatores de risco associados a shigelose
em diferentes regides do mundo. Em estudo que investigou a localizagdo geografica e os fatores
de risco para diferentes sorogrupos de Shigella spp. em Matlab, Bangladesh, S. flexneri foi
associada a casos endémicos, enquanto S. dysenteriae foi associada a casos epidémicos. Os
autores concluiram que a infecgdo por S. flexneri ¢ mais associada a contaminagdo ambiental,
enquanto a infec¢ao por S. dysenteriae ¢ mais associada a higiene precaria (EMCH et al., 2008).

Em outro estudo que investigou a distribuicdo espacial da shigelose, localidades
proximas a hospitais, rios € com maior propor¢do de rituais religiosos (onde existe maior
probabilidade de transmissdo e contaminacao inter-pessoas) foram associadas a maior risco de
shigelose em Trang, Vietna, indicando também que S. flexneri e S. sonnei possuiam distribuicao
espacial similar, apesar de o modo de transmissao nao parecer o mesmo (KIM et al., 2008). Em
estudo realizado na provincia de Jiangsu, analises de padrao espacial e temporal permitiram a
identificacao de fatores de transmissao de Shigella spp. na regido, como a presenga de rodovias,
ferrovias, rios e lagos (TANG et al., 2014). Farag e colaboradores descreveram que o aumento
da densidade populacional de moscas foi seguido por picos de infeccao por Shigella spp em

Mirzapur, Bangladesh, sugerindo um potencial modo de transmissao (FARAG et al., 2013).
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2.4 Patogénese e fatores de viruléncia de Shigella

O género Shigella ¢ bastante virulento, necessitando de pouco menos de 100 micro-
organismos para causar a doenca (MAURICELLI et al., 2013). Diversos estudos in vivo ¢ in
vitro investigaram os mecanismos moleculares envolvidos na patogénese deste grupo de
bactérias (JENNINSON et al., 2003). Neste contexto, o sorogrupo S. flexneri (mais
especificamente os sorotipos 2a e 5a) ¢ predominantemente utilizado como modelo para o
conhecimento da patogénese deste género. Recentemente, Anderson e colaboradores reportam
a auséncia de conhecimentos mais amplos sobre as outras espécies de Shigella, como possiveis
relagdes entre diferentes eventos de transmissao e os sorogrupos (ANDERSON et al., 2016).

A capacidade da bactéria de resistir a acidez do estbmago humano e ultrapassar as
barreiras fisicas do trato gastrointestinal ¢ essencial para o estabelecimento da infec¢ao. Ao
alcancar o cdlon, o bacilo invade a mucosa epitelial e inicia ciclos de replicacdo, que resultam
em intensa resposta inflamatoria. Este processo gera as manifestacdes clinicas da doenca
(JENNISON et al., 2003). A base molecular da ndo ocorréncia de invasao ao intestino delgado
ainda nao foi desvendada (ANDERSON et al., 2016).

Outro aspecto que deve ser considerado ¢ a temperatura. O mecanismo de regulacao
génica ¢ intimamente influenciado pelas variagdes de temperatura, por meio de sequéncias de
RNA mensageiro de proteinas de choque térmico. Em Shigella, a absorcao de ferro, regulada
pela proteina ShuA e fundamental para a replicagdo intracelular da bactéria, parece estar
regulada por este mecanismo (LIMA et al., 2015).

A influéncia da microbiota na protecdo contra a infec¢ao por Shigella spp. ainda ¢
incipiente, porém bastante promissora (ANDERSON et al., 2016). Neste contexto, estudos
clinicos tém corroborado com avaliagdes in vivo de que o género Lactobacillus, componente da
microbiota intestinal, ¢ protetor contra infec¢des por Shigella spp. (LINDSAY et al., 2015).

A camada de muco do intestino também interfere no sucesso da colonizagao de Shigella
spp.. E sugerido que a bactéria reorganize as moléculas de mucina, promovendo acimulo na
superficie de células infectadas, assim facilitando o acesso ao epitélio. S. flexneri altera a
transcricdo génica de varias mucinas em um processo dependente da proteina MxiD,
componente do sistema de secrecao da bactéria (ANDERSON et al., 2016).

O processo de adesdao em Shigella ainda ¢ pouco investigado, apesar de ser uma etapa
essencial para o desenvolvimento da patogénese de patdgenos intracelulares. Outras proteinas

devem ser correlacionadas com fungdo de adesao em estudos futuros (LIMA et al., 2015).
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A invasdo e colonizacdo do epitélio intestinal sdo fatores determinantes para a
patogénese da shigelose e, para isso, sao necessarias acdes de multiplos genes. A FIGURA 2

mostra a invasao de Shigella em fibroblastos de camundongos (MAURICELLI et al., 2013).

FIGURA 2: Fotografia de modelo celular de infeccio por Shigella: linhagem de

fibroblastos L2 de camundongos infectados por S. flexneri.

Fonte: MAURELLI et. al., 2013

O processo de patogénese pode ser dividido em quatro estagios: (1) invasao celular; (2)
multiplicacdo intracelular; (3) propagacao inter e intracelular; e (4) morte da célula hospedeira
(FIGURA 3) (MAURICELLI et al., 2013; NYOGI et al., 2005). A bactéria invade o epitélio
intestinal, usando como “rota” as células M (células epiteliais membranosas que transportam
antigenos do lumen pela barreira intestinal para a¢ao de linfocitos e macrofagos). Em seguida,
alcancam a lamina propria, infectando macrofagos e reinvadindo o epitélio pela membrana
basolateral. Os macrofagos sdao induzidos a apoptose, liberando grandes quantidades de IL-1,
importante mediador inflamatorio responsavel pelo recrutamento de células polimorfonucleares
para o sitio de infec¢ao. Neste contexto, Shigella interage com as células da lamina propria em
diferentes formas (SALGADO-PABON et al., 2014).

O influxo de Shigella pela camada epitelial danifica a integridade do epitélio, permitindo
a entrada de bactérias do limen por meio de mecanismos independentes das células M

(JENNISON et al., 2003).
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FIGURA 3: Esquema do processo de patobiologia (invasido, propagacio e inflamacao

gerada) pela infec¢cao por Shigella.
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Fonte: Dissertacdo de mestrado de Mariana Duarte Bona, Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncias
Médicas, Universidade Federal do Ceard. A Figura 3 esquematiza os eventos da patobiologia em
shigelose. A bactéria invade o epitélio intestinal através das células M, por meio de um processo de
endocitose. Os macrofagos da ldmina propria a reconhecem e sdo induzidos a morte por piroptose. Dessa
forma, a bactéria fica livre para reinvadir o epitélio pela via basolateral, sendo capaz de se multiplicar e
se locomover entre diferentes células do epitélio. De forma concomitante, diversos mediadores
inflamatorios, como IL-8, IL-18 IL-18, sdo liberados € medeiam o recrutamento de leucdcitos
polimorfonucleares (PMN), além de induzir a ativagdo de células NK e IFN-y. A lesdo da barreira
epitelial intestinal permite ainda que outras bactérias do limen invadam a ldmina propria por vias

independentes da célula M.

Estudos de invasdo celular de Shigella spp apontam que este processo ¢ mediado pelo
plasmidio de viruléncia. Nele, o locus ipa seria responsavel pela produg¢ao dos antigenos
plasmidiais de invasdo (IpaA, B, C e D), além de outros fatores importantes para a invasao,
como a proteina SepA. Yang e colaboradores descreveram recentemente o papel do IpaB no

processo de escape das células imune (YANG et al., 2015).
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O locus mxi-spa ¢ responsavel pela produgao dos componentes do sistema de secrecao
do tipo III, que tem a fun¢do de liberar diversas proteinas efetoras do citoplasma bacteriano
para a célula hospedeira. Recentemente, o gene virK foi relatado como um dos reguladores
deste processo de liberagao (SIDKI et al., 2014). Tais efetores t€ém a fun¢do de invasao celular,
sobrevivéncia intracelular e evasdo de resposta imune, a partir de atuacdo em diferentes
processos celulares (ASHIDA et al., 2015). Neste contexto, um emergente alvo das fungdes
efetoras em Shigella ¢ o sistema de ubiquitina do hospedeiro, envolvido em variados processos
celulares (TANNER et al., 2015). Estudo mais recente buscou caracterizar a maquina do
sistema de secre¢ao tipo III de Shigella a partir de tomografia eletronica (HU et al., 2015).

A familia de proteinas IpaH compreende um grupo de efetores caracterizado por
atuarem na sobrevivéncia bacteriana, ativando morte celular de macréfagos e inibindo NFkB
(ASHIDA et al., 2016). Ap6s a entrada, a Shigella é capaz de se mover dentro do citoplasma e
entrar em células epiteliais adjacentes. Para esta propagacao intra e intercelular, a proteina IcsA
¢ crucial, interagindo com fatores do hospedeiro e usando a polimerizagao de actina para a
motilidade. Mais recentemente, IcsA tem sido implicada no processo de adesdo, propiciando
o contato com a célula do hospedeiro, sendo dependente da ativagao do SST3 por sais biliares
(ZUMSTEG et al.,, 2014). Neste processo, a proteina IcsB ¢ importante para evitar
reconhecimento autofagico do hospedeiro (SCHROEDER et al., 2008).

Outro gene relacionado a invasdo bacteriana e sobrevivéncia intracelular € o ial, que por
sua vez ¢ regulado pelo gene virB. A regulagdo da expressao do virB acontece pela expressao
do gene virF. Varios outros genes produtores de fatores de viruléncia estdo envolvidos na
patogénese da shigelose, como pic e sigA4, localizados no cromossomo e responsaveis pela
expressao das proteases Pic e SigA, respectivamente, as quais agem pela atividade de mucinase
e hemaglutinacdo (JENNINSON et al., 2003; SCHROEDER et al., 2008; FAHERTY et al.,
2012). Zhang e colaboradores demonstraram que a delecdo do gene pic em cepa de S. flexneri
isolada na China diminuiu a viruléncia a partir de analises in vitro de invasao celular e in vivo
de dano tecidual em camundongos (ZHANG et al., 2013).

O severo dano tecidual causado por Shigella resulta em absorc¢ao deficiente de agua,
nutrientes e solutos, que pode causar diarreia, bem como a presenca de sangue e muco nas fezes.
Neste contexto, algumas toxinas sao descritas como atuantes no processo. A enterotoxina 1 de
Shigella, ou ShETI, (codificada pelo gene set) e a enterotoxina 2 de Shigella, ou ShET2
(codificada pelo gene sen), induzem secrecao de fluidos para o intestino, contribuindo para a

diarreia aquosa (FARFAN et al., 2011). ShET1 e ShET2 sao reconhecidamente importantes
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fatores de viruléncia em Shigella, sendo avaliadas como potenciais alvos para vacinas
(KOTLOFF et al., 2004). Além delas, a toxina Shiga (codificado pelo gene stx), presente na
Shigella dysenteriae tipo 1, & citotoxica para variados tipos celulares e responsavel pelo
desenvolvimento de lesdes vasculares no colon, rim e sistema nervoso central (NYOGTI et al.,
2005; SCHROEDER et al., 2008).

Apesar dos avancos no entendimento da patogénese da shigelose até os dias de hoje,
Anderson e colaborares apontam para a necessidade de uma maior realizagdo de pesquisa basica

para o avango na compreensao da colonizagdo por Shigella (ANDERSON et al., 2016).

2.5 Manifestacoes clinicas da shigelose

A clinica da shigelose pode ser caracterizada por manifestagdes intestinais e extra-
intestinais. O periodo de incubacgdo ¢ de 1 a 7 dias, mas os sintomas geralmente ocorrem dentro
de 3 dias. Apesar da severidade, a infeccao ¢ auto-limitada e, se ndo tratada, tem geralmente
duragdo de uma a duas semanas, embora possa durar at¢ um més (MAURICELLI et al., 2013).

O espectro pode variar de uma diarreia leve aquosa até disenteria grave. O estagio de
disenteria pode ou nao ser precedido da diarreia aquosa, que ¢ provavelmente associada a
passagem da bactéria pelo intestino delgado e indugdo de secrecao intestinal (MAURICELLI
et al., 2013). Outros sintomas nao especificos podem acompanhar a infec¢ao, como febre e
dores abdominais. Cerca de um terg¢o dos pacientes apresentam febre (DUPONT et al., 2005).

S. dysenteriae sorotipo 1 causa a forma mais grave da doenga, enquanto S. sonnei ¢
caracterizada pela forma mais leve. S. flexneri e S. boydii possuem espectros mais variados da
doenca (MAURICELLI et al., 2013).

Shigella spp € a principal causa de disenteria no mundo, porém outras espécies também
podem causar disenteria (FERDOU et al., 2014). Em um estudo de caso-controle com criancas
de comunidades do Paquistao, buscou-se comparar a diarreia causada por Shigella spp. com
espécies de Campylobacter spp., outra bactéria reconhecida pela associacao com disenteria. A
shigelose apresentou individuos mais frequentemente acometidos com dores abdominais e
disenteria (SOOFI et al., 2011).

A presenca de Shigella spp. ja foi relatada em individuos assintomaticos, com maior
prevaléncia em adultos, porém também em criangas de comunidade na india. E sugerido que
portadores assintomaticos sejam determinantes no ciclo de transmissdao da doenga (GHOSH et

al., 2014). Em estudo de coorte que buscou investigar a associagao de retardo no crescimento
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infantil com importantes patogenos bacterianos, como Shigella spp., Escherichia coli
enterotoxigénica e Campylobacter spp., Shigella spp. foi o Unico associado com redugao de
crescimento linear (LEE et al., 2014).

As manifestagdes extra-intestinais da shigelose foram demonstradas em estudo
realizado em Bangladesh, identificando rea¢dao leucemoide, sindrome hemolitica urémica,
hiponatremia grave e distirbios neurologicos. Neste estudo, S. dysenterie tipo 1 foi o sorotipo
mais prevalente associado a essas manifestagoes. (KHAN et al., 2013).

Estados de imunossupressao, como infec¢ao pelo virus do HIV e desnutri¢ao, podem
estar associados, em casos mais atipicos, a uma infeccao sistémica de Shigella (“Shigellemia”).
Em estudo realizado na Africa do Sul, 429 casos de shigelose sistémica foram detectados entre
os anos de 2003 e 2009, sendo S. flexneri 2a o sorotipo mais prevalente (30%). A presenca da

infeccao por HIV foi associada a maior taxa de mortalidade (KEDDY et al., 2012).

2.6 Diagnéstico laboratorial de shigelose

O diagnostico laboratorial da shigelose pode ser realizado por técnicas que envolvam
identificacao bioquimica, soroldgica ou molecular. Atualmente, os métodos microbiologicos
convencionais, com o isolamento do microrganismo, ainda sdo os mais utilizados na rotina.
Utiliza-se meios de cultura seletivos, como Agar Salmonela-Shigella (em que as espécies
exibem inibicio do crescimento variavel e coldnias incolores sem enegrecimento), Agar
Hektoen (onde formam coldnias verde-escuras), Agar MacConkey (onde formam coldnias
incolores), Agar EMB (onde formam coldnias transparentes) ¢ Agar XLD (onde formam
colonias transparentes) (KONEMAN et al., 2008). A confirmag¢ao da identificagdao ¢ obtida a
partir de testes bioquimicos e soroldgicos, compreendendo um processo que pode levar de 3 a
5 dias para a obtengdo do resultado (LI et al., 2009). As provas bioquimicas referem-se as
caracteristicas como citocromo-oxidase negativas, fermentadoras de glicose com produgao de
acido, geralmente sem gés, ndo fermentam lactose, nao hidrolisam ureia, ndo produzem gas
sulfidrico, ndo descarboxilam a lisina e, além disso, ndo utilizam citrato nem acetato de sodio
como fonte de carbono.

Diante desta realidade, muitos estudos tém sugerido novas metodologias, com
principios moleculares, para a detec¢do de Shigella (MOKHTARI et al., 2012). E bem
documentado que as espécies de Shigella sao organismos frageis que podem nao ser

identificados por metodologias microbiologicas de rotina. Um estudo multicéntrico realizado
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na Asia apontou que a incidéncia da shigelose deve exceder as estimativas prévias, ja que o
DNA de Shigella pdde ser detectado em até um ter¢o das amostras com cultura negativa
(SEIDLEN et al., 2006).

As técnicas moleculares de deteccdo de genes para diagndstico utilizam em geral o gene
ipaH como alvo. IpaH ¢ uma proteina que compde o complexo de invasdo celular, sendo
presente em multiplas copias (4 a 10) distribuidas no plasmideo e no cromossomo (LI et al.,
2009; MOKHTARI et al., 2012; OJHA et al., 2013; RANJBAR et al., 2014; THIEM et al.,
2001; ZHAO et al., 2013).

As principais vantagens dos métodos moleculares para diagnéstico de Shigella sdo a
rapidez dos resultados e os melhores valores de sensibilidade e especificidade, como
demonstrados por alguns estudos que compararam a Reagdo de Polimerase em Cadeia (PCR)
em relagdo a cultura microbioldgica convencional (LINDSAY et al., 2015; MOKHTARI et al.,
2012; THIEM et al., 2001). Outras metodologias baseadas em quimioluminescéncia
(LUMINEX), sondas acopladas a reacdes de PCR (Tagman) e espectrometria de massa
(MALDI-TOF) também tém sido desenvolvidas (KHOT et al., 2013; LIU et al., 2013; LIU et
al., 2014).

Um grande desafio para o diagnostico de Shigella ¢ a diferenciacdo das cepas de
Escherichia coli enteroinvasiva. Técnicas de sorotipagem sao frequentemente utilizadas, porém
ndo tém eficiéncia completa (LIMA et al., 2015). Ambas as espécies possuem 80-90% de
similaridade quanto ao genoma (ambas possuem o gene ipaH) e estudos sugerem que estas
bactérias surgiram de um mesmo ancestral e que poderiam estar agrupadas como um subgrupo
dentro do género Escherichia (LAN et al., 2004). Entretanto, por razdes historicas e médicas,
estes dois grupos de patégenos mantiveram-se como diferentes (STROCKBINE et al., 2005).

O uso dos testes bioquimicos permite a diferenciagcdo de Shigella e E. coli, pois cepas
de E. coli sao geralmente moveis, positivas para descarboxilase, fermentam glicose com
formacdo de gas e sdo indol-negativo, enquanto cepas de Shigella spp. se comportam de modo
contrario (BELD et al., 2002). Em relacdo a diferencia¢do da E. coli enteroinvasiva, nao ha
consenso estabelecido (LIMA et al., 2015).

As técnicas moleculares podem também ajudar no manejo da doenga, apontando
espécies mais susceptiveis a antimicrobianos, por meio da detec¢ao de genes codificadores de
proteinas envolvidas em mecanismos de resisténcia antimicrobiana, ou avaliando a severidade

da infecgdo, por meio da quantificagdo microbiana de Shigella spp. (LINDSAY et al., 2013;
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TARIQ et al., 2012). Além disso, ha a capacidade da diferenciagdo das espécies, usualmente

por PCR multiplos ou microarranjo de DNA (LI et al., 2009; OJHA et al., 2013).

2.7 Investigacao filogenética

Nos ultimos anos, varios estudos tém buscado uma melhor caracterizacao genética de
cepas de Shigella spp. por meio de abordagens filogenéticas, seja com o intuito de caracterizar
as origens evolutivas, entender as variagdes de sorogrupos em diferentes populagdes, propor
novas metodologias de diagnostico ou de explicar o desenvolvimento de resisténcia
antimicrobiana (CAO et al., 2012; PUPO et al., 2000; SAHL et al., 2015).

O sequenciamento de multiplos genes conservados mostrou que os clones de Shigella
divergiram de varios ancestrais de E. coli em diferentes tempos entre 35 ¢ 270 mil anos atras
(PUPO et al., 2000). Neste processo, E. coli enteroinvasiva teria surgido depois a partir de
diferentes ancestrais (LAN et al., 2004). Sugere-se ainda que S. sonnei seja geneticamente mais
similar a E. coli do que outras espécies. A retencao de genes de E. coli em S. sonnei pode
permitir uma maior sobrevivéncia no ambiente ou no hospedeiro, enquanto S. flexneri perde
genes com mais facilidade (THOMPSON et al., 2015).

Mais recentemente, outros estudos t€ém usado abordagens mais modernas para a
caracterizacdo genética de cepas de Shigella spp.. O uso de sequenciamento completo do
genoma, Whole-genome sequencing, tem buscado uma caracterizagdo mais fidedigna da
genética de Shigella (CONNOR et al., 2015; HOLT et al., 2012; ROSSI et al., 2015; SAHL et
al., 2015).

Utilizando esta abordagem, os autores caracterizaram a diversificagdo genética de S.
sonnei a partir de um ancestral comum a cerca de 500 anos atras, tendo ocorrido na Europa e
se distribuido para diferentes localidades a partir de uma tnica linhagem (HOLT et al., 2012).
Sahl e colaboradores mostraram o uso de andlise gendmica comparativa para o
desenvolvimento de metodologia de detec¢ao marcadores filogenéticos especificos para
Shigella spp. com alta sensibilidade e especificidade (SAHL et al., 2015). Em outro estudo,
Rossi e colaboradores mostraram a estabilidade do genoma de cepas de Shigella spp. apos
passagens seriadas e testes em laboratorios diferentes, a partir do sequenciamento do genoma

completo (ROSSI et al., 2015).
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2.8 Tratamento, controle e prevencao da shigelose

As abordagens de intervencao existentes para a reducao de morbidade e mortalidade
devido a diarreia sdao largamente conhecidas atualmente e bastante variadas, desde medidas que
buscam prevenir ou tratar a doenga, como uso de soro para reidratagao oral, antibioticos,
probidticos e vacinas, at¢ medidas que visam modificar o ambiente ou o estado nutricional do
individuo, como saneamento basico, habitos de higiene, aleitamento materno e suplementagdo
de nutrientes (DAS et al., 2014).

No contexto da shigelose, o uso de antimicrobianos tem se justificado por: 1) diminui¢do
da duracao e severidade da doenga; 2) bloqueio da transmissdo; ¢ 3) reducao do risco de
potenciais complicagdes (KLONTZ et al., 2015; SANGEETHA et al., 2014). A OMS
recomenda o uso de ciprofloxacina como primeira linha de tratamento em adultos. O uso de
outras fluoroquinolonas, da ceftriaxona (cinco dias de tratamento) ou da azitromicina (trés dias
de tratamento) ¢ sugerido somente em casos de resisténcia (ORGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2005). A Sociedade Europeia de Pediatria, Gastroenterologia, Hepatologia e Nutri¢do
(ESPGHAN) preconiza a azitromicina como farmaco de primeira escolha para o tratamento da
shigelose. Ceftriaxona, acido nalidixico e ciprofloxacina sdo agentes alternativos, sendo este
ultimo reservado para pacientes com idade superior a 17 anos (GUARINO et al., 2008). Neste
contexto, o MS recomenda a associacao sulfametoxazol-trimetoprima como primeira op¢ao no
tratamento de casos severos de infeccdo por Shigella spp.. A prescrigao de quinolonas ¢
indicada em casos de resisténcia e contra-indicada para criangas e gestantes (BRASIL, 2010).

Viérios estudos tém avaliado o resultado de outras abordagens para o controle da
shigelose. O aleitamento materno exclusivo mostrou-se protetor da diarreia causada por
Shigella spp. em estudo multicéntrico caso-controle (LINDSAY et al., 2015). Em relagdo a
medidas de saneamento basico e melhora na higiene pessoal, em estudo realizado na provincia
de China, a ndo lavagem de maos antes do jantar ¢ a falta de acesso a fontes seguras de agua
foram associadas a shigelose (TANG et al., 2014).

A vacina para shigelose ¢ uma urgente necessidade, dada a sua severidade clinica e
maior prevaléncia em criangas abaixo de cinco anos de idade em paises em desenvolvimento.
Apesar de mais de 60 anos de esforcos, uma vacina segura e eficaz ainda nao esta disponivel
(KLONTZ et al., 2015). O uso mais recente de abordagens genOmicas tem ajudado no
desenvolvimento de vacinas (ROSSI et al., 2015). Varios estudos tém demonstrado a eficacia

da imunizagao por diferentes antigenos em modelos animais. IpaB e IpaD, antigenos candidatos
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por estarem presentes em todas as cepas de Shigella spp, ja mostraram ser protetores a partir da
indugdo de imuniza¢ao humoral e celular, além de protegerem contra infec¢ao letal pulmonar
em camundongos (BECERRA et al., 2012).

Devido a resposta imune na shigelose ser sorogrupo-especifica, a eficacia de uma vacina
deve considerar a importancia epidemiologica e distribuicao dos sorogrupos de cada localidade,
sendo este conhecimento de crucial importancia para o desenvolvimento. (NYOGTI et al., 2005).
Para a prevencdo universal da shigelose, portanto, uma vacina multivalente ¢ necessaria
(SEIDLEN et al., 2006).

Nyogi e colaboradores afirmam a necessidade de se produzir uma vacina contra S.
dysenteriae sorotipo 1 e S. flexneri sorotipo 2a (NYOGI et al., 2005). Entretanto, diante da
constante melhoria na qualidade da 4gua em todo o mundo e do acelerado desenvolvimento de
resisténcia antimicrobiana, estima-se que o impacto de S. sonnei deve aumentar, sendo
necessaria a producao de vacina contra este sorogrupo (THOMPSON et al., 2015).

As tentativas de desenvolvimento de uma vacina para shigelose sdo variadas e iniciam-
se com o teste de candidatos em modelos pré-clinicos. IpaB e IpaD, antigenos candidatos por
estarem presentes em todas as cepas de Shigella spp, ja mostraram ser indutores de imunizagdo
humoral e celular, além de protegerem contra infec¢dao letal pulmonar em camundongos
(MARTINEZ-BECERRA et al.,, 2012). De forma geral, diversas abordagens tém sido
utilizadas, como vacinas de cepas atenuadas, vacinas de cepas inativadas por formalina, vacinas

obtidas por processos de glicoconjugagado e antigenos especificos (BARRY et al., 2013).

2.9 Resisténcia antimicrobiana da shigelose

O problema da resisténcia antimicrobiana em shigelose tem sido reportado a alguns anos
globalmente (ERDMAN et al., 2008; NYOGI et al., 2007), podendo variar entre etnia e idade
do hospedeiro, bem como entre espécies circulantes no local (SHIFERAW et al., 2012). Desde
a introdugdo das sulfonamidas no final da década de 1930, devido ao aparecimento de cepas
resistentes, os clinicos tiveram uma grande sucessdao de antimicrobianos disponiveis para
tratamento de shigelose. Desta forma, sulfonamidas foram substituidas por tetraciclina,
estreptomicina e cloranfenicol que, por sua vez, foram substituidos por ampicilina,

sulfametoxazol-trimetoprima, &cido nalidixico e, em algumas regides, pivmecillinam.
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Atualmente, quinolonas, azitromicina e ceftriaxona sdo as principais escolhas para tratamento
de shigelose, de acordo com revisao recente (KLONTZ et al., 2015).

Virios estudos tém relatado a emergéncia de cepas resistentes a estes antimicrobianos
de amplo espectro (GOSH et al., 2011; TARIQ et al., 2012; GOSH et al., 2014; PONS et al.,
2013; QU et al., 2014). O estudo de Toro e colaboradores mostrou que a resisténcia
antimicrobiana a ciprofloxacina foi introduzida na Espanha a partir de pacientes que adquiriram
cepas de Shigella spp. resistentes em viagens a outros paises (TORO et al., 2015). Estudo de
vigilancia de doencas transmitidas por alimentos nos EUA no periodo de 2000-2010 tém
também demonstrado grande emergéncia de cepas resistentes (SHIFERAW et al., 2012). Em
2013, foi reportado o primeiro surto diarreico causado por Shigella spp resistentes a
azitromicina nos EUA (KARLSSON et al., 2013).

No Brasil, diversos estudos ja demonstraram a resisténcia de cepas de Shigella spp. a
combinagdo sulfametoxazol-trimetoprima, além de resisténcia a tetraciclina, ampicilina e
cloranfenicol (BASTOS et al., 2011; DE PAULA et al., 2010; DINIZ-SANTOS et al., 2005;
NUNES et al., 2012; PEIRANO et al., 2006; SILVA et al., 2008). Nao houve relatos de
desenvolvimento de resisténcia a quinolonas.

Um resumo da prevaléncia global da resisténcia de Shigella spp a antimicrobianos desde
1940 até 2010 pode ser visualizada na FIGURA 4, com base em 96 estudos diferentes. Esta
evolugdo mostra que a resisténcia a antimicrobianos de maior espectro, como ciprofloxacina,
azitromicina e ceftriaxona, estd ganhando mais destaque nos tltimos anos (KLONTZ et al.,

2015).
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FIGURA 4: Prevaléncia global da resisténcia de Shigella a antimicrobianos de 1940 a
2010.
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As sulfonamidas comegaram a mostrar-se efetivas para o tratamento da shigelose no
final da década de 1930 apoés a realizagdo de estudos clinicos. Neste contexto, a sulfadiazina
era o farmaco mais utilizado. Entretanto, durantes as décadas de 1940 e 1950, varios relatos de
resisténcia passaram a questionar a eficacia destes antimicrobianos. Ao final da década de 1940
e comeco dos anos 1950, observou-se eficacia terapéutica do uso de estreptomicina
intramuscular, cloranfenicol e tetraciclina orais. Esta tltima foi abandonada em 1960 pelo efeito
de descoloracao e destruicao de dentes em criangas. Contudo, varios relatos de cepas que
apresentavam resisténcia conjunta a tetraciclina, estreptomicina, cloranfenicol e sulfonamidas
ganharam aten¢do dos pesquisadores (KLONTZ et al., 2015).

Ao final da década de 1960 e inicio de 1970, a ampicilina tornou-se o farmaco de escolha
para tratamento de shigelose, sendo mais efetiva do que amoxicilina. A resisténcia a
betalactamicos logo tornou-se evidente. Ao longo da década de 1970, a associagao
sulfametoxazol-trimetoprima virou alternativa terapéutica para cepas resistentes a ampicilina,
quando, na década de 1980, resisténcia a este farmaco foi identificada em alguns paises. Neste
contexto, o uso do acido nalidixico ganhou destaque em alguns paises por alguns anos, sendo

atualmente contra-indicado devido ao aparecimento de resisténcia (KLONTZ et al., 2015).
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A resisténcia ao acido nalidixico, ampicilina e sulfametoxazol-trimetoprima levou ao
interesse para o uso de fluorquinolonas para o tratamento da shigelose, principalmente apos
resultados in vitro de norfloxacina, ciprofloxacina e ofloxacina. Varios estudos do final da
década de 1980 e da década de 1990 demonstraram eficacia e seguranga do uso de quinolonas
em adultos e criangas, sem relatos de artropatias a depender da dosagem terapéutica. Nos
ultimos anos, emergente resisténcia a este grupo de farmacos tem sido relatada em alguns locais.
Neste contexto, outras opcoes terapéuticas mais recentes de amplo espectro relatadas em
shigelose sdo azitromicina e ceftriaxona, porém esta ultima somente para uso parenteral. O
desenvolvimento de resisténcia a estes antimicrobianos também ja tem sido relatadas
(KLONTZ et al., 2015).

Recentes estudos genéticos t€ém ajudado na caracterizagdo da aquisicdo de resisténcia
em Shigella spp. Neste contexto, os plasmidios sdo reconhecidos como principal fonte de
resisténcia, principalmente entre bactérias da Enterobacteriaceac. Os mais prevalentes e
caracterizados sdo: o pequeno plasmidio de 8kb codificador de resisténcia a sulfonamida,
estreptomicina; o plasmidio produtor de betalactamases de amplo espectro; e o plasmidio
pKSR100, que codifica resisténcia contra azitromicina, eritromicina, betalactamicos e
aminoglicosideos (KLONTZ et al., 2015; THE et al., 2016).

A avaliagdo de perfis plasmidiais entre diferentes espécies tem demonstrado que a
capacidade de desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana € particularmente importante em
S. sonnei, devido a maior aquisi¢ao horizontal de genes de resisténcia de E. coli do ambiente,

em relagdo a S. flexneri (QU et al., 2014; ANDERSON et al., 2016; THOMPSON et al., 2015).
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3. HIPOTESES

1) Postula-se que a distribui¢cdo dos sorogrupos de Shigella sp. na populacao de Fortaleza
tenha se modificado nos ultimos anos, sendo importante a atualiza¢ao dos dados para os servigos
de vigilancia e epidemiologia em saude publica;

2) Postula-se que a investigagao dos genes de viruléncia dos isolados de Shigella spp. de
criancas com diarreia e sua associagdo com dados clinicos e socioecondmicos pode fornecer
informacdes para uma melhor compreensdo da patogénese da shigelose envolvida no
desenvolvimento de diarreia na populagao infantil de Fortaleza;

3) Postula-se que a caracterizacao do perfil de resisténcia a antimicrobianos em isolados
de Shigella spp. de criancas com diarreia pode indicar o aparecimento de resisténcia a
antimicrobianos de amplo espectro, como macrolideos, quinolonas e cefalosporinas de segunda
e terceira geracoes, contribuindo para o uso de protocolos terapéuticos mais efetivos para o

tratamento da shigelose em Fortaleza.
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4. OBJETIVO GERAL

Determinar a prevaléncia dos sorogrupos (S. dysenteriae, S. flexneri, S. boydii e S.

sonnei), os genes de viruléncia e a resisténcia antimicrobiana de cepas de Shigella spp. isoladas

de criangas com diarreia moderada a grave em Fortaleza, Ceard, Brasil.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Objetivos Primarios:

)]

2)

3)

4)

Determinar a prevaléncia dos sorogrupos S. dysenteriae, S. flexneri, S. boydii e S. sonnei
entre isolados de Shigella spp. obtidos a partir de fezes de criancas com diarreia
moderada a grave em Fortaleza, Ceard, Brasil;

Desenvolver quatro reagdes de PCR-Multiplas para o diagndstico de genes de viruléncia
de Shigella spp. e investigar a distribuicdo de genes de viruléncia em isolados de
Shigella spp. obtidos a partir de criangas com diarreia moderada a grave em Fortaleza,
Ceara, Brasil;

Avaliar o perfil de resisténcia antimicrobiana em isolados de Shigella spp. obtidos de
criancas com diarreia moderada a grave em Fortaleza, Ceara, Brasil;

Investigar associagdes entre viruléncia e resisténcia antimicrobiana em isolados de
Shigella spp. obtidos de criangas com diarreia moderada a grave em Fortaleza, Ceara,

Brasil.

Objetivos Secundarios:

)]

2)

3)

Avaliar a distribui¢ao geografica e sazonalidade das infec¢des por Shigella spp. isoladas
de criangas com diarreia moderada a grave em Fortaleza, Ceard, Brasil;
Caracterizar quanto a sexo, idade, renda mensal familiar e manifestagdes clinicas

criancas com diarreia moderada a grave em Fortaleza, Ceara, Brasil;

Analisar associacoes de renda mensal familiar e manifestagdes clinicas das criangas com
viruléncia e resisténcia antimicrobiana de isolados de Shigella spp. obtidos a partir de

criangas com diarreia em Fortaleza, Ceara, Brasil.
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6. MATERIAIS E METODOS

6.1 Consideracoes éticas

O presente estudo fez parte de um projeto intitulado “Avaliagdo de um teste pratico para
diagnostico etiologico das diarreias em uma unidade hospitalar de Fortaleza”, aprovado pelo
Comité Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP, parecer n°. 366/2007 — ANEXO A) e pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Albert Sabin (HIAS, registro n°. 80/06 — ANEXOS
B e C). Todos os responsaveis pelas criangas receberam orientacdo sobre o projeto antes da

assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE — ANEXO D).

6.2 Desenho do estudo

Criangas com diarreia moderada a grave que necessitaram de atendimento médico de
emergéncia no Hospital Infantil Albert Sabin (HIAS) e no Centro de Assisténcia a Crianga Dra
Lucia de Fatima R. G. S4 (CAC) no periodo de maio de 2008 a abril de 2009 foram incluidas
neste estudo. O CAC ¢ uma unidade de atendimento de média complexidade, enquanto o HIAS
¢ de alta complexidade, ambos sdo convencionados ao Sistema Unico de Saude (SUS) e
localizados na zona urbana de Fortaleza, Ceara. A diarreia foi definida como a ocorréncia de
trés ou mais fezes liquidas por, no minimo, 24 horas anteriores ao recrutamento. Foram
excluidas do estudo criancas sob amamentacdo exclusiva, em uso de antimicrobianos nos
ultimos 30 dias e hospitalizadas nas ultimas 12 horas, conforme previsto no Formulario de
Elegibilidade (ANEXO E).

Uma equipe de profissionais de saude, que incluiu uma enfermeira, técnica de
enfermagem e agentes de saude, foram os responsaveis pelas atividades de campo do presente
estudo, que incluiu o recrutamento dos participantes, a aplicagdo de formulérios (para
documentacao das informagdes obtidas) e coletas das amostras fecais. Apds a obtengdo do
TCLE assinado pelos pais e responsaveis, os questionarios foram aplicados pelas equipes de
campo.

O projeto teve como objetivo investigar a etiologia bacteriana da diarreia em Fortaleza,
Ceara a partir de andlises realizadas no IBISAB/UFC. Detectou-se importantes agentes
etiologicos de diarreias bacterianas, como Escherichia coli enterohemorragica, Campylobacter
sp., Salmonella sp. e Shigella sp. Destes, Shigella sp. foi o agente identificado em maior

frequéncia (QUETZ et al., 2012) sendo, por esta razdo, escolhido como patégeno para
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investigacdo molecular mais aprofundada no presente estudo. O niimero de amostras com
Shigella sp. isoladas foi de 63.

A ordem de execugdo das etapas do presente estudo pode ser visualizada na FIGURA

FIGURA 5: Fluxograma das etapas do presente estudo, desde a aplicacdo de
questionarios, até coleta e processamento das fezes, sorotipagem, teste de sensibilidade a

antimicrobianos e pesquisa de genes de viruléncia

1) Questiondrios: 4) Teste de
- caracteristicas SCPSi_bi“d?de
socioeconomicas familiares / antimicrobiana
endereco residencial (TSA)

criancas

U

- manifestacdes clinicas das ﬁ

3) Sorotipagem 5) Extracao
2) - Coleta de (reacdes de de DNA
amofsetzrezs de :> aglutinacao) bacteriano
- Isolamento
bacteriano

viruléncia de Shigella

~
[ 6) Pesquisa de genes de

6.3 Avaliacao das sociodemografia, renda mensal e manifestacoes clinicas da populagao
As informacgdes sobre manifestagdes clinicas (febre, vomito, dor abdominal e presenca
de sangue nas fezes), renda mensal familiar, endereco de residéncia e dados sociodemograficos
de sexo e data de nascimento dos participantes foram coletadas a partir de questionarios
padronizados. Os questiondrios foram levados a dupla digitacao e gerenciamento de seguranga
e confiabilidade pelo Setor de Seguranca e Gerenciamento de Dados (SSGD), no Instituto de
Biomedicina do Semidrido Brasileiro/Universidade Federal do Ceara (IBISAB/UFC).

6.4 Avaliacao da localizacdo geografica e sazonalidade

Para a anélise de localizagao geografica da shigelose no estudo, o endereco de residéncia
das criancas infectadas foi inserido no software Google Earth versao 7.1.2.2041 (Google Inc.,
EUA). A preparacao dos mapas foi realizada a partir do software ArcMAP versao 10.0 (ESRI,
EUA). As coordenadas geograficas foram exportadas para o ArcMAP por meio do software

Microsoft Office Excel 2010 (Microsoft, EUA).
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A anélise da distribui¢do geografica dos sorogrupos de Shigella por mapa de calor foi
realizada pelo método de estimativas da densidade de Kernel. Este algoritmo calcula a
densidade de fatores ao redor de proximidades, diferenciando pontos de alta densidade de
pontos de baixa densidade.

A avaliagdo dos bairros de Fortaleza quanto ao Indice de Desenvolvimento Humano
(IDH) foi realizada de acordo com os dados disponibilizados pela Prefeitura de Fortaleza e pelo
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) de 2010 (PREFEITURA DE
FORTALEZA, 2010).

A distribuicdo pluviométrica de Fortaleza foi verificada em consulta no endereco
eletronico da Fundagdo Cearense de Meterologia ¢ Recursos Hidricos (FUNCEME) para o

periodo de estudo, sendo comparada com a incidéncia de shigelose detectada.

6.5 Isolamento e identificacio de Shigella spp.

O isolamento e identificagdo de Shigella spp. foi previamente realizado por outro
estudo. Em resumo, a coleta das fezes foi realizada em frascos coletores estéreis e transportadas
em até no maximo 4 horas apds a coleta, em condigdes refrigeradas, para o setor de
Microbiologia do Laboratério de Doengas Infecciosas da Universidade Federal do Ceara (LDI-
UFC), onde foram submetidas a técnicas microbioldgicas padronizadas. Cada amostra foi
semeada em meios de cultura especificos para a detec¢do de diferentes enterobactérias. Os
meios seletivos diferenciais utilizados para o diagndstico de Shigella spp. incluiram agar
MacConkey (MAC), agar Entérico de Hektoen (HE) e agar Salmonella/Shigella (SS), além do
caldo de enriquecimento Selenito. As colonias com morfologia caracteristica foram submetidas
a testes bioquimicos por meio do sistema de identificagdo API20E (BioMerieux. Durham, NC).
Todos os isolados de Shigella spp. foram armazenados a -70°C em caldo triptona de soja (TSB)

acrescido de 15% de glicerol até a realizacdo dos testes adicionais.

6.6 Identificacdo de sorogrupos

Todos os 63 isolados de Shigella foram descongelados por meio de cultivo nos meios
agar sangue ¢ MAC. Com o intuito de reduzir ao maximo a possibilidade de perda e/ou
transferéncia de genes plasmidiais, as cepas foram descongeladas uma Unica vez e submetidas

aos testes em sequéncia.
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Para confirmacao das espécies, os isolados foram caracterizados antigenicamente por
meio de reagdes de aglutinagdo com antisoros polivalentes especificos, de acordo com as

instrucdes do fabricante (Probac do Brasil, Sao Paulo, SP).

6.7 Extracao do DNA bacteriano

O DNA bacteriano foi extraido a partir das colonias isoladas pelo método de ebulicao,
de acordo com Lima ef al. (2012). Duas a trés colonias foram dissolvidas em 1 mL de agua
deionizada do tipo MilliQ (Millipore — Billerica, MA, USA) autoclavada com 5 pL de Triton
X-100. Apos agitacao por 5 segundos, a mistura foi submetida a fervura durante 20 minutos.
Em seguida, realizou-se centrifugacao (956 x g por 10 minutos) e o sobrenadante foi

armazenado a -20°C até sua utilizacdo na PCR como DNA molde.

6.8 Pesquisa de genes de viruléncia

Para a investigagdo de 16 genes de viruléncia de Shigella spp. (TABELA 1), quatro
reagoes de PCR multiplas foram propostas. Isolados de S. flexneri, Escherichia coli
enteroagregativa cepa H223-1 e E. coli enterohemorragica O157:H7 foram utilizados como
controles positivos (TABELA 2), enquanto que agua Mi/liQ autoclavada serviu como controle
negativo. Os iniciadores e suas temperaturas de anelamento estdo descritos na TABELA 2.
Cada reacao foi padronizada com o uso de controles positivos para determinar as condigdes de
PCR mais eficientes, de forma a reduzir a existéncia de bandas inespecificas e facilitar a
interpretagdo dos resultados. Tais condigdes incluiram a melhor temperatura de anelamento
(Ta), o nimero de ciclos e a concentragao dos iniciadores. Os fragmentos foram separados por
eletroforese em gel de agarose a 3% e corados com brometo de etidio para visualizagdo e

fotodocumentagao sob luz ultravioleta (UV).
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TABELA 1 - Genes e seus respectivos produtos proteicos analisados no estudo

Gene

Produtos proteicos

ipaH
ial
virB
virF’
ipaA
ipaB
ipaC
ipaD
sepA
icsB
icsA
pic
sigA
set
sen

Stx

Antigeno plasmidial de invasao

Proteina de invasdo

Regulador do ia/

Regulador do virB

Antigeno plasmidial de invasao A

Antigeno plasmidial de invasao B

Antigeno plasmidial de invasao C

Antigeno plasmidial de invasao D

Protease / indutor inflamatorio

Preveng¢ao do reconhecimento autofagico
Proteina controladora da mobilidade via actina
Protease Pic — atividade de mucinase
Protease SigA — atividade de hemaglutinacao
Enterotoxina 1 de Shigella (Shetl)
Enterotoxina 2 de Shigella (Shet2)

Toxina Shiga

TABELA 2 - Relacdo das cepas bacterianas utilizadas como controle positivo para as

reacoes de PCR e os respectivos genes.

Cepa controle

Genes

Cepa de Shigella flexneri

ipaH, set, virF, sen, ial, icsB, virB, icsA, ipaA-

D

E. coli enteroagregativa H223-1 sigA, pic e sepA

E. coli enterohemorragica O157:H7 Stx
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TABELA 3 - Genes alvo, iniciadores, tamanhos dos produtos obtidos, temperaturas de

anelamento das reag¢oes multiplas para investigacido dos genes de viruléncia de Shigella

Spp..
Reacgdes Produtos | Temperatura
Gene
de PCR | Sequéncia dos iniciadores (5°-3°) de PCR de Referéncia
alvo
multiplas (pb) anelamento
l CTGGATGGTATGGTGAGG 120 Frankel et al.,
ia
GGAGGCCAACAATTATTTCC 1989
Lischer e
TGGAAAAACTCAGTGCCTCT
ipaH 422 Altwegg,
CCAGTCCGTAAATTCATTCT
1994
1 57°C
Adaptado de
TCCCTTCATACTGGCTCCTG
set 553 Farfan et al.,
AACACTCTGTGGGGGAACAG
2010
- AGCTCAGGCAATGAAACTTTGAC 618 Vidal et al.,
vir.
TGGGCTTGATATTCCGATAAGTC 2005
ATCTCCTTGAGGCCAGCAAA
sen 296 Este estudo
GGAAGGAATGGGAGGACGAA
CCGACTTCTCACTTTCTCCCG Boisen et al.,
sigA 430
) CCATCCAGCTGCATAGTGTTTG sgoC 2009
. ACTGGATCTTAAGGCTCAGGAT 570 Restieri et al.,
ic
P GACTTAATGTCACTGTTCAGCG 2007
GCAGTGGAAATATGATGCGGC Restieri et al.,
sepA 789
TTGTTCAGATCGGAGAAGAACG 2007
TTCTGGGAAGCGTGGCATTA
stx 167 Este estudo
CATCAGAATTGCCCCCAGAG
GGCCTGCATCAAGTCTTTCG
icsB 280 Este estudo
3 GGCATCGGTACAGCCAAAAA 60°C
CGCGCGAGACAGATTCTCTT
virB 488 Este estudo
TGGTGGATTTGTGCAACGAC
AGATGGAATGGATGCGTGGT
icsA 626 Este estudo
CCCAATGTCCACCATTACCG
o iC CCTCACCACAAACTAACTCTAGCA 03 Moreno et al.,
ipa
P GAGAAGTTTTATGTTCAGTTGACAGGGATA 2009
CAAGCCCTGAATCCGATCAT
ipaB 204 Este estudo
4 TGCTGCTGCCTGTTTACCAA 0°C
AAGAAGCCGAGCTTGATGGAG
ipaD 450 Este estudo
CCTCGCCATTTCCACCTAGA
CCTGTGTCCCCGAGAAAGAGA
ipaA 628 Este estudo

TGACGCACAGGCAAAACTTG
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6.9 Determinacao da resisténcia antimicrobiana

Testes de sensibilidade aos antimicrobianos foram realizados pela técnica de difusao em
disco de Kirby & Bauer, de acordo com o manual do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2013). A preparagdao do indculo foi realizada transferindo colonias para a
formagdo de uma suspensdo bacteriana com turbidez de uma solu¢do de McFarland de 0,5,
sendo semeada em placa de agar Mueller-Hinton com swab estéril. Em seguida, os discos de
antimicrobianos foram postos na superficie das placas inoculadas, sendo estas incubadas a 35°C
por 16-18h. A medic¢ao dos didmetros dos halos de inibig¢ao foi realizada e comparada com os
pontos de corte especificados nas normas do CLSI, classificando a cepa bacteriana como
sensivel, resistente ou intermedidrio contra cada antimicrobiano especifico (TABELA 4).
Foram empregadas placas de agar Mueller-Hinton e discos antimicrobianos disponiveis
comercialmente. Os seguintes agentes foram testados: ampicilina, amoxicilina/acido
clavulanico, ciprofloxacina, &cido nalidixico, sulfametoxazol/trimetoprima, cefalotina,
ceftriaxona, cefuroxima, cloranfenicol, gentamicina, amicacina, tetraciclina e azitromicina. A
selecdo dos antimicrobianos foi baseada nas recomendagoes da OMS, ESPGHAN, CLSI ¢
Ministério da Satude Brasileiro para o tratamento de shigelose. As cepas de Escherichia coli
ATCC 25922 e 35218 foram utilizadas como controle de qualidade dos antimicrobianos ao

longo do estudo.
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TABELA 4 — Pontos de corte dos diametros do halo de inibicdo para interpretacao e

classificacdo em sensivel, intermediario e resistente.

Diametro do halo Diametro do halo Diametro do halo
Antimicrobiano de inibicao (mm): de inibicao (mm): de inibicao (mm):
Sensivel Intermediario Resistente
Azitromicina =18 14-17 <13
Amox+Clavulonato =18 14-17 <13
Cefuroxime =18 15-22 <14
Cefalotina =18 15-17 <14
Amicacina =17 15-16 <14
Ampicilina =17 14-16 <13
Ceftriaxona =23 20-22 <19
Cloranfenicol =18 13-17 <12
Ciprofloxacina =21 16-20 <15
Gentamicina =15 13-14 <12
Ac. Nalidixico =19 14-18 <13
Sulfa + =16 11-15 <10
Trimetoprima

Tetraciclina =15 12-14 <11
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6.10 Analise de dados

As variaveis do estudo (renda mensal familiar, localizagdao geografica, classificagao em
sorogrupos, presenga de genes de viruléncia e resisténcia a antimicrobianos) foram analisadas,
utilizando teste exato de Fisher ou teste de correlagido de Pearson, considerando como
significancia os valores de P < 0,05. Para a andlise descritiva dos dados foram empregadas
tabelas e figuras. Para a interpretacdo dos dados do teste de sensibilidade a antimicrobianos, a
classificacdo “ndo sensivel” (que engloba intermediario e resistente) foi considerada como
resistente. Foi utilizado o GraphPad Prism (GraphPad software, versao 5.01, San Diego, CA,
EUA) para a construgao dos graficos e testes estatisticos.

A andlise de combinagdes de genes de viruléncia associadas as manifestacdes clinicas
das criangas foi realizada por meio do programa CART (Classification and Regression Tree)
(Salford Systems). As arvores de decisao foram construidas a partir de divisdo das amostras em
nos, de modo a maximizar a homogeneidade dos nos em relagdo a cada prevaléncia de genes.
Para a analise da associagdo entre viruléncia e resisténcia antimicrobiana, empregou-se o corte
de 12 genes de viruléncia (80% dos genes analisados neste estudo) para classificacdo das cepas

que apresentam alta ou baixa viruléncia.
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7. RESULTADOS

7.1 Caracteriza¢ao demografica da populaciao

As 63 criangas diagnosticadas com infec¢do por Shigella spp. corresponderam a 16,4%
da populacao total do projeto original. Desta populacdo, apenas uma crianga nao teve
formulario preenchido, nao sendo possivel a obtencao de seus dados epidemiologicos e clinicos.
50% das criancas estudadas (31/62) foram do sexo masculino. Quanto a idade, 13% delas (8/62)
tinham menos do que 1 ano, 16% (10/62) de 1 a 2 anos, 13% (8/62) de 2 a 3 anos, 14,5% (9/62)
de 3 a 4 anos, 6,5% (4/62) de 4 a 5 anos e 37% (23/62) acima de 5 anos. A distribui¢do dos

sexos entre os diferentes grupos etarios foi homogénea (TABELA 5).

TABELA 5 — Caracterizacdo quanto ao género e idade das criancas com diarreia

diagnosticadas com Shigella spp.

Sexo masculino Sexo feminino Total
Idade
<2 anos 11 7 18 (29%)
2-5 anos 10 11 21 (34%)
> 5 anos 10 13 23 (37%)
Total 31 (50%) 31 (50%) 62

*Nao foi possivel obter o0 dado de uma crianca

7.2 Distribuicio dos sorogrupos de Shigella spp.

Dentre os 63 isolados de Shigella spp. investigados no estudo, 27 (43%) foram
identificados como Shigella sonnei, 27 (43%) como Shigella flexneri, 5 (8%) como Shigella
dysenteriae e 4 (6%) como Shigella boydii (GRAFICO 1).
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GRAFICO 1 - Distribuicéo dos sorogrupos de Shigella spp no estudo.
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7.3 Analise da renda mensal e sorogrupos de Shigella spp.

A renda mensal familiar das criangas teve média de R$ 579,39, sendo que 55% (32/58)
das familias viviam com renda maior do que um salario minimo da época (R$ 440,00) e 45%
(26/58) com renda menor que um salario minimo da época. Nao foi possivel obter a renda
mensal familiar de quatro criangas. A TABELA 6 abaixo descreve estes dados com maiores

detalhes.

TABELA 6 — Caracterizacio quanto ao sexo e renda mensal familiar das criancas com

diarreia infectadas por Shigella spp.

Sexo masculino Sexo feminino Total
Renda mensal
> Salario minimo 17 15 32 (55%)
< Salario minimo 11 15 26 (45%)
Total 28 30 58%*

*Nao foi possivel obter os dados de renda familiar de 4 criancas

Quando comparadas as rendas mensais das familias as quais pertenciam as criangas do
estudo em relagdo aos sorogrupos de Shigella investigados, percebeu-se uma maior frequéncia
de Shigella sonnei (68% - 22/32) em criancas com renda mensal familiar maior que um salario
minimo da época, enquanto que houve maior frequéncia de Shigella flexneri (65% - 17/26) em
criangas com renda mensal familiar menor que o salario minimo (GRAFICO 2). O sorogrupo
S. flexneri mostrou associagdo com a renda mensal familiar menor do que um salario minimo,

com P =0,0001 e risco relativo = 4,185 ¢ IC 95% = 1,784 a 9,815, enquanto o sorogrupo S.



sonnei mostrou a.
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ssociagao com renda mensal familiar maior do que o salario minimo, com P =

0,0002, risco relativo = 3,575 ¢ IC 95% = 1,572 a 8,132. Em relacdo as médias da renda mensal

familiar referente as infecgdes por estes dois sorogrupos, as criangas infectadas por S. flexneri

apresentavam em média renda de R$ 462,22 enquanto as criangas infectadas por S. sonnei

apresentavam em média renda de R$ 681,11. Tal observagdo mostra um aumento de quase

metade do salario minimo da época nas familias das criangas infectadas por S. sonnei em relagao

aS. flexneri.

GRAFICO 2 -

Distribuicio dos sorogrupos de Shigella spp. quanto a renda mensal

familiar das criancas do estudo.
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geografica das criancas e sorogrupos de Shigella spp.

da localizagdo geografica da shigelose mostrou uma distribui¢do variada das

cepas de Shigella spp. por toda a regidao de Fortaleza, Ceara, com pontos em todas as regionais

da cidade (FIGURA 6).



51

FIGURA 6: Distribuicao geografica das criancas infectadas por cepas de Shigella spp. do

estudo no mapa de Fortaleza.
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Cada regido diferenciada por cores corresponde a regionais do municipio de Fortaleza

A comparacao da distribui¢ao dos focos de infecgao pelas espécies mais prevalentes (S.
flexneri e S. sonnei) mostrou distintas localizacdes dos focos a partir do mapa de calor
(FIGURA 7). S. sonnei apresentou como focos os bairros Granja Lisboa, Bom Jardim, Itaperi

e Serrinha, enquanto S. flexneri mostrou-se mais presente nos bairros Cais do Porto e Vila

Unido.

FIGURA 7: Distribuicao geografica das criancas infectadas por cepas de S. sonnei e S.

flexneri do estudo em mapas de calor por densidade de Kernel.

.
s

Shigella sonnei Shigella flexneri

A avaliagdo da distribuicao geografica dos pontos de shigelose, considerando o IDH de

cada bairro disponibilizado pela prefeitura de Fortaleza, mostrou que 26% das criancas que
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apresentavam residéncia em bairros com IDH maior ou igual a 0.3501 (classificado como
médio, alto ou muito alto) foram infectadas por S. flexneri. Além disso, em bairros com IDH
menor do que 0.3501 (classificado como baixo ou muito baixo), a frequéncia de infec¢ao por
S. flexneri subiu para 50%. A analise estatistica de correlag@o entre infecgdes por S. flexneri e
criancas que moravam em bairros com IDH baixo ndo mostrou significancia. Além disso, ndo
houve nenhum caso de shigelose no estudo em criangas com residéncia em bairros com IDH
acima de 0.8, a mais alta classificagdo de acordo com o IBGE (correspondente aos bairros

Meireles, Aldeota e Dionisio Torres).

7.5 Avaliacao da sazonalidade dos isolados de Shigella spp.

A anélise da ocorréncia de casos de shigelose em relagdo ao periodo anual indica a
ocorréncia de picos de incidéncia em periodos chuvosos. Ao comparar as duas espécies mais
prevalentes, S. flexneri mostrou um comportamento mais regular ao longo do ano, enquanto S.
sonnei mostrou maior pico em margo ¢ abril de 2009, permanecendo com poucos casos durante
o resto do ano. S. dysenteriae e S. boydii apresentaram distribuicdo pequena e homogénea ao
longo do ano. A associagdo entre distribuicdo pluviométrica em Fortaleza e a ocorréncia de
Shigella spp. foi obtida com R de Pearson = 0,6136 com P = 0,0338. O GRAFICO 3 mostra a

distribuicao de casos de Shigella spp e de chuvas no periodo do estudo.

GRAFICO 3: Avaliacio da infeccio por Shigella spp. e sorogrupos quanto a distribuicio
pluviométrica em Fortaleza no periodo do estudo. A) Nimero de casos totais de Shigella
sp. e de cada sorogrupo (S. flexneri, S, sonnei, S. dysenteriae e S. boydii) durante o periodo

de estudo e B) Distribuicao pluviométrica da cidade de Fortaleza durante o periodo de

estudo.
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7.6 Desenvolvimento de reacoes de PCR multiplex para deteccao de genes de viruléncia
Para o desenvolvimento das quatro reacdes de PCR multiplas, os 16 pares de iniciadores
especificos para cada gene-alvo foram testados previamente com seus respectivos controles
positivos separadamente, mostrando especificidade, com bandas nitidas, previstas e
amplificadas em protocolos vidveis (FIGURA 8). Apos esta etapa, uniram-se os iniciadores em
cada grupo de reagdo, de acordo com a TABELA 3, para o desenvolvimento das reacdes

multiplas.

FIGURA 8 - Fotodocumentacio de gel de agarose com os produtos de PCR representativa

do teste de validacao dos iniciadores com seus respectivos controles positivos.

MM 1 2 3 4 §5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

500 pb
400 pb
300 pb
200 pb

100 pb

MM = Marcador Molecular 100pb, 1: stx (167 pb), 2: icsB (280 pb), 3: virB (488 pb), 4: ics4
(626 pb), 5: ipad (628 pb), 6: ipaB (204 pb), 7: ipaC (93 pb), 8: ipaD (450 pb), 9: sen (296 pb),
10: sepA (789 pb), 11: pic (570 pb), 12: sigd (430 pb), 13: ial (320 pb), 14: set (553 pb), 15:
virF (618 pb).

Apos as fases de otimizacdo e testes de temperaturas, as reagdes de PCR multiplas
seguiram o referido protocolo: 95°C a 15min; 35 ciclos de 94°C por 45s, Ta por 45s e 72°C por
Imin; e 72°C por 10min. A Ta foi especifica para cada reagao de PCR multiplo, como mostrado
na TABELA 3. Utilizaram-se iniciadores na concentra¢ao de 0,1uM. A FIGURA 9 mostra a
representacao dos padrdes das bandas das PCR multiplas 1, 2, 3 e 4. Foi utilizado marcador

molecular de 100pb e os tamanhos das bandas estdo descritos na TABELA 3. Apos a
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padronizagdo, a técnica foi utilizada para o diagndstico das amostras do estudo. A FIGURA 10
mostra fotodocumentacdo de gel de agarose referente a PCR multipla 1 (genes ial, ipaH, set e

virF) realizado em amostras do estudo.

FIGURA 9 - Fotodocumentacio de gel de agarose a 3% com os produtos das PCR

maultiplas 1, 2, 3 e 4.
MM | 2

500 pb
400 pb

300 pb

200 pb

100 pb

MM = Marcador Molecular 100pb, 1: PCR-Multipla 1 (genes ial, ipaH, set ¢ virF); 2: PCR-
Multipla 2 (sen, sigA, pic, sepA); 3: PCR-Multipla 3 (genes stx, icsB, virB, icsA); 4. PCR-
Multipla 4 (genes ipaA, ipaB, ipaC, ipaD).
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FIGURA 10 - Fotodocumentacio representativa de gel de agarose a 3% com os

produtos da PCR multipla 1 em amostras do estudo.

MM I 2 3 4 5 6 78 9 10111213 14 1617 18 19 20

Y — =) 620 pb
P ' (e St S e ) O S B : 620 b
400 pb ----—---------. - 422 pb
300 pb e S s G S ) S D et G S S S bd 326 pb

200 pb

100 pb

MM = Marcador Molecular 100pb, 620 pb = virF’; 553 pb = set; 422 pb = ipaH; 326 pb = ial. Colunas
1,2,5,7,9: amostras positivas para os genes ial, ipaH, set ¢ virF. Colunas 3, 4, 6, 8, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 18, 19: amostras positivas para os genes ial, ipaH e virF. Coluna 17: amostra positiva para

o gene set. Coluna 20: controle negativo.

7.7 Distribuicao dos genes de viruléncia entre os isolados de Shigella spp.

Em relagao ao diagndstico dos genes de viruléncia, percebeu-se elevada frequéncia dos
genes analisados nos isolados do estudo (n=63) (TABELA 7). Grande porcao dos isolados,
97% (61/63), possuiam pelo menos 75% dos genes de viruléncia da andlise (12/16). Além disso,
60% (38/63) possuiam mais de 80% (13/16). O gene ipaH, os genes plasmidiais de invasao
(ipad, B e C) e 0 icsA foram detectados em todos os isolados testados. Os genes sen, icsB e virB
foram diagnosticados em 98% das amostras (62/63). Os genes ial e virF foram detectados em
97% (61/63), enquanto os genes sigA, sepA, set, pic e Stx foram detectados em 84% (53/63),
76% (48/63), 34% (22/63), 31% (20/63) e 0%, respectivamente.

Todas as S. sonnei, S. flexneri e S. dysenteriae foram positivas para os genes sen, icsB
e virB; e mais de 85% delas foram positivas para ial, virF e sigd (TABELA 7). Dentre os
sorogrupos analisados, S. boydii e S. dysenteriae mostraram composicao mais variada dos genes

de viruléncia, provavelmente devido ao numero amostral pequeno.
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TABELA 7 - Deteccao dos genes de viruléncia em Shigella spp. isoladas de fezes de

criancas em Fortaleza, Ceara, Brasil.

Genes de N° total de N° de N° de N° de N° de
viruléncia isolados isolados isolados isolados isolados
Shigella spp S. sonnei S. flexneri  S. dysenteriae S. boydii

n=63 (100%) n=27 n=27 n=5 n=4

ial 61 (97%) 26 (96%) 27 (100%) 5 (100%) 3 (75%)
ipaH 63 (100%) 27 (100%) 27 (100%) 5 (100%) 4 (100%)
set 22 (34%) 3 (11%) 18 (66%) 0 (0%) 1 (25%)
virF’ 61 (97%) 26 (96%) 27 (100%) 5 (100%) 3 (75%)
sen 62 (98%) 27 (100%) 27 (100%) 5 (100%) 3 (75%)
sigA 53 (84%) 23 (85%) 23 (85%) 4 (80%) 3 (75%)

pic 20 (31%) 3 (11%) 17 (63%) 0 (0%) 0 (0%)
sepA 48 (76%) 15 (56%) 27 (100%) 4 (80%) 2 (50%)
ipaA 63 (100%) 27 (100%) 27 (100%) 5 (100%) 4 (100%)
ipaB 63 (100%) 27 (100%) 27 (100%) 5 (100%) 4 (100%)
ipaC 63 (100%) 27 (100%) 27 (100%) 5 (100%) 4 (100%)
ipaD 63 (100%) 27 (100%) 27 (100%) 5 (100%) 4 (100%)

stx 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
icsB 62 (98%) 27 (100%) 27 (100%) 5 (100%) 3 (75%)
virB 62 (98%) 27 (100%) 27 (100%) 5 (100%) 3 (75%)
icsA 63 (100%) 27 (100%) 26 (100%) 5 (100%) 4 (100%)
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O sorogrupo S. flexneri apresentou maior frequéncia dos genes de viruléncia, em média
14,1 genes, ou 88,4% dos genes, enquanto S. sonnei apresentou 12,5 genes, ou 78,5% dos genes.
Os sorogrupos S. dysenteriae e S. boydii apresentaram em meédia 12,6 (78,7%) e 11,2 (70,3%)
genes, respectivamente. Uma distribuicao mais detalhada pode ser visualizada na TABELA 8.
Observou-se associagdo entre S. flexneri e a frequéncia de pelo menos 13 genes de viruléncia
analisados, com P <0.0001, risco relativo=2.215e¢ IC 95% = 1.482 a 3.312, além de associagao
entre S. sonnei e frequéncia menor do que 13 genes de viruléncia analisados, com P = 0.0017,

risco relativo = 2.833 e IC 95% = 1.441 a 5.572.

TABELA 8 — Caracterizacao quanto a quantidade de isolados de Shigella spp. e 0 nimero

de genes de viruléncia detectados

Nuamero de genes de viruléncia

Sorogrupos 8 11 12 13 14 15 Total

S. flexneri 0 0 4 5 1 17 27

S. sonnei 0 0 17 7 1 2 27

S. boydii 1 1 0 2 0 0 4

S. dysenteriae 0 0 2 3 0 0 5
Total 1 1 23 17 2 19 63

Analisando os dois sorogrupos mais prevalentes, os genes pic, set € sepA foram mais
detectados em S. flexneri do que em S. sonnei (pic: 63% vs. 11%, P =0.0002, com risco relativo
=7.556 ¢ IC 95% = 2.461 a 23.19; set: 67% vs. 11%, P <0.0001, com risco relativo = 6.000 ¢
IC 95% = 2.293 a 15.70; sepA: 100% vs. 56%, P = 0.0001, risco relativo = 1.714 e IC 95% =
1.301 a 2.260 (GRAFICO 4).
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GRAFICO 4 - Distribuiciio dos genes pic, set e sepA entre isolados de Shigella sonnei e

Shigella flexneri
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7.8 Avaliacao da resisténcia a antimicrobianos entre os isolados de Shigella spp.

O fenotipo de resisténcia a pelo menos um farmaco foi observado em 97% (61/63) dos
isolados de Shigella spp.. A maior taxa de resisténcia foi para a combinacao sulfametoxazol-
trimetoprima  (82,5%, 52/63), seguida de tetraciclina (79,4%, 50/63) e ampicilina (60,3%,
38/63). Taxas moderadas de resisténcia foram encontradas para cloranfenicol (47,61% - 30/63),
azitromicina (20,63% - 13/63), amoxicilina/acido clavuldnico (15,87% - 10/63) e cefalotina
(9,52% - 6/63). As cepas ndo apresentaram resisténcia aos antimicrobianos gentamicina,

amicacina, ceftriaxona, cefuroxima, ciprofloxacino e acido nalidixico (TABELA 9).
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TABELA 9 - Antimicrobianos analisados e as taxas de isolados de Shigella spp. resistentes.

Antimicrobianos % de resisténcia (n = 63)
SXT 82% (52/63)
TET 79% (50/63)
AMP 60% (38/63)
CLO 48% (30/63)
AZT 21% (13/63)
AMC 16% (10/63)
CEF 9% (6/63)
CN 0%
AK 0%
NA 0%
CIP 0%
CRO 0%
CXM 0%
Sensivel a todos 3% (2/63)

NA = 4cido nalidixico, AK = amicacina, AMC = amoxicilina/acido clavulanico, AMP = ampicilina, AZT =
azitromicina, CEF = cefalotina, CRO = ceftriaxona, CXM = cefuroxima, CIP = ciprofloxacino, CLO =
clorafenicol, CN = gentamicina, SXT = sulfametoxazol-trimetoprima, TET = tetraciclina.

O fenodtipo de resisténcia antimicrobiana variou entre os diferentes sorogrupos de
Shigella. Cepas de S. sonnei foram resistentes a sulfametoxazol/trimetoprima, tetraciclina,
ampicilina e cloranfenicol em 85% (23/27), 74% (20/27), 37% (10/27) e 18% (5/27) dos
isolados, respectivamente, enquanto a resisténcia a estes farmacos foi maior entre os isolados
de S. flexneri, sendo 93% (25/27) para tetraciclina e 89% (24/27) para os demais.

Observou-se associacao significante entre S. flexneri e resisténcia a 1) ampicilina, com

P <0,0001, risco relativo 5,622 e IC= 1,889 a 16,73; e 2) cloranfenicol com P < 0,0001, risco
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relativo = 9,379 e IC 95% = 3,143 a 27,99. Observou-se também associagdo significante entre
S. sonnei e resisténcia a azitromicina, com P = 0,0100, risco relativo = 2,262 e IC 95% = 1,389
a 3,685. Cepas de S. boydii e S. dysenteriae nao foram associadas com nenhum antimicrobiano.

Todos os isolados foram sensiveis aos outros antimicrobianos testados (GRAFICO 5).

GRAFICO 5 - Comparacao da resisténcia aos antimicrobianos entre os sorogrupos mais

prevalentes de Shigella spp.
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AMP = ampicilina, AZT = azitromicina, CEF = cefalotina, CLO = clorafenicol, SXT = sulfametoxazol-
trimetoprima, TET = tetraciclina.

A avaliacdo quantitativa da resisténcia, de acordo com quantidade de antimicrobianos
aos quais os isolados sdo resistentes, foi realizada entre os sorogrupos de Shigella spp.. Cerca
de 70% (44/63) dos isolados foram classificados como resistentes a pelo menos trés
antimicrobianos, sendo a maioria (55%, 24/44) destes isolados de S. flexneri. 58% (11/19) dos
isolados resistentes a até dois antimicrobianos eram S. sonnei (TABELA 10). O fenotipo de
resisténcia a trés ou mais farmacos antimicrobianos foi associado com o sorogrupo S. flexneri
(P = 0,0054, risco relativo = 1,600 e IC 95% = 1,160 a 2,206). Os perfis de resisténcia mais
frequentes foram: a) sulfametoxazol/trimetoprima + tetraciclina em isolados resistentes a dois;
b) sulfametoxazol/trimetoprima + tetraciclina + ampicilina em isolados resistentes a trés; e c)
sulfametoxazol/trimetoprima + tetraciclina + ampicilina + cloranfenicol em isolados resistentes

a quatro antimicrobianos.
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TABELA 10 — Caracterizacio quanto ao numero de antimicrobianos aos quais os

sorogrupos de Shigella spp sao resistentes.

Numero de S. S. S. S.

antimicrobianos  flexneri  sonnei  boydii  dysenteriae Total
0 0 1 (50%) 0 1 (50%) 2 (3%)
1 2(33%) 2(33%) 2(33%) 0 6 (9%)
2 1 (9%) 8(73%) 0 2 (18%) 11 (17%)
3 3 (25%) 7 (58%) 0 2 (17%) 12 (19%)
4 16 (64%) 8(32%) 1(4%) 0 25 (40%)
5 5(72%) 1(14%) 1 (14%) 0 7 (11%)

Total 27 27 4 5 63

Dentre os 63 isolados, 68,2% (43/63) apresentaram fendtipo de multirresisténcia
(resisténcia a pelo menos um farmaco de trés classes diferentes de antimicrobianos), sendo
55,8% (24/43) classificados como S. flexneri, 37,2 % (16/43) como S. sonnei, 4,6 % (2/43)
como S. dysenteriae e 2,3 % (1/43) como S. boydii. Obteve-se associagdo entre S. flexneri e
multirresisténcia, com P = 0,0027, risco relativo = 1,684 ¢ IC 95% 1,203 a 2,358. Os
antimicrobianos  mais  prevalentes dos perfis de  multirresisténcia  foram:

sulfametoxazol/trimetoprima, tetraciclina, ampicilina, cloranfenicol e azitromicina.

7.9 Analise de associacao entre viruléncia e resisténcia antimicrobiana nos isolados de
Shigella spp.

A avaliagdo de potencial correlagdo entre viruléncia e resisténcia antimicrobiana
mostrou que os genes de viruléncia pic, set € sepA possuem correlagdo com a resisténcia a trés
ou mais antimicrobianos (TABELA 11). A anélise de associagdo estatistica entre presenga do
gene pic e resisténcia a pelo menos trés antimicrobianos diferentes mostrou significancia
estatistica com P = 0,0029, risco relativo = 1,634, IC 95% = 1,244 a 2,147. Para o gene set, a
mesma correlacdo mostrou P =0,0012, risco relativo = 1,702, IC 95% = 1,279 a 2,265. Para o
gene sepA, a mesma correlacao mostrou P = 0,0081, risco relativo = 1,979, IC 95% = 1,047 a

3,741.
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TABELA 11 - Distribuicdo da resisténcia a trés ou mais antimicrobianos e a presenc¢a dos

genes pic, set e sepA entre os isolados de Shigella spp.

Resisténcia a dois ou Resisténcia a trés ou mais

menos quaisquer quaisquer Total
antimicrobianos antimicrobianos
Presenca do gene pic 1 (5%) 19 (95%) 20
Presenca do gene set 1 (5%) 21 (95%) 22
Presenca do gene sepA 10 (21%) 38 (79%) 48

Além disso, 5% (1/20) dos isolados de Shigella spp. que continham os trés genes genes
de viruléncia pic, set e sepA possuiam resisténcia a dois ou menos quaisquer antimicrobianos,
enquanto 57% (25/44) dos 1solados de Shigella spp. que ndo continham os trés genes possuiam
resisténcia a trés ou mais antimicrobianos. A anélise de associagdo entre presenca concomitante
dos genes de viruléncia pic, set e sepA e resisténcia a pelo menos trés antimicrobianos diferentes
mostrou significancia estatistica com P = 0,0028, risco relativo = 0,1158, IC 95% = 0,01663 a
0,8063.

Quando analisada a quantidade de genes de viruléncia detectados entre os isolados de
Shigella spp. e sua relagdo com a resisténcia antimicrobiana, observou-se uma tendéncia de
maior prevaléncia de genes de viruléncia em isolados resistentes a maior quantidade de
antimicrobianos (GRAFICO 6). Observou-se 80% dos genes de viruléncia analisados com
associacao estatistica entre resisténcia a pelo menos trés antimicrobianos e frequéncia acima

de, com P =0,0233, risco relativo = 1,912 e IC 95% = 1,030 a 3,552.
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GRAFICO 6 — Relacdo da resisténcia a mais de dois antimicrobianos e a quantidade de

genes de viruléncia de cada isolado de Shigella spp.
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A quantidade de genes de viruléncia dos isolados de Shigella sp. foi associada

diretamente com quantidade de antimicrobianos aos quais os isolados sdo resistentes,

mostrando valor de r de Pearson = 0,4354 ¢ P = 0,0004.

Quando investigadas associa¢des entre a resisténcia a antimicrobianos especificos ¢ a

maior prevaléncia de genes de viruléncia analisados em cada isolado de Shigella spp., observou-

se variagdo das diferencas para cada antimicrobiano (GRAFICO 7), com associac¢io

significante entre resisténcia a cloranfenicol e prevaléncia acima de 80% dos genes de

viruléncia analisados, com P = 0,0042, risco relativo = 1,886 ¢ IC 95% = 1,219 a 2,916.
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GRAFICO 7 - Distribuiciio da resisténcia a antimicrobianos especificos entre os isolados
de Shigella spp. com prevaléncia acima ou abaixo de 80% dos genes de viruléncia

analisados.
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AMP = ampicilina, AZT = azitromicina, CEF = cefalotina, CLO = clorafenicol, SXT = sulfametoxazol-
trimetoprima, TET = tetraciclina.

Nenhum dos sintomas clinicos investigados foi associado a maior resisténcia
antimicrobiana dos isolados de Shigella spp. Entre os isolados resistentes a pelo menos trés
diferentes antimicrobianos, 53% (23/43) apresentaram sangue nas fezes, 72% (31/43)
apresentaram intensa dor abdominal, 70% (30/43) apresentaram vOmitos e 95% (41/43)
apresentaram febre. Entre os isolados resistentes a até dois diferentes antimicrobianos, 32%
(6/19), 68% (13/19), 84% (16/19) e 100% apresentaram sangue nas fezes, intensa dor

abdominal, vomitos e febre, respectivamente.

7.10 Avaliagao clinica e determinantes microbianos de Shigella

No formulério de avaliagao clinica, analisaram-se as manifestagcdes clinicas além da
diarreia (presenga de sangue nas fezes, intensas dores abdominais, vomitos e febre) nas criangas
a fim de caracterizar o grau de severidade da doenca. Além disso, investigou-se a duragao da
diarreia na crianga reportada pelo responsavel no momento do atendimento. Das 62 criangas
analisadas, 47% (29/62) apresentaram sangue nas fezes, 69% (43/62) reportaram intensa dor

abdominal, 74% (46/62) descreveram a ocorréncia de vomito e 97% (60/62) reportaram febre.
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Quanto a duracdo da diarreia, a maioria (66%) reportou diarreia até dois dias antes do

atendimento (TABELA 12).

TABELA 12 — Caracterizacao quanto aos sintomas clinicos das criancas com diarreia

diagnosticadas com Shigella spp.

Sintomas clinicos Sim Nao Total
Febre 60 2
Dor abdominal 43 19
Sangue nas fezes 29 33
Vomito 46 16

62 (100%)
Duracio da diarreia

Até 2 dias 41 (66%) 21
De 3 a 7 dias 16 (26%) 46
Acima de 7 dias 5 (8%) 57

62 (100%)

*Nao foi possivel obter o0 dado de uma crianca

Quanto a duracdo da diarreia reportada ao momento do atendimento, das 21 criangas
que reportaram diarreia com dura¢do acima de dois dias, 11 (52,38%), 7 (33,33%), 2 (9,52%)
e 1 (4,76%) foram diagnosticadas com S. flexneri, S. sonnei, S. boydii e S. dysenteriae,
respectivamente. Das 41 criancas que reportaram diarreia com duragdo de até dois dias, 15
(36,58%), 20 (48,78%), 2 (4,87%) e 4 (9,75%) foram diagnosticadas como S. flexneri, S. sonnei,
S. boydii e S. dysenteriae, respectivamente. Nao houve associacdo com nenhuma das
classificagdes de duracao de diarreia e sorogrupos de Shigella spp..

Quando analisadas as manifesta¢des clinicas em relacdo ao sorogrupo de Shigella
envolvido, percebeu-se uma maior frequéncia dos sintomas em criangas infectadas pela S.
flexneri, em relagdo a S. sonnei (GRAFICO 8). Das 26 criangas infectadas por S. flexneri, 15
(58%) apresentaram sangue nas fezes e 21 (81%) referiram vomitos, enquanto das 27 criangas
infectadas por S. sonnei, 12 (44%) tiveram presenga de sangue nas fezes e 17 (63%) referiram
vomitos. Apesar de maiores proporgoes, tais sintomas (presenca de sangue nas fezes e vomitos)
ndo tiveram proporgdes estatisticamente significantes com o sorogrupo S. flexneri. Entretanto,

o sorogrupo S. flexneri mostrou associacao com a ocorréncia de intensas dores abdominais com
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P = 0,0491, risco relativo = 2,435 e IC 95% = 0,9698 a 6,090. Das 26 criangas infectadas por
S. flexneri, 22 (84%) apresentaram intensas dores abdominais. Nao houve associacdo estatistica

com nenhum dos outros sintomas clinicos investigados e sorogrupos de Shigella spp..

GRAFICO 8 - Frequéncia das manifestacdes clinicas (presenca de sangue nas fezes, dor
abdominal intensa, vomito e febre) em criancas infectadas pelos sorogrupos Shigella

flexneri e Shigella sonnei

100+

E& Shigella flexneri

754 EA Shigella sonnei

50+

257 * P =0,0491

% individuos com manifestacoes clinicas

presenca desangue  dor abdominal vomitos febre
nas fezes intensa

Quando comparadas as frequéncias das manifestagdes clinicas com a ocorréncia dos
genes de viruléncia estudados, 53% (25/47) dos individuos infectados com isolados contendo
0 gene sepA apresentaram sangue nas fezes, enquanto apenas 26% (4/15) dos individuos sem
este gene tinham a mesma manifestacao. 78% (37/47) dos individuos infectados com isolados
contendo o gene sepA referiram intensa dor abdominal, enquanto apenas 40% (6/15) dos
individuos sem este gene tinham a mesma manifestagdo. 74% (35/47) dos individuos infectados
com isolados contendo o gene sepA referiram vomitos, enquanto 73% (11/15) dos individuos
sem este gene tinham a mesma manifestacdo. 95% (45/47) dos individuos infectados com
isolados contendo o gene sepA referiram febre, enquanto 100% (15/15) dos individuos sem este
gene tinham a mesma manifestagdo. A presenca do gene sepA foi associada a presenca de
intensas dores abdominais (P = 0,0087, risco relativo = 1,635 IC 95% = 1,049 a 2,547). Tais
resultados sdo independentes das espécies de Shigella (GRAFICO 9).
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GRAFICO 9 - Frequéncia das manifestacdes clinicas (presenca de sangue nas fezes, dor
abdominal intensa, vomito e febre) em criancas infectadas por espécies de Shigella spp.

que continham ou nio o gene sepA.

E&] Presenca do gene sepA
E=] Auséncia do gene sepA
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* P =0,0087
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A andlise pelo programa CART das combinagdes de genes de viruléncia associadas as
manifestagdes clinicas mostrou uma combinagao correlacionada com presenga de sangue nas
fezes, composta pelos genes sepA, sigA e ial (P =0,0202 RR = 2,124 IC 95% 1,073 a 4,203)
(FIGURA 11). Para esta arvore, o gene sepA foi o mais forte preditor para a ocorréncia de
sangue nas fezes, por aparecer na divisao inicial do nodo de origem. As combinagdes geradas
para associacdo com o sintoma dores abdominais intensas iniciavam pela presenga do gene
sepA, o qual isoladamente foi associado com esta manifestacao clinica. Tais resultados sao
independentes das espécies de Shigella. Além disso, nenhuma combinacdo de genes foi

associada com os sintomas febre e vomitos.
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FIGURA 11 — Arvore de decisio construida pelo programa CART (Arvore de
Classificaciao e Regressao) combinando genes de viruléncia de Shigella sp. e presenca de

sangue nas fezes das criancas analisadas.

Class N %
blood yes 29 468
blood no 33 532

N =62

Absence of sepA I_ Presence of sepA
Absence of sigA [— Presence of sigAd

Absence of ial Presence of ial

Class N %
blood yes 22 595
bloodno 15 405

N=37

* P=0.0202
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8. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou a viruléncia e a resisténcia antimicrobiana de cepas de
Shigella spp. isoladas de criangas com diarreia moderada a grave atendidas no Hospital Infantil
Albert Sabin e no Centro de Assisténcia a Crianga Dra Lucia de Fatima R. G. Sa durante o
periodo de abril de 2008 a maio de 2009 em Fortaleza, Ceard, Brasil.

A diarreia moderada a grave ainda representa um grande problema de satide publica,
principalmente em paises em desenvolvimento, e diversos estudos demonstram associacao de
eventos de diarreia com desenvolvimento fisico e cognitivo prejudicados (FISHER et al., 2012;
KEUSCH et al., 2013; RICHARD et al., 2013;). A defini¢ao de diarreia utilizada no presente
estudo - ocorréncia de trés ou mais fezes liquidas por no minimo 24 horas anteriores ao
atendimento - estd em acordo com outros estudos de impacto que avaliaram o problema
(BAKER et al., 2014; KOTLOFF et al., 2013).

A importancia das espécies de Shigella spp. para o impacto da diarreia ¢
consideravelmente significante e a populagdo infantil ¢ a mais afetada (ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2005; KOTLOFF et al., 2013). A populacio deste estudo teve a
investigacao etioldgica bacteriana da diarreia avaliada em trabalho ja publicado. Os resultados
mostraram que Shigella sp. foi a causa mais predominante de diarreia no estudo, com 16,4 %
(60/366), seguido de Campylobacter sp. (6,0%, 22/366), Escherichia colindo - O157:H7 (5,7%,
21/366) e Salmonella sp. (2,2%, 8/366) (QUETZ et al., 2012).

A natureza epidemiologica transversal do presente estudo limitou a determinagdo de
associacoes entre algumas variaveis, como entre as diferentes espécies de Shigella spp. ¢ a
ocorréncia de diarreia. Nao foi possivel também estabelecer relagdes causais entre os
parametros e fendmenos aqui avaliados. Desenhos experimentais caso-controle e coorte
poderiam responder tais questionamentos. (LEVIN et al., 2006). Contudo, estudos transversais
tém a capacidade de caracterizar um fendmeno em determinado tempo e espago, levantando
rapidamente hipoteses pertinentes a serem avaliadas em modelos mais complexos
posteriormente (AVACHAT et al., 2011).

Os isolados de Shigella spp deste estudo foram previamente identificados por meios de
cultura tradicionais e provas bioquimicas (QUETZ et al., 2012). O uso da microbiologia
convencional para identificagdo de Shigella spp. ¢ ainda considerado o padrao-ouro para o
diagnostico microbiologico € o mais comumente empregado nos laboratorios clinicos de rotina

(KONEMAN et al., 2008). Entretanto, varios estudos nos ultimos anos tém mostrado as



70

vantagens da biologia molecular, principalmente em sensibilidade, especificidade e rapidez de
resultados (LINDSAY et al., 2015; MOKHTARI et al., 2012; THIEM et al., 2001). Em estudo
multicéntrico realizado na Asia, os autores apontaram que o DNA de Shigella pdde ser
detectado em até um ter¢o de amostras com diagnodstico microbioldgico convencional negativo
(SEIDLEN et al., 2006). Dessa forma, o numero amostral de isolados de Shigella spp. deste
estudo ndo representa a estimativa real. Todavia, € preciso destacar ainda as limitagdes sobre o
diagnostico molecular de shigelose. Ainda ndo héd consenso sobre uma abordagem molecular
que possa diferenciar de forma segura Escherichia coli enteroinvasiva e Shigella spp. (LIMA
et al., 2015). A maioria dos estudos de diagnostico molecular de shigelose utilizam como alvo
o gene ipaH, gene presente nos dois patogenos que codifica componente do complexo de
invasao celular (LI et al., 2009; LIMA et al., 2016; MOKHTARI et al., 2012; OJHA et al.,
2013; RANJBAR et al., 2014; THIEM et al., 2001; ZHAO et al., 2013).

A investigacdo da ocorréncia de coinfecgdes ¢ de extrema importancia no estudo das
infeccdes entéricas, principalmente em paises em desenvolvimento, onde existe constante
exposicao a diversos patogenos do ambiente (GUERRANT et al., 2013). Neste estudo, a
investigacdo da etiologia bacteriana identificou apenas duas amostras com outros patégenos,
além de Shigella sp, equivalente a 3% (2/63), sendo um com coinfec¢ao por Campylobacter sp
e outra com Escherichia coli ndo - O157:H7. Dessa forma, a partir das ferramentas de analise
utilizadas, ndo se observou contribui¢ao consideravel de coinfecgdes nesta populagao.

A distribui¢do de sorogrupos de Shigella spp. neste estudo mostrou altas e iguais
proporcoes de S. flexneri e S. sonnei, enquanto S. boydii e S. dysenteriae mostraram-se
consideravelmente inferiores. No mundo, a presenga de S. flexneri ¢ maior em paises em
desenvolvimento, enquanto S. sonnei ¢ mais predominante em paises desenvolvidos (NYOGI
etal., 2005). As hipdteses que explicam tal fendmeno foram recentemente revisadas, indicando
que a protecao por imunidade adquirida em individuos de paises em desenvolvimento contra S.
sonnei pode desempenhar importante papel. Além disso, a protecao de S. sonnei em amebas
confere vantagem para sobrevivéncia deste sorogrupo frente ao tratamento quimico em aguas
de paises desenvolvidos (THOMPSON et al., 2015).

No Brasil, devido a vasta extensdao territorial e suas profundas diferencas
socioeconOmicas entre as regioes, a distribui¢do de sorogrupos de Shigella spp. varia. Enquanto
em Minas Gerais e em Sao Paulo, ha alta prevaléncia de S. sonnei (PENNATI et al., 2007;
SOUSA etal., 2013), no Amazonas, Piaui ¢ Ronddnia, ha predominio de S. flexneri (DA CRUZ
et al., 2014; NUNES et al., 2012; SILVA et al., 2008).
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Neste contexto, propor¢des similares de S. sonnei e S. flexneri na populagao de estudo
apontam para uma provavel fase de transicao socioecondmica de Fortaleza, tendo em vista que
estudos anteriores na mesma cidade haviam detectado uma maior prevaléncia (70%) de S.
flexneri (LIMA, 1995). Na China, o progresso socioecondmico de industrializagdo nos ultimos
dez anos ja foi associado a uma mudanca de distribui¢ao de sorogrupos de Shigella spp., com
reducdo de S. flexneri e ascensao de S. sonnei (QIU et al., 2015). Ram e colaboradores (2008)
mostraram esta tendéncia econdmica ap0ds analise de 56 estudos e associagdo do produto interno
bruto (PIB) e propor¢do de S. somnmei. Em Fortaleza, postulamos que o progresso
socioeconomico, reflexo da mudanca no padrdo de sorogrupos de Shigella spp., pode estar
relacionado a melhorias em saneamento bdsico, tratamento de alimentos, dguas e cuidados
higiénicos, corroborando com as hipoteses bioldgicas apresentadas para a distribuicao de S.
sonnei e S. flexneri em diferentes paises (THOMPSON et al. 2015).

A deteccdo de S. dysenteriae na populagdo de estudo, apesar de baixa, deve alertar para
possiveis disseminagdo deste sorogrupo no ambiente, sendo objeto de preocupacao de saude
publica. A maioria dos 6bitos associados a shigelose sdo causados por Shigella dysenteriae.
Entretanto, entre as cepas de S. dysenteriae, o sorotipo 1 € tido como o principal agente causador
da forma mais grave de shigelose, (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2005). Neste
estudo, todos os cinco isolados de S. dysenteriae foram classificados como sorotipo 2. A baixa
prevaléncia de S. boydii verificada neste estudo também estd em acordo com estudos prévios.
Este sorogrupo ¢ mais comumente restrito a Bangladesh e Sudeste Asiatico (ANDERSON et
al., 2016; LIMA et al., 2015).

A caracterizagao clinica da shigelose ¢ descrita como uma inflamacao intestinal aguda
resultando em fortes dores abdominais, febre, vomitos e diarreia sanguinolenta (SANSONETI
etal., 2006). Corroborando com a literatura, neste estudo, observou-se uma alta prevaléncia dos
sintomas febre, dor abdominal, vomito e sangue nas fezes nas criangas. A maioria dos casos foi
de criangas que procuraram o atendimento apos dois dias de diarreia, evidenciando a natureza
aguda e a severidade clinica caracteristicas da shigelose (MAURELLI et al., 2013). Entre os
sorogrupos, S. flexneri foi associado com intensas dores abdominais. Classicamente, a infec¢ao
por S. dysenteriae € associada como a forma mais grave e a infecgdo por S. flexneri €, em geral,
mais grave do que a infeccao por S. sonnei (NIYOGI et al., 2005). Devido ao reduzido numero
de amostras diagnosticadas como S. boydii e S. dysenteriae, nao foi possivel uma analise mais

precisa da ocorréncia de sintomas nestes quadros.
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O uso de escores clinicos para a caracterizagdo da severidade das doencas diarreicas ¢
objeto de estudo de varios trabalhos, sendo preditores de relevantes desfechos da saude infantil
(LEE et al., 2016). Recentemente, um modelo de avaliacdo da severidade de diarreia da
comunidade incluiu duragdes do periodo febril, anorexia, vomito e fezes liquidas, além de
numero de fezes por dia (LEE et al., 2014). No presente estudo, ndao foi utilizado nenhum
modelo de escores clinicos de diarreia. A aplicacao de questionarios de investigagao clinica em
consonancia com modelos de escores clinicos para diarreia da literatura ajudaria na melhor
otimizagdo e comparacao dos dados deste trabalho. Contudo, as manifestacdes clinicas aqui
investigadas estdo em consonancia com o preconizado pelo ultimo consenso internacional para
o algoritmo de manejo da diarreia infantil, com excecao da auséncia de anélise de desidratagao
(VECCHIO et al., 2016).

A situagdo socioecondmica das criancas do estudo foi caracterizada somente quanto a
renda mensal familiar. Outros parametros, como tipo de moradia, nivel de escolaridade e
condi¢gdes de saneamento basico sdo utilizados por outros estudos. O baixo valor médio
encontrado da renda mensal e os enderecos residenciais das familias indicam uma
predominancia de baixo nivel socioecondmico da populagdo do estudo. A associacdo de
infeccdes entéricas com pobreza estd consolidada na literatura (BHUTTA et al., 2014). Neste
estudo, a renda mensal familiar abaixo do salario minimo foi associada a infec¢do por S.
flexneri, enquanto a renda mensal familiar acima do salario minimo foi associada com S. sonnei.
Embora ndo haja na literatura dados de renda mensal comparados a deteccao de sorogrupos de
Shigella em um mesmo local, tal achado corrobora com os indicativos de que Shigella sonnei
¢ mais frequente em areas mais desenvolvidas e Shigella flexneri em areas menos desenvolvidas
(NYOGI et al., 2005). Este resultado sugere que, mesmo dentro de uma mesma regido, podem
haver diferentes nichos de Shigella spp. Nao obstante, € importante notar que a populacao deste
estudo foi provavelmente composta por criangas predominantemente de nivel socioecondmico
baixo, devido as caracteristicas dos postos de atendimento médico analisados. Além disso, a
baixa renda mensal familiar média e o fato de ndo existirem criangas de bairros com IDH alto
reforgam tal observacao neste estudo. Dessa forma, a partir de tal viés, € preciso considerar que
os dados aqui relatados sdo caracteristicos de shigelose em criangas de baixa renda de Fortaleza.

A distribuicao geografica de Shigella spp. ¢ investigada em diversos estudos,
principalmente com o objetivo de identificar fatores de risco € mecanismos de transmissao
especificos entre as espécies para o ciclo da shigelose (EMCH et al., 2008; KIM et al., 2008;
TANG et al., 2014). Emch e colaboradores (2008) identificaram diferentes perfis de localizagdo
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para S. flexneri e S. dysenteriae em Bangladesh, sugerindo diferentes modos de transmissao.
No presente estudo, os dados sugerem que cepas de S. flexneri se distribuem de forma diferente
em relagdo a cepas de S. sonnei em Fortaleza, Ceara. Embora a associacao de S. sonnei com
paises desenvolvidos e S. flexneri com paises em desenvolvimento ja tenha sido largamente
demonstrada, o presente estudo indica, a partir da associacdo de S. flexneri com criangas com
baixa renda mensal familiar em relagdo as criangas infectadas por S. sonnei, ¢ da andlise dos
enderecgos residenciais destas familias, que esta diferenciagdo pode acontecer dentro de uma
mesma cidade.

Neste estudo, a maior severidade da shigelose foi associada com S. flexneri. Além disso,
este mesmo sorogrupo foi associado a menor renda mensal familiar e potencialmente a diferente
localizagdo geografica. O conjunto destes dados sugerem um mecanismo adaptativo especifico
da S. flexneri em relagdo a S. sonnei com potencial associacdo entre colonizagao ambiental e
viruléncia em Fortaleza, Ceard, Brasil. Os mecanismos adaptativos especificos de cada espécie
de Shigella spp. devem ser melhor investigados, como sugerido em recente revisao sobre o tema
(ANDERSON et al., 2016).

Viérios estudos t€m sido realizados para o desenvolvimento de técnicas moleculares para
a detecgao de genes de viruléncia de isolados de Shigella spp., sendo principalmente reagdes de
PCR (CASABONNE et al., 2016; DA CRUZ et al., 2014; FARSHAD et al., 2006; GHOSH et
al., 2014; NAVE et al., 2016). Neste contexto, € preciso compreender a real significancia dos
estudos de deteccdo de genes de viruléncia para o entendimento da patogénese de
microorganismos. Edberg (2009) questiona: a presenca de genes de viruléncia significa que
estes genes serdo ativos? Devido aos variados processos de regulacdo da expressdao génica
existentes, por meio de fatores ambientais, a simples presenga de um gene nao significa que
este sera expresso em proteinas e exercera sua fungdo. Dessa forma, o impacto clinico destas
analises deve ser sempre ponderado (EDBERG et al., 2009).

As metodologias de detec¢ao de genes de viruléncia em amostras clinicas de shigelose
envolvem a escolha de genes reconhecidamente relacionados a uma maior viruléncia do
microorganismo e/ou severidade da doenga. O presente estudo destaca-se pelo ineditismo no
desenvolvimento de metodologia composta por quatro PCR multiplas capaz de detectar até 16
genes de Shigella. Na literatura, a vasta maioria dos estudos de Shigella avalia apenas, em
média, cinco genes de viruléncia (FARSHAD et al., 2006; GHOSH et al, 2014; LLUQUE et
al., 2015; SANGETA etal., 2014; SILVA et al., 2008; SOUSA et al., 2013). Dois estudos mais
recentes desenvolveram painel com 11 e 12 genes (CASABONNE et al., 2016; NAVE et al.,
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2015). Embora reconheca-se as limitagdes de estudos de detecgdo de genes de viruléncia frente
a investigagdes gendmicas mais modernas (THE et al., 2016), o foco no desenvolvimento de
protocolos de deteccdo de genes de viruléncia pode ser de extrema utilidade para
microbiologistas ¢ médicos, podendo ajudar no entendimento da patogénese € monitoramento
clinico-epidemioldgico de maneira mais simples.

Neste estudo, observou-se uma alta prevaléncia dos genes de viruléncia dos isolados de
Shigella spp. Entre os sorogrupos, S. flexneri foi associada a maior quantidade de genes de
viruléncia detectados, corroborando com estudo realizado em criancas do Peru (LLUQUE et
al., 2015). Ademais, este dado corrobora com os resultados da avaliagdo clinica na populagao
deste estudo, onde S. flexneri foi associada a maior severidade (elevada frequéncia de intensa
dor abdominal). O sorogrupo S. boydii apresentou menor média de genes de viruléncia
detectados. Embora o numero amostral deste sorogrupo seja pequeno, S. boydii ¢ descrita como
0 sorogrupo menos virulento, sendo responsavel pela menor parcela dos casos de diarreia
causados por Shigella spp. (KANIA et al., 2016).

Diversos estudos tém investigado genes de viruléncia de Shigella spp. proveniente de
amostras clinicas de diferentes locais do mundo, como Argentina (CASABONNE et al., 2016),
Costa do Marfim (ANTOINE et al., 2010), India (GHOSH et al., 2014; ROY et al., 2006;
SANGEETHA etal., 2014), Ira (FARSHAD et al., 2006; NAVE et al., 2016), Malasia (THONG
et al., 2005) e Peru (LLUQUEE et al., 2015). A maioria destes estudos focou mais na deteccdo
dos genes codificadores das enterotoxinas de Shigella, gene set (enterotoxina 1 de Shigella —
ShET1) e gene sen (enterotoxina 2 de Shigella — ShET2), além dos genes ipaH ¢ ial, envolvidos
na expressao de proteinas componentes do complexo de invasdo celular. A associacdo da
presenca de genes de viruléncia especificos com desfechos clinicos da doenga ou fatores
epidemiologicos nao foi encontrada em nenhum destes estudos, mesmo naqueles que
englobaram a analise mais diversa de genes de viruléncia, de Nave (2016) e Casabonne (2016).

No Brasil, apenas trés estudos ja investigaram genes de viruléncia em isolados de
Shigella spp., um na regido Sudeste, estado de Minas Gerais (SOUZA et al., 2013), e os outros
dois na regido Amazonica, Manaus e Porto Velho (CRUZ et al., 2014; SILVA et al., 2008).
Entretanto, o baixo nimero de genes de viruléncia analisados, média de aproximadamente 7
genes por estudo, deixa ainda grandes lacunas no entendimento da viruléncia de Shigella spp.
no Brasil. Além disso, a auséncia de estudos de viruléncia no Nordeste Brasileiro, regido menos
desenvolvida economicamente do pais, refor¢ca a importancia do conhecimento gerado pelo

presente estudo.
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No estudo de Cruz e colaboradores (2014), realizado com criangas com diarreia da
cidade de Manaus, Brasil, houve associagdo da presenca de genes de Shigella sp. com
sintomatologia clinica, sendo o gene set relacionado a desidratagdo e o gene sen com presenca
de sangue nas fezes. Neste sentido, os dados deste trabalho reforcam o envolvimento do gene
set para a maior severidade da shigelose, a partir da associa¢do da presenca concomitante de
set, pic € sepA com intensas dores abdominais.

Neste estudo, o gene ipaH, principal alvo de identificagdo de Shigella sp. empregado
em estudos moleculares (KINGOMBE, 2005), foi detectado em todas as amostras,
corroborando com os dados de varias analises (LLUQUE et al., 2015; FARSHAD et al., 2006;
GHOSH et al., 2014; NAVE et al., 2016; SANGHETA et al., 2014; SOUSA et al., 2013;
THONG et al., 2005). Alguns trabalhos exibem uma taxa de deteccdo acima de 90% deste gene
para isolados de Shigella sp. (ANTONIE et al., 2010; CASABONNE et al., 2016).

A alta prevaléncia de diversos genes analisados neste trabalho corrobora com achados
de outros estudos que realizaram diagnodstico destes marcadores em diferentes populagdes:
ipaA-Cs (FARSHAD et al., 2006; SILVA et al., 2008), ia/ (GHOSH et al., 2014; SANGETA
et al., 2014), icsA (LLUQUE et al., 2015), sen (AHMED et al., 2006; GHOSH et al., 2014;
LLUQUE et al., 2015) e virF" (GHOSH et al., 2014). Nao foi encontrado nenhum estudo que
tenha analisado os genes icsB e virB.

A ndo deteccao do gene da toxina Shiga 1 (s#x) nos isolados corrobora com os dados
obtidos em estudo feito na India (SANGHETA et al., 2014). Este gene esta associado a S.
dysenteriae tipo 1. Entretanto, no presente estudo, todos os 5 isolados de S. dysenteriae foram
classificados como subtipo 2.

A deteccao dos genes de viruléncia set, pic e sepA foi associada a S. flexneri, reforgando
a importancia destes genes para a patogénese de S. flexneri. A maior frequéncia do gene set em
S. flexneri foi relatada em varios estudos (AHMED et al., 2006; LLUQUE et al., 2015; SOUSA
et al., 2013). A enterotoxina 1 de Shigella, ShET1, codificada pelo gene set presente no
cromossomo, esta envolvida nos efeitos relacionados a indugdo de secrecdo intestinal e
consequente diarreia aquosa em shigelose (FARFAN et al., 2012). Os estudos de Lluque (2015)
e Nave (2016) identificaram o gene pic apenas em isolados de S. flexneri, corroborando com os
achados aqui apresentados. A proteina Pic (Protein Involved in Colonization) ¢ uma protease
de Enterobacteriaceae do grupo das serino-proteases autransportadoras, tem atividade de
mucinase (HARRINGTON et al., 2009), ¢ associada a patogénese de Escherichia coli

enteroagregativa (BEHRENS et al., 2002) e mais recentemente foi relacionada a inibicao da
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resposta imune por inativagdo do sistema complemento (ABREU et al., 2015). Zhang e
colaboradores (2013) mostraram que a delecdo do gene pic em S. flexneri leva a reducao da
capacidade invasiva em células HeLa.

A associagdo do gene sep4 com S. flexneri no presente estudo também corrobora com
os dados de Lluque (2015) e Nave (2016). A proteina SepA também ¢ outra protease do mesmo
grupo da Pic, sendo caracterizada na patogénese de Shigella com fungao de invasao celular e
inducdo de inflamag¢ao (FAHERTY et al., 2012). A presenga do gene sepA isoladamente em
cepas de Shigella spp. foi associada a intensas dores abdominais na populacdo do estudo.
Corroborando com a importancia deste gene para a patogénese em shigelose, a analise de
classificagdo e regressao baseada em arvores de decisdo por meio do programa CART mostrou
que o gene sepA também estava presente na combinagdo de genes de viruléncia associada com
a presenga de sangue nas fezes, junto com os genes sig4 e ial. Esta combinagdo apresenta o
gene sepA como principal preditor para o desfecho analisado (presenca de sangue nas fezes),
pois esteve presente no primeiro no da arvore de decisao (GUPTA et al., 2016). Tal observacao
também reforca a ideia de que, entre os fatores de viruléncia analisados do estudo, a proteina
SepA contribui de forma destacada para a patogénese da shigelose em Fortaleza, Ceard. Em
outro trabalho de combinacdes de genes de viruléncia associados a diarreia infantil, sendo com
Escherichia coli enteroagregativa - EAEC, o gene sepA foi também o maior preditor de diarreia
(BOISEN et al., 2012). Além disso, SepA estava presente no genoma da E. coli produtora de
toxina Shiga, responsavel por surto de sindrome hemolitica urémica com varias mortes na
Europa em 2011 (FRANK et al., 2011).

O presente estudo avaliou também o fenotipo de resisténcia dos isolados a varios
antimicrobianos. A resisténcia antimicrobiana em isolados de Shigella sp. vem sendo
amplamente descrita e € apontada como uma das mais importantes preocupagdes para o controle
da shigelose atualmente (ANDERSON et al., 2016; THOMPSON et al., 2015).

O teste de sensibilidade a antimicrobianos (TSA) pelo método de difusao em disco, de
acordo com instrugdes do CLSI, ¢ largamente utilizado por varios estudos da area (SANGETA
et al., 2014; SOUSA et al., 2013). Neste trabalho, o TSA foi empregado, utilizando discos de
antimicrobianos escolhidos de acordo com a pratica clinica, literatura cientifica e as
recomendagoes da OMS, ESPGHAN e Ministério da Saude Brasileiro.

Em relagdo aos resultados do referido método, o presente estudo mostrou que os
isolados de Shigella spp. analisados tiveram maior taxa de resisténcia a sulfametoxazol-

trimetoprima, seguida de tetraciclina, ampicilina e cloranfenicol. Tais achados refor¢am a
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importancia da vigilancia da resisténcia antimicrobiana para o melhor direcionamento da
escolha terapéutica (SHIFERAW et al., 2012).

As altas taxas de resisténcia a combinagao sulfametoxazol-trimetoprim e a ampicilina
j& foram observada em isolados de Shigella spp. de locais do Brasil e do mundo (PEIRANO et
al., 2006; PONS et al., 2013; QU et al., 2014; SOUSA et al., 2013; TARIQ et al., 2012),
inclusive em Fortaleza, Ceard (LIMA et al., 1995). Esses dados confirmam a provavel baixa
eficacia do uso desses farmacos na shigelose apesar de nos paises em desenvolvimento, a
ampicilina e o sulfametoxazol-trimetoprim serem largamente usados para tratar a shigelose
devido ao baixo custo e a viabilidade destes farmacos (NGUYEN et al., 2005). No Brasil, a
Secretaria de Vigilancia em Satde do Ministério da Saude recomenda o emprego de
sulfametoxazol-trimetoprim como primeira escolha (MINISTERIO DA SAUDE, 2010). A taxa
de resisténcia ao cloranfenicol relatada no presente estudo corrobora com estudos realizados no
Brasil (LIMA et al., 1995; PEIRANO et al., 2006), india (GHOSH et al., 2014) ¢ Peru
(LLUQUE et al., 2015).

A detecgdo de resisténcia a azitromicina entre os isolados de Shigella spp. serve de alerta
para o uso deste medicamento na populagdo. A azitromicina ¢ um antibidtico com excelente
permeabilidade celular que ¢ preconizado pela ESPGHAN como farmaco de primeira escolha
para o tratamento da shigelose e ¢ recomendado pela OMS para os casos de Shigella spp.
resistentes a ciprofloxacina. Outros locais do mundo ja vém registrando taxas semelhantes de
resisténcia a esse antimicrobiano, como no Canadd (GAUDREAU et al., 2014), Espanha
(PONS et al., 2013) e India (GOSH et al., 2011). No Brasil, nenhum estudo havia reportado a
resisténcia a azitromicina em isolados de Shigella sp..

A baixa taxa de resisténcia a cefalotina entre os isolados de Shigella sp. do estudo
corrobora com outros estudos com amostras diarreicas de pacientes hospitalizados feito por
Farshad (2006) no Ira. Estudos de Pennati. (2007) e Peirano (2006), que relatam dados da regido
Sudeste do Brasil, identificaram isolados de Shigella spp com baixa taxa de resisténcia a esta
cefalosporina de primeira geragcdo. A alta taxa de resisténcia a esse farmaco foi observada em
um estudo caso-controle com amostras de criangas feito por Asrat (2008) na Etiopia. Segundo
a ANVISA (2007), a cefalotina tem limitada eficacia terap€utica contra bacilos gram-negativos,
enquanto a cefalosporina de terceira geracdo tem maior eficacia. No presente estudo,
cefuroxima, cefalosporina de 2° geragdo, e ceftriaxona, cefalosporina de 3* geragdo,

apresentaram eficacia de 100% frente aos isolados.
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As sensibilidades detectadas aos antimicrobianos amicacina € gentamicina estdo de
acordo com as baixas taxas de resisténcia encontradas em diversos outros estudos (FARSHAD
et al., 2006; DE PAULA et al., 2010; GOSH et al., 2011; SHIFERAW et al., 2012).

Os isolados de Shigella spp. do estudo foram todos sensiveis aos antimicrobianos das
classes das quinolonas: acido nalidixico e ciprofloxacina. Esses resultados foram igualmente
observados por estudo em Fortaleza, no Pard e no Piaui, além de estudos nos paises
Mocambique e Peru (LIMA et al.,, 1995; BASTOS et al., 2011; NUNES et al., 2012;
MANDOMANDO et al., 2009; BACA et al., 2014). Entretanto, percebe-se uma emergente
resisténcia a quinolonas em algumas regides do mundo, como observado em estudos realizados
na India, na Espanha e na China (GOSH et al., 2011; TARIQ et al., 2012; GOSH et al., 2014;
PONS et al.,, 2013; QU et al.,, 2014). As fluoroquinolonas sdao uma das classes de
antimicrobianos mais usados clinicamente, sendo a ciprofloxacina recomendanda pela OMS
como primeira linha de tratamento, porém usada com cautela em criangcas devido a
possibilidade das fluoroquinolonas induzirem toxicidade a cartilagem ou as articulagdes
(NIYOGI, 2007). Os resultados do presente estudo sugerem a possibilidade de eficacia
terapéutica com o uso das fluoroquinolonas em shigelose atualmente.

As espécies mais prevalentes de Shigella spp. do estudo, S. flexneri e S. sonnei, tiveram
distribuicdes diferentes quanto a resisténcia a determinados antimicrobianos testados.
Observou-se associagdo de S. flexneri com ampicilina e cloranfenicol, enquanto S. sonnei foi
associado com azitromicina. A associagdo de S. flexneri com resisténcia a ampicilina corrobora
com outros estudos no Brasil, na Hungria, na Espanha e na China (PENNATI et al., 2007;
NOGRADY et al., 2013; PONS et al., 2013; ZHU et al., 2013), embora estudo no Ird tenha
encontrado taxas de resisténcia similar a ampicilina entre S. flexneri e S. sonnei (JAFAFI et al.,
2009). A associagdo de S. flexneri com resisténcia ao cloranfenicol corrobora com achados de
outros estudos (NAVIA et al., 2005; PEIRANO et al., 2006; PENATTI et al., 2007). A
associacao de S. sonnei com azitromicina também ja foi relatada (BOURTCHALI et al., 2008).

A resisténcia a varios antimicrobianos simultaneamente foi detectada, onde a grande
maioria dos isolados foi resistentes a pelo menos trés antimicrobianos. A presenga do fenotipo
de multirresisténcia, definida como cepas resistentes a pelo menos um antimicrobiano de trés
ou mais classes simultaneamente (ANVISA, 2015), foi observada com alta frequéncia neste
estudo (69,8 %). Altas taxas de multirresisténcia de isolados de Shigella spp. a véarios
antimicrobianos simultaneamente ja foram relatadas em diversos estudos (PONS et al., 2013;

QU et al.,2014; ZHU et al., 2013).
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O sorogrupo S. flexneri foi associado a resisténcia a maior quantidade de
antimicrobianos em relagdo as outras espécies. Na literatura, a maioria dos estudos corrobora
com tal achado (TARIQ et al., 2012; BASTOS et al.,, 2011; DE PAULA et al., 2010;
MADIYAROV et al.,, 2010; QU et al.,, 2014; SHEN et al., 2013; GOSH et al., 2011;
SHIFERAW et al., 2012; ZHU et al., 2013; PONS et al., 2013). Contudo, em outros locais, as
mais altas taxas de resisténcia foram identificadas para S. sonnei (JAFARI et al., 2009;
FARSHAD etal., 2006; SHEN et al., 2013; NOGRADY etal., 2013). E sabido que a resisténcia
antimicrobiana pode variar entre diferentes localidades (SHIFERAW et al., 2012).

Durante a analise dos achados do TSA, a interpretacdo dos resultados classificados
como “Intermediario” sendo utilizados como ‘“Resistente” merece importante reflexdo. A
sensibilidade de uma cepa bacteriana a um dado antimicrobiano ¢ considerada “Intermediaria”
quando ela ¢ inibida in vitro por uma concentragao do farmaco que esta associada a um efeito
terapéutico incerto. Entretanto, a efetividade de um antimicrobiano pode variar para diferentes
sitios de acdo. Neste contexto, considera-se que cepas com suscetibilidade intermediaria sejam
tratadas com doses superiores do farmaco (RODLOFF et al., 2008). Outros estudos que
investigaram resisténcia antimicrobiana em shigelose utilizam a mesma interpretacdo aqui
empregada (KUO et al., 2008; POURAKBARI et al., 2010; PUTNAM et al., 2004; TANEJA
et al.,, 2012). No presente estudo, a grande maioria dos resultados “Intermediéario” foi em
analises com cepas avaliadas contra azitromicina. Esta observagdo corrobora com o fato de
cepas de Shigella spp. ndo serem resistentes a este farmaco em outros estudos realizados no
Brasil.

O conjunto de dados deste estudo reforca a nao indicacdo da combinacgdo
sulfametoxazol-trimetoprim para o tratamento de shigelose na populacdo infantil, além de
alertar para a emergente resisténcia a azitromicina na populagio. E importante destacar que os
antimicrobianos com maiores taxas de resisténcia deste estudo (sulfametoxazol-trimetoprima,
ampicilina, tetraciclina e cloranfenicol) sdo os mesmos de estudo realizado em Fortaleza em
1995 (LIMA et al., 1995). Para uma proposta de indicagdo terap€utica para shigelose em
Fortaleza, considerando a tendéncia de crescimento da prevaléncia de S. sonnei mundialmente,
o estudo sugere a realizagdo de teste de sensibilidade antes do uso de azitromicina. Além disso,
sugere a eficacia do uso de ciprofloxacina, com o devido cuidado na dosagem terap€utica em
tratamento de criangas, além do uso de ceftriaxona, com administragdo por via parenteral,

necessariamente.
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A rapida emergéncia da resisténcia antimicrobiana em shigelose deve-se principalmente
a grande importancia de elementos moveis bacterianos para estes mecanismos (THE et al.,
2016). Plasmideos, transposons e integrons sao citados como as principais fontes de resisténcia
em Shigella (ZHU et al., 2011). Varios estudos em diferentes locais do mundo tém investigado
tais mecanismos (AHMED et al., 2006; ZHU et al., 2013). Em Fortaleza, Lima e colaboradores
ja demonstraram a existéncia de diferentes plasmideos codificadores de resisténcia a
ampicilina, estreptomicina e sulfametoxazol-trimetoprima (LIMA et al., 1997).

A associacdo entre viruléncia e resisténcia antimicrobiana tem sido tema de bastante
interesse na comunidade cientifica microbiologica. Resisténcia antimicrobiana e viruléncia
bacterianas compartilham caracteristicas comuns: 1) ambos os processos sao, do ponto de vista
biologico, necessarios para a sobrevivéncia da bactéria em condigdes adversas; 2) fatores de
viruléncia e resisténcia sdo transmitidos de forma similar entre espécies e géneros por
transferéncia génica horizontal; 3) resisténcia antimicrobiana ¢ frequentemente associada a
infeccdes e, dessa forma, relacionada a viruléncia, como em casos de biofilmes; ¢ 4) varios
mecanismos celulares, como bombas de efluxo, porinas, e alteracdes na parede celular,
envolvem a ativacdo ou repressao de varios genes relacionados a resisténcia e viruléncia
(BECEIRO et al., 2013).

Neste estudo, a deteccdo simultdnea de maior numero de genes de viruléncia foi
associada com a resisténcia a maior quantidade de antimicrobianos. Além disso, a presenca
isolada de cada um dos genes de viruléncia set, pic e sepA foi associada a resisténcia a trés ou
mais antimicrobianos analisados. Juntos, esses achados sugerem uma relacao entre viruléncia e
resisténcia antimicrobiana em isolados de S. flexneri na populacdo. Mecanismos genéticos de
compensagdo foram descritos em S. flexneri resistentes a quinolonas, potencialmente
aumentando a viruléncia da bactéria (MCNAIR et al., 1995). Contudo, nao foram encontrados
estudos que confirmem esta associacao em isolados de Shigella sp.

Este estudo mostra ainda a associagdo entre viruléncia e resisténcia ao cloranfenicol
nestes isolados. A resisténcia ao cloranfenicol se deve a mecanismos de alteracao da
permeabilidade da membrana celular, mutacao na subunidade ribossomal 50S e produgao de
cloranfenicol-acetiltransferase, codificada pelo gene cat (SCHWARZ et al., 2004). A presenca
concomitante de genes codificadores de resisténcia ao cloranfenicol e de outros genes
codificadores de fatores de viruléncia ja foi descrita em plasmideos isolados de E. coli
(WOODFORD et al., 2009). Mais estudos sao necessarios para melhor descrever este fendmeno

em espécies de Shigella sp..
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As andlises de teste de sensibilidade a antimicrobianos vém sendo cada vez mais
acompanhadas de investigagdes génicas de mecanismos de resisténcia associados aos fenotipos
encontrados (AHMED et al., 2006; CHANG et al., 2011; TARIQ et al., 2012). Tal abordagem
possibilita o entendimento da evolucdo da resisténcia em diferentes localidades, além de
potencialmente servir de diagndstico mais rapido de resisténcia para o tratamento da doenga
(SUNDSFJORD et al., 2004). Poucos sao os trabalhos que avaliam a genética da resisténcia
antimicrobiana em Shigella no Brasil (PEIRANO et al., 2005; YU et al.,, 2010), sendo
imperativa a realiza¢ao de mais estudos para caracterizagdo mais completa. Nesta perspectiva,
as amostras deste estudo serdo ainda analisadas quanto a presencga de genes codificadores de
proteinas associadas a mecanismos de resisténcia em futuros trabalhos.

A realizacdo da coleta das amostras deste estudo ocorreu a mais de cinco anos em
relagdo a presente data de escrita deste trabalho. Tal observagao invalida a ideia destes dados
como atualizag¢do da viruléncia e resisténcia antimicrobiana da shigelose em Fortaleza, Ceara,
Brasil. Contudo, este estudo serve para indicar mudangas ja ocorridas € como registro da
situacdo epidemiologica da shigelose em Fortaleza no periodo de estudo. Além disso, os
achados de associagdo entre manifestagdes clinicas, viruléncia, resisténcia antimicrobiana aqui
relatados contribuem substancialmente para um melhor entendimento de shigelose.

As limitagoes deste estudo poderiam ser superadas. O uso de técnicas moleculares para
o diagnoéstico de Shigella spp. poderia aumentar o nimero amostral e dar mais forca aos
resultados encontrados. A aplicagdo de questionarios de investigagdo clinica em consonancia
com modelos de escores clinicos da literatura para diarreia ajudaria na melhor otimizagdo e
comparagdo dos dados do estudo. A investigagdo gendmica dos isolados de Shigella spp.
permitiria uma avaliacdo mais completa da genética relacionada a patogénese. Ademais, a
determinagdo de fatores de viruléncia por técnicas de transcriptdmica e protedmica podem
elucidar quais genes tém suas funcdes preservadas. Finalmente, a realizacdo de estudos
epidemiologicos de caso-controle ou coorte reforcariam as associacdes identificadas no
presente estudo.

Finalmente, para uma melhor compreensdo das mensagens resultantes deste trabalho,
os resultados aqui descritos e discutidos podem ser sugeridos, didaticamente, e resumidos nos
topicos a seguir:

1- Novas propor¢des dos sorogrupos de Shigella para a populagao de Fortaleza, com um
aumento na frequéncia de S. sonnei, sendo S. flexneri ainda prevalente, o que reflete uma

provavel transi¢do socioecondmica na populacao;
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2- Maior frequéncia de S. flexneri entre criancas com renda mensal familiar abaixo de um
salario minimo, enquanto S. sonnei teve maior frequéncia entre criancas com renda mensal
familiar acima de um salario minimo;

3- Possivel diferenciacao da localizagao geografica entre espécies de Shigella e associagdo entre
distribuicao pluviométrica e incidéncia da shigelose no periodo de estudo;

4- Desenvolvimento de uma nova metodologia para o diagndstico de 16 genes de viruléncia de
Shigella, caracterizada por quatro PCR multiplos desenvolvidos que podem ser utilizados para
futuros estudos de shigelose, caracterizando a viruléncia das espécies circulantes;

5- A associagdo de maior quantidade de genes de viruléncia e dos genes pic, set € sepA com a
patogénese de S. flexneri circulante em Fortaleza;

6- A resisténcia a maior quantidade de antimicrobianos esta relacionada ao sorogrupo S. flexneri
circulante na populacao do estudo;

7- A resisténcia antimicrobiana pode ser sorogrupo-especifica, sendo resisténcias a ampicilina
e cloranfenicol associadas a S. flexneri, enquanto resisténcia a azitromicina associada a S.
sonnei circulantes;

8- A presenca dos genes pic, set € sepA esta também associada a maior taxa de resisténcia
antimicrobiana nos isolados de Shigella spp. do estudo;

9- A presenca de maior quantidade de genes de viruléncia estd associada a resisténcia a
cloranfenicol na populacao de estudo;

10- Maior frequéncia de intensas dores abdominais estd associada ao sorogrupo S. flexneri € a

presenca do gene sepA.
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9. CONCLUSOES

A shigelose na populagdo infantil de Fortaleza no periodo de estudo apresentou-se com
proporcdes predominantes e similares de S. sonnei e S. flexneri, sugerindo uma provavel
transi¢dao socioecondmica na comunidade. S. flexneri foi associada ao maior numero de genes
de viruléncia e aos genes pic, set e sepA. A resisténcia a antimicrobianos comumente usados na
pratica clinica foi verificada, com destaque para a emergente resisténcia a azitromicina. S.
flexneri foi associada ao maior nimero de antimicrobianos aos quais € resistente e a resisténcia
a ampicilina e cloranfenicol, enquanto S. sonnei foi associada a resisténcia a azitromicina.
Cepas que possuem mais genes de viruléncia foram também cepas com maiores taxas de
resisténcia antimicrobiana, sendo a maior quantidade de genes de viruléncia correlacionada
especificamente com resisténcia a cloranfenicol. A distribuicdo geografica parece variar entre
as diferentes espécies, observando-se também a influéncia da sazonalidade na incidéncia de
casos de shigelose. S. flexneri foi associada a menor renda mensal familiar da crianca.

Clinicamente relevante, mais intensas dores abdominais foram associadas a S. flexneri € ao gene

sepA.
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11. ANEXOS

ANEXO A - Aprova¢ao na CONEP
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MINISTERIO DA SAUDE
Conselho Naclonal de Salde
e Etica am - CONEP

PARECER N° 366:2007

Registro CONEP: 13523 (2stn m deve ser 01200 nBs COMBOponderc: se "eter ics a cote projets;

Registro no CEP: BO0E Processo n® 25000.184266/2006-21
Projeto de Pesquisa: “Avaliscdo do un lesie pritico para diagndstico das diarréias
(DEC) em uma Brasit®. Vors#o 01 de 1910/2008
Termo de Cx o Livre Ei versdo sem data.

Pesquisador ﬂmponatvd Dr. Aldo A. Moreira Lima

Institulgdo: Hospital Infantil Albert Sabin /CE

Area Temitica Espacial: Cooperagio Estrangeira/ Novoe Testes Diagnésticos
Patrocinador: National Instituto of Allergy and Infectious Disease — NIAID

Suméric Geral do Protocolo
objetivos do estudo sdo avalir a sensibilidace e especficicade do teste
f\FV utilizando amostras cclhicas de criangas com sinfomas ce doenga diaréica em
madades clinices siluadas e um pais em - (F " Brasi) o avaliar o
v-'rm do s5t¢ de lackoferrina em combinagio com a coprocultisa para delecglc de
casos, quando comparado com a cultura iaotcsa mespte-nos olinicos

Ese estudo er ' 08 servigos de pediatra

moukatorial no Nordeste do Brasd Su‘ rod-zado na Umnicace de Fesqusa Clinica da
Universidade Federal do Ceard, com amostras coletadas no Servico de Emergéncias
Giin'cas_co Hospital Infantd Albert Sabin. Os critérics de NCIUSAO requerem que O
ndividuos apresentem 3 ou mais fezes liquicas nas (itimas 2¢ homas, e os pals
Autorizem se for menor de 18 anos; ComMOo fatores de exclusao, que tenham wtilizado
antibidlico nos (ittmos 30 dias e 03 pais ndo autorizarem, cu j terem sido previamente
recrutados no estudo.

Quando comparecer no Servico e concordar em panticipar do estudo. apis
assinatura ©0 TCOLE, ¢ clinico 0o estudo preenchora um formudano sucinto de
nformagdes clinicas; © clinico ou enfermeiro coletard uma amostia de fezes em copo
padrdo, se houver amasdo dgisponivol. So nfo. o clinico coletarg um swalb retal. ¢ as
AMOSI'E Sera0 UaNSPOMNacas para O Iaboralono para processamonto. Seis swabs @ rés
Cralubos serdo pr . S@NU0 O P Para coprocuitura @ provas imuncidgicas
(desting do unico colelaco, se nlio houver feces), © segundo serd Incculace em caldo
MacConkey e incubado overnight, sando O resultado da cultwa preservado sob
congelamento @ postienonmenie enviado pu- Seuitle, assim como, 3 criclubos
proench.dos com tocaus, 2 para futuras p com
» DEC cu outros métodos diagndsticos; qunlquar amostra restante sera ulilzada para os
05185 Ce actoferrina

Peoio caiculo amostral apresentado, ¢ justificancio & baixa prevaléncia dos
POICGENGS pesquIsados, e caculado um Niamero de 1186 individuos, Os dados serac
viados peia equipe do laboratdrio da UFC ao PATH. Na pagina 12 consia que ©
estudo @ financiado polo NIAID e NlH com projeto nimero UO1AIE1187 “A mullivles
point of care test for enteric pal

Cont. Parecer CONEP 366/2007.

Opl'q'mtmdl L ivendo a Universidade da Virginia, Universidade Federal
de Fortaleza e 0 Hospital Albert Sabin na mesma cidade. O pais de origem é EUA, e néio
mmmumamﬁmmmmw
Ce testes dsticos pelo PATH, é citado que malerial armazenaco
amaumMmmmmmammmw
de Seattle). Nao fica muito claro neste projeto de onde virk este material (coletados nas
clinicas de M)Mo-nquln“adonhdoomm?mm
Steeto. Richard Guemant ¢ mais
ddswawuonoWoWM‘oMNﬂthUmoo
coordenador de campo Luis Carlos Rey, é como
MWMMmuommmrammn
vantagens para o pais, dessa p Ceste este, pots ajudara
mummwnanwmmm

Ao se proceder & andlise do projelo de p om B0, om &0
Parecer CONEP n* 067/2007, cabem as seguintes .
a) O pesquisador as questies justificandoc o

que
mmwu-mmmmmnmqm

b)murinr‘mmpﬂbum pela cticiogla diferente das

diarrélas, alogando que nos EUA a maioria é de origem viral @ ndo bacteriana

como no local onde sera realizada a pesquisa e para qual se destina 0 teste am
vimento;

gesenvol
c) F i sobre a coleta de material @ sobre o envio cests
para 0 extenor, Wumumm
Diante do a a aatnmm-oom.a
scordo com as atribuigoes definidas na Res. CNS 19696, manifesta-se pela
8provagao do projeto de pesquisa proposto.
Situagdo: Protocolo aprovado.
Brasilia, 24 de abril de 2007

Tannous
Coordenadora | da CONEP/CNSMS
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HOSPITAL INFANTIL
ALBERT SABI

SECRETARIA DA SAUDE DO CEARA

para sua implementacao.

/)

/ oo ). _
Lolfen Ao D

HOSPITAL INFANTIL ALBERT SABIN
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO HIAS

Fortaleza, 22 de janeiro de 2008.

Regina L-Ribeiro Moreno

Coordenadora do CEP-HIAS

f.wd.wwdq!ﬂcamw
Hospial il Al 3400

O protocolo “Avaliagdo de um teste préatico para diagnostico etiolégico das diarréias
(DEC) em uma unidade hospitalar de Fortaleza, Brasil", verdo 3.0, tradugdo do
protocolo em inglés “Brazil DEC evaluation protocol v.3.0" foi recebido pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital Infantil Albert Sabin (CEP-HIAS), e foi considerado
conforme o projeto DEC anteriormente submetido e j& aprovado por este Comité

(Registro CONEP 13526). O CEP-HIAS considera assim o protocolo acima aprovado
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ANEXO C - Emenda ao protocolo para inclusdo do CAC como local de recrutamento

=y COMITE DE ETICA EM PESQUISA
retantn Ruo Tertubano Sakes S44 ¢

Albert{®'Sabi
e

Referéncia: Protocolo CEP-HIAS N" 80/06

Titulo: Avaliaghio de um Cartio de Diagndstico Entérico para o Man

Diarréia em uma Unidade Hospitalar de Fortaleza, Brasil, versiio 5.0

Coordenadores locais do estudo:  Dr. Aldo A. M. Lima

Dr. Luis Carlos Rey

Levamos ao conhecimento dos responsdveis pelo projeto “Avaliagio de

m

G0 de Diagndstico Entérico para 0 Manejo de Diarréia em uma Unidade Hospitalar
il

Sabin (CEP-HIAS), analisou ¢ aprovou a emenda ao protocolo versio 4.0, onde se prevé

de Fortaleza, Bra

. que o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Infantil Albert
que o Centro de Assisténcia & Crianca Dra. Locia de Fatima R. G. S& tore-se um novo
local de recrutamento de criangas com diarréia e coleta de amostras de fezes para o
estudo. Esta emenda, agora aprovada, transforma a versiio 4.0, datada de 25 de agosto

de 2008, na nova versio 5.0 do mesmo protocolo.

Fortaleza, 30 de outubro de 2008

a
1 v.;é NP,

Regina Ladla Ribeiro Moreno

Coordenadora do CEP-HIAS

Secretaria Municipal de Saude
Hospital Nossa Senhora da Conceiglio
Compunto Ceara - IV Etapa
Regional V1
Fortaleza — CE

A Comissio de Ftica em Pesquisas do Hospital Infantil Albert Sabin

Eu abaixo assinado, Diretora Clinica do Hospital Distrital N. Senhora da Conceiga
estou ciente da pesquisa intitulada “Avaliacio de um Cartiio para Diagnéstico
Entérico para Manejo de Diarréia (Dec) em Unidades Hospitalares de
Fortaleza, Brasil”, e aprovo sua realizagdo nesta Unidade Hospitalar, desde que
dentro das Normas FExigidas pela Comissdo de Etica do HIAS

A ortaleza, 03 de setembro de 2008
/

/
D
Al S

Dra. Dr. Anjonio dg Padua Siqueira |/
Diretor Gerd) / /
N b_mgsmsqknnmvs

CRENEC: 4916.CPF 255 285.731-11
Dster Eancutivo 32 HNSC
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- Prosscodo s Dabapio de /N Seand versto o porsaads S04 25 05 2008
odepds dr mw cordio pam dhgpairies aIenco por a0 & i AN e Dndedes flospaabanes de Sooraleon, Smad

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA ¢ HOSPITAL INFANTIL ALBERT SABIN, Fortalers, CE, BRASIL

v
PATH, Seaithe WALTUA

TITULO DO ESTUDO: Avaliagio de wm Cartio pura Dingnostico Entérico pars Mancjo de Diarréia
(DEC) e U nickles Hospritalares g Fortalesa, Hrasil

TERMO DF CONSENTIMENTO PARA OS PAIS

PESQUISADORES: , = — e ,
AMo Luna Ph D Unversadande Fodoral do Canrk (Fone S585.3366-8437)
Richaed Guornet MD_PRD. | Universadadc da Virgsia Vicgaia, EUA
| Mutthew Sicele PhD . M P 1 | PATH. Sco ke, Washimgaon FUA
| Bermhard Wagl PhD. PATH, Sc i, Washiagson FUA
INTRODUCAO

Comvidames vood a permitr que sou a) filho (2) possa pamicger de uma pesquss medica. A perticipogdo dela ¢
volumina. Este formuldno & um resumo da nformacio gue o5 paquisadorss discutindo com voot S¢ sta onaca

parscipar deste traatulbo de posquess, vocd icam com um copea deske vmmliio Conifiguese & Kk Rilo odes s
POt (ue vood osl sobec csla pospisa

Seu o podent participar deste cswdo porguoe 2he esth com damen

PORQUE ESTE ESTUDO ESTA SENDO REALIZADO?
Fsae oo ostd sendo feito para dosemah or um esic gue jude os sodicos o conhocer » Grsa @ diarisa S¢ ¢ novo

tesic fuscionar, cle dirh 205 madices 0 gee esth cansando & diserchn 2o menos de metn hoer, Hoge, beva de 3 a0 5 das o
saber o guo G 3 diaereis e creeg

Nis eamos coletando smostns de feacs dis orangss ds Emengdncia oo dsimdas. Costarbnmos de colear wns pogquons

amostra de fores de seou filbo Extuncs plangjande coletar amostras do foees o mans de 1000 griangas que vém a osto
Hosputad

Os poesgusadornes © médicos do hosgital cbo indullondo com posquisadores @08 Estades Usmidos (EUA) Os

posquissdonss amencancs so do PATIL s acpaneace san O ontnos de Seatle. estado dc Washagion, ¢ a
Univorsidade de Viegiain

CUEM ESTA PARTICIPANDO DO ESTUDOY
S vocd pennitie deixar seu Gl poeticpar. wn profisecns] vl cxarina s Alhe, bes porpentas sobee a sade doe ¢
sobee » deawren. Vool serd itermopado sobec srdalho ¢ wompo de estdo O e ¢ ama mane @ ot no slendmeno
e wow (lho maes 25 porgumtas qee firomos om peral 280 s30 feitas elo medico. Se seu liho preencher o crilémos de
inclusho, uma amosira de foses de ke serd colouda

A perucea o de fores serd colictada ¢ b de sou 8ho (s clo For monoe do dows amos). Pars 28 Crevngas masorcs, »

Amostr serd colotads com um rocipeme Seoa cremgt 1o pader nos & e amosim g f2oes dessa maneie. coleranemos
8 g § WA POJOSN Amostm ooam um saah relal. Padercimos The polir de colenr um amosin cim cisa ¢ treer para © bospital
g '¥ v  Lulizaremos 2 amostes de feees pora foer o6 cvmes padrics paze siber o que ool cancindo & dissrco ne s crimea
s ¢ T Uvsa porse dha amosin ser stilizads pan o nov o teste. Comn nos iho cihomos « 0 novo leae ¢ cormoto, os rosaitados 1o
. 5 podetn ainds ser wsados par o cuibados 30 sou filho ou past o tratam o
-
x = ‘_i Com s pormusdo, algums quantsdade da asnles scr coopclada © encmmndads par PATH nos Bssados Umdos A
.ﬁ‘ o T Amosion s wtilizads pota confimar o extnde em testes futuros © no poderd resornar wa vez que for despachads. As
‘:'. 5 amostras envindes 208 Estados Unidos 030 12080 nomes ou 00 infors ugio que poss e mdicas sou filko
ot <
o E 3 QUAIS SAD OS RISCOS DE PARTICIPAR DESTA PESCUISA?
£ : § N ha rescos conboosdos parn sua onangn parncipar doestie caudo \ colets de amontra e feres de uon Blbe am um
g‘ o recipentc ou dn fradds nio casa guakprr damo A colots d¢ amestsy por s seab colocado no relo pode cansy um
@ § T desconfono pasaporo. A colea do Mnostra st © W2 pEING ToHN M o cnimgs com daméa grse aa Emenginga
3 parn fazor exames de diagndstico. N0 ¢ wma praica & sotirs cm Crisogas com disréa ke
=~
C

== EXISTEM BENEFICIOS PARA PARTICIFAR NEST A PESOUISAY
Partcymando oste estudo. som filho reccberd o tritameno nomal dos paoeres com disenéa i Emerginga Tambim
Kslrcmos as feses para comgresnder 0 e osth Greamd o diserc s Esie toste pendmonte mio ¢ foto nas diavdias

comurs. A informoco serd onilioxda pars apodar o Insamewo da v crioegi se seo 1lho 1ver um cso gowe de danéia
o necessite Hicar hospiatizado no Alert Sabin
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P de hatiagio do (N Beasl, versdo om poctagods 34 e 2500
Ivaliagd s de we artio sam dapantics ewrico pant mandg e dvarriie (DE ) om Lnikackes Hempombaroe dbe Formales s

O que wos vanks apecader com ssle caedo pods ajudar o desermolver mm ovo Losie e saber ragidasmeme i s da
Jharpdsa 1890 v apadar a5 criamgas com diaréis no future

COMO FICA A CONFIDENCIALIDADE?

A Informe o que sis CokIan®os ¢ AS mostras de fezes serdo cliquetadis com um siunero da posiquis Neshum nore
sora wblizado (05 qUeslICOATIOs OU IS JmosLes de feres. Somenie o5 pesquisadores brasileiros saberio qual o oidigo
o s incnla o pome di Sranca 20 questiondno da pesquiss ¢ amostra de feas Os posgusidoncs dos Fstados mdos nio
12010 o vinaulo de a0csso a0 nome & criang

(s dades da pesqusa serio mermidos dursnte S anos depoes do fim do cstado. © vinculo cmre 0 o do csindo €
o limeo dy crianga sor destruido quando os reselados do Labxuseidio forem colocados no prombseio, As
amosiras de fves @ pesquisa covindns aos Extados Unsdos scrdo mantides oito mos ¢ unilizadas an posquises futuras
wheo dumrdia

enilims mome see ulilzado cm publcapdcs oa aprescitagio dos resulindos da pesquiss

MEUMINHA FILHO(A) OU EU SEREMOS PAGOS PARA PARTICIPAR DO ESTUDO!
N0 1 paemonio paea voot ou saw/sus Tilho(a) para porticipar do estudo

QUAILS SAO 08 DIREITOS DO MEUWMINHA FILHO(A) COMO PART ICIPANTE DA PESQUISA "

Participen & pesquisa ¢ um gesto volumano. Vot pode deckdir o quorer que sew'sea (ilhaa) participe 3o esndo. Vook
pode mmdar de opanilo om quAKpCT momenlo ¢ S¢ Tetimr do cundo Sea decisto de sair do estudo wdo v Wil 0
sendinemo médico 6o sca filho no Hospital Infaand Albert Sabin ¢ modo algum

A QUEM DEVO CHAMAR SE TIVER PERGUNTAS OU PROBLEMAS?®

Se vt iver gquailquer dinkda sobre o estndo por fnoe ligwo pars o Dr. Aldo Ling tcdelone 3368415 m Unnersdade
Fedorad do Ceara

e vooi tiver divilas sobre os dirciios 02 seu Bilho como panicipanic da pesquiss. por fior chank Dy Regina Lucw

Matens & Comissdo de Etica e Pesquiss do Hospatal [nfantil Albert Sabin. Dra. Regina Liia pode ser cnoonteds
teletone Jocal FHO14193

PERGUNTAS PARA CONFIRMACAO DA COMPREENSAQ DO PROTOCOLO DA PESQUISA
Ascs B asdnar esic fermo de consoatimemia, o pesqusador The fard uma séne de ponguntas gam lor cenea de que vood
cotendon it posaiss ¢ as direnios de sew'sua (ilo(a)

1 Vau haner colctas d¢ uma amostra 3¢ fezes nese estudo’? SIM /NAD
3 Senisin Bhoda) seosherd stendimento ¢ ratamento da disrréia se vood nilo queser garicipar & pesquisa™ - SIN J NAD
L Evidte algeena peralidade poen sew'sun filholi) s voc disser NAO par parscipy d pesquisa? SIM | NAO
5 Sowsin filhoda) sern pago pom perticipar & pesiuasa SIM ( NAD
5 Amsosines & feacs serlo ony iadks a0k Estados Unidos pars coninuar com os estudos sobec dimes” SIM I NAO

DECLARACAO DOS PAIS
A poajuiss fee bam explicads para num. Ea tne epormadade de fancr porgutas o scu a quen ligar para quaniopacs

dinida futum que ve possa 11 Eo concordo que ey ho parcipe da posquisa, Lima cope deste sermo (e conscatimonto
e fod dindin

ASSINATURA DOS PAIS

S vood comoonds cm pensida qoe scu (Who Lome paric sa pesquish, pot fawor assine csle forwalano
Por [inor, meangue abalvo se acoits Buer doagho de uma amostn & feres paga Posqui s pOsIcnon

Sim. amostes restanie de feacs podem ser coviadas 30 PATH nos Estados Usados. A amasini seea codaficads ¢ 08
pesquisadores do PATH 20 terilo acesso 20 nome da cnianga. B ontendo que ns imostras ficrdo annaeeradas
durmec % anos pera coafinnar a posquiss dagnishica.

N 0 restarte das smosims de foaos do meu filho nko serfio oviadas aos Estados Unados par pesijuias fununs
sobre diarréa Irspucasino do polegar do
rraic (% nocssn )
— —— — — - P i
Nomie do Pai ou Rosponsived Legal / \
J |}

\ssiatem 0o Pai o Respeasined Legal - - I. |
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ANEXO E - Checklist de elegibilidade para inclusido das criancgas
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em uma Unidode Hospitalor de Fortoleza, Brasil

Avaliaggo de um cartdo pora diognastico entérico para manejo de diarreia (DEC)

HIAS-UFC

1. O paciente nao apresentou 3 ou mais fezes liquidas nas ultimas 24 horas?

Checklist de Elegibilidade Para o Recrutamento de Participantes

SE SIM, NAO INCLUIR NO ESTUDO -

2. A crianga € amamentada exclusivamente ao seio?

SE SIM, NAO INCLUIR NO ESTUDO

3. A crianga tomou antibiotico nos ultimos 30 dias?

SE SIM, NAO INCLUIR NO ESTUDO

4. A crianga estava internada por 12 h ou mais antes de vir ao HIAS?

SE SIM, NAO INCLUIR NO ESTUDO

5. A crianga ja participou deste mesmo estudo antes?

SE SIM, NAO INCLUIR NO ESTUDO

SiM NAO___
SIM___ NAO___
SIM___ NAO___
SIM___ NAO___
SIM NAO___




ANEXO F - Formulario de avaliacao clinica

HIAS-UFC

AvalicgTo de um Cortdo porc ciognostico entenco pera manejo de dicrraia (DEC)
em umc Unidode Hospitolor de Fortakeza, Brasi

Formulario de Avaliacio Clmica (CRF)

-

Data de aplicag3o do questionario / /

Seu filho € menino (1) ou menina (2 )? Sexo

Qual o dia do aniversario de seu filho? Data de nascimento / /
Qual a idade de seu filho(a) anos ____meses

Quantas pessoas moram na casa da crianca (inclusive)? _____pessoas
Quantos comodos tem a casa onde mora a crianga?
Quantos comodos a casa tem para dormir?
Quantas pessoas fumam na casa?

O ™ N OV A W N

Vocé prepara o alimento da crianca? Sim N3o

10. Voce lava as m3os antes de preparar o alimento dacrianga?  Sim____ N3o

11. A casa tem agua da Cagece? Sim N3o

12. A 3gua de beber da casa € proveniente de :

1= CAGECE, 2= pogo profundo, 3= cacimba, 4=carroca, 5=lagoa/riacho/rio, 6=
outras fontes

13. Se n3o possui agua encanada, o que voce faz antes de cozinhar ou beber a agua:
1=ferve 2=usafiltro 3= usa soluc3o de cloro 4= outro

14. A casa tem sanitario com descarga? Sim ___N3o
15. O sanitario fica dentro da casa? Sim ___Nao
16. Existe 3gua corrente e sab3o para lavar as maos perto do sanitario Sim ___N3o

17. O sanitario esta ligado na rede de esgoto da cidade? Sim ___N3o

18. Crian¢as menores de 5 anos defecam no ch3o da casa/quintal?

(1= sempre, 2= frequentements, 3= poucas vezes, 4=n3o ou raramente, 9=
NS)

19. Animais costumam ficar dentro da casa? Sim ___Nao

20. Se sim, que animais ficam dentro de casa

104



1=c30, 2=gato, 3= galinha, 4=outro

21. Quantos anos de estudos a mae da crianca completou?  _ série _ grau, _ anos
(99=Ns)
22. Quantos anos de educac3o escolar o pai completou? ___série___grau, ___anos
23. No ultimo més, qual foi a renda total da familia? ____reais/més NS___
24. Quantas vezes seu filho(a) evacuou ontem? __ Jdia
25. Ha quanto tempo seu filho{a) esta com diarreia? ___dias__meses __NS

26. Teve sangue vivo nas fezes de seu filho durante algum episodio de diarreia? ___ N3o
___Somente raios de sangue
___sim
___Sim, alguém viu sangue
___Nio sabe

27. Seu filho teve dor de barriga forte desde o inicio da doenga?

Sim, mas nao foi a causa da consulta

Sim, a dor € muito forte (choro constante, flex3o do tronco)

N3o
N5
28. A crianga vomitou desde o inicio da doenga? __Sim___N3o __NS
29. Quantos dias a crianga teve vomitos nesta doenga? dias
30. Seu filho teve febre durante esta doenca? ___Sim _N3o___NS
31. Se sim, qual a mais alta temperatura que ele teve? - . ___FErausc
N3o foi medida

Entrevistador___ = Datadaentrevista_ _ / _ /
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