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RESUMO

Shigelose ¢ uma doenca entérica responsavel por 1,1 milhdes de mortes anualmente, 60% destas representadas
por criangas menores de 5 anos. Espécies de Shigella sdo encontradas em agua e alimentos contaminados, sen-
do a rota de transmissdo deste patdgeno por meio do contato fecal-oral. O presente estudo visou a adaptar uma
técnica molecular com vistas a identificacdo de casos clinicos de gastroenterite provocadas por Shigella spp.
A cultura bacteriana do isolado clinico de S. sonnei LCL-01 foi submetida a extragdo de DNA gendmico por
meio do método de fenol-cloroformio com modifica¢des, submetendo o material genético resultante a técnica
de PCR simplex. O procedimento de extracao resultou em um DNA genomico de boa qualidade, obtendo-se
fragmento de 615 pb apds amplificacdo do gene ipaH. Dessa forma, viabilizou-se a identificagdo molecular
de S. sonnei por meio da adaptagdo de uma metodologia in-house de baixo custo, baseada na utiliza¢do de
fenol-cloroférmio como ferramenta para romper a parede celular bacteriana visando a extracdo de DNA ge-
ndmico, a qual podera auxiliar no rastreamento, detec¢do e tratamento de infecgdes causadas por S. sonnei.

Palavras-chave: PCR, fenol-cloroférmio, gene ipaH.

ABSTRACT

Shigellosis is an enteric disease responsible for 1.1 million deaths annually. 60% of those is represented by
children under 5 years old. Shigella species are found in contaminated food and water, so the transmission’s
route is through fecal-oral contact. The present study aims to adapt a molecular method for the identification of
clinical gastroenteritis cases caused by Shigella spp. The bacterial culture of the S. sonnei LCL-01 clinical isolate
was subjected to the genomic DNA extraction by means of the modified phenol-chloroform method. The resulting
genetic material was subjected to the PCR simplex technique. This procedure resulted in a genomic DNA of
good quality, with a fragment of 615 pb after the amplification of the ipaH gene. In this manner, it was possible
the molecular identification of S.sonnei by adapting an in-house low cost method, which is based in the usage of
phenol-chloroform as a tool for breaking the bacteria cell wall for the extraction of genomic DNA. This may help
tracking, detecting and treating infections caused by S. sonnei.
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INTRODUCAO

A doenga diarreica destaca-se como uma das principais causas de mortalidade infantil, par-
ticularmente em paises em desenvolvimento. A incidéncia dos casos estd fortemente relacionada as
condig¢des precarias de higiene e saneamento basico, € ¢ no verdo o periodo em que sao registrados os
maiores indices de internagao hospitalar devido a desidratagdo. A transmissao ocorre por meio da via
fecal-oral, com incidéncia maior em criangas em que a doenga pode causar um nivel de desidratacao
de dificil reversdo, assim como em idosos e enfermos. Dessa forma, estratégias de controle e pre-
vencdo da diarreia aguda causada por enteropatdgenos sdo necessarias no intuito de compor planos
de controle que evitem a dissemina¢ao da doenca (SOUZA et al., 2002; MARCHOU, 2013; BINET;
DEER; UHLFELDER, 2014).

Entre os agentes bacterianos responsaveis pela deflagracdo de quadros de diarreia aguda desta-
cam-se 0S microrganismos pertencentes ao género Shigella, devido a elevada prevaléncia e gravidade do
quadro clinico. Sao transmitidos ao homem pela ingestao de 4gua ou alimentos contaminados, desenvol-
vendo um quadro clinico conhecido como shigelose, caracterizado pela destruigao do epitélio intestinal
devido a reacgdo inflamatoria, ocasido em que ¢ evidenciada a presenga de leucdcitos, muco e sangue nas
fezes do individuo. Existem atualmente 43 sorotipos divididos em quatro subgrupos, representados pe-
las espécies S. dysenteriae, S. flexneri, S. boydii e S. sonnei, e é obrigatoriamente confirmada a identifi-
cacdo das diferentes espécies por meio de testes soroldgicos (HALE; KEUSCH, 1996; PARSOT, 2005;
PHALIPON; SANSONETTI, 2007; OGAWA ET AL., 2008; BINET; DEER; UHLFELDER, 2014).

Um método de detec¢do molecular sensivel ¢ especialmente importante na detec¢do de iso-
lados de Shigella devido a baixa dose infectante (10 células) apresentada por esse patogeno. Dentre
essas técnicas destaca-se a reacao em cadeia da polimerase (PCR), a qual permite ensaios de amplifi-
cacdo por meio da utilizacdo de primers especificos, apresentando rapidez e sensibilidade na detec¢ao
de genes alvo, como o gene ipaH, um dos alvos moleculares mais utilizados para a identificacao de
Shigella, responsével pela sintese da proteina flagelar presente em todas as espécies desse género
(KARANAM et al., 2008; BINET, DEER E UHLFELDER, 2014). Os métodos de extragao de DNA
in-house mostram-se efetivos, simples e rapidos, eliminando a presenga dos inibidores da PCR du-
rante a extracao, apresentando um custo mais baixo em comparagao aos kits comerciais disponiveis
no mercado (KARANAM et al., 2008; BINET; DEER; UHLFELDER, 2014).

Tendo em vista a relevancia clinica e os dados epidemiologicos da patologia causada por
Shigella spp., o objetivo deste estudo foi realizar a adapta¢do de um método in-house de extragao de
DNA acoplado a técnica de PCR simplex, com vistas a viabilizar a identificacdo de casos clinicos de
gastroenterite provocadas por Shigella spp., visando a auxiliar os estudos epidemioldgicos desenvol-

vidos pelo Laboratorio de Biologia Molecular do Centro Universitario Franciscano.
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MATERIAL E METODOS

CONDICOES DE CULTIVO BACTERIANO

O isolado clinico de S. sonnei LCL-01 foi utilizado como microrganismo-teste na padroni-
zagdo da deteccao molecular. Inicialmente, foi inoculado em 4agar MacConkey e incubado por 18h
a 35+1°C em aerobiose, sendo a identificacdo da espécie confirmada por meio do sistema API20E

(Biomerieux®), assim como utilizando anticorpos polivalentes especificos (PROBAC®).
EXTRACAO DO DNA GENOMICO

A metodologia empregada para a extragdo do DNA gendmico do microrganismo-teste foi
baseada no método de fenol-cloroféormio (JIMENEZ, MCCOY:; ACHI, 2010) com as seguintes
modifica¢des: 3-5 coldénias do microrganismo-teste foram dissolvidas em 500ul de Agua Milli-Q
ultra-pura estéril com posterior centrifugagdo a 12.000 xg por 3 min., o pellet celular foi ressus-
pendido em 500pu1 de Tampao TE (Tris-HCl 10mM, EDTA 1mM, pH 8.0), 15ul de SDS 10% e 3ul
de Proteinase K (20mg/ml), com posterior homogeneizagdo em vortex e incubacdo a 56° C durante
30 min. Em seguida, houve a adi¢do de 100ul de NaCl 5M e 80ul de CTAB, seguido de homoge-
neizagdo, incubacdo a 95° C por 5 min, adi¢do de 500ul de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico
(25:24:1), homogeneizagdao em vortex e centrifugacao a 12.000 xg por 2 min. Logo apds, proce-
deu-se a transferéncia da fase aquosa para um novo tubo e adi¢cdo de 500ul de cloroférmio-alcool
isoamilico (24:1), centrifugagdo a 12.000xg por 2 min e transferéncia da fase aquosa novamente
para um novo tubo. Para permitir a precipitacdo do DNA, foram adicionados 2V de etanol absoluto
gelado e 0 mesmo resfriado a -80° C por 10 min, com posterior centrifugacdo a 12.000xg por 10
min e descarte do sobrenadante. Procedeu-se a etapa de lavagem do pellet de DNA com a adicao
de 500ul de etanol 70% e centrifugac¢do a 12.000xg por 10 min, passo que foi repetido mais uma
vez. Ao final da extracdo, o etanol residual foi descartado e os tubos submetidos a evaporacao em
estufa a 37° C por 15 min, com posterior hidratagio do DNA em 50ul de Agua Ultra-pura estéril e
armazenamento a -20° C (KARANAM et al., 2008).

Para verificar a pureza do DNA resultante do processo de extragdo, foi utilizada a razdo da
absorbancia em 260 e 280nm (A260/280), medida em espectrofotometro UV-1100 (Pro-analise®).
A verificagdo da qualidade do DNA extraido foi analisada por meio de eletroforese em gel de

agarose 1% e visualizado em transiluminador UV.
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IDENTIFICACAO MOLECULAR

Para confirmar a identificacdo molecular do isolado LCL-01, foram utilizados dois primers es-
pecificos para a amplificagdo do gene ipaH: IpaH1 - 5’GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGTC3’
e IpaH2 - 5"GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC3'. A amplificacdo foi realizada em um volume
total de 25ul consistindo de 0.2mM de cada ANTP, 1.5mM MgCl,, Tampéo Taq 10x (Life®), 0.2 uM
de cada primer, 1U TagDna polimerase ¢ 1ul de DNA molde, em termociclador Swift Maxi (ESCOO).
Os parametros de termociclagem utilizados foram os seguintes: desnaturacao inicial a 95° C por 5 min,
seguidos de 36 ciclos de 95° C por 30 seg, 60° C por 30 seg e 72° C por 1 min, com uma extensao final
a 72° C por 10 min. O produto de amplificagao foi entdo submetido a eletroforese em gel de agarose
1% contendo GelRed (Uniscience®), e fotografado sob luz ultravioleta em fotodocumentador, em
que a presenca de uma banda de 619pb indica amplificagdo da regido alvo (JIMENEZ, MCCOY;
ACHI, 2010).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com a crescente implantagdo de técnicas moleculares voltadas a identificagdo microbiolo-
gica, novas metodologias baseadas na amplificacdo de genes alvo por PCR foram desenvolvidas,
levando a uma revolugdo nas técnicas de diagndstico laboratorial. Porém, hd a co-extracdo de
fatores inibitorios, bem como diferencgas intra e interespécies que atuam como interferentes du-
rante a extracdo do DNA genomico bacteriano, assim como o elevado custo dos kits de extracao
comerciais, por vezes inviabilizando o processo de diagnostico molecular (NOGUEIRA et al.,
2004; ABRAO et al., 2005). A extragio de DNA a partir de microrganismos é realizada por diversas
técnicas moleculares, nas quais a extracao utilizando fenol-cloroféormio tem permitido a obtengao
de DNA de melhor qualidade aliado ao baixo custo dos reagentes empregados (NOGUEIRA et al.,
2004; ABRAO et al., 2005).

Na figura 1, pode-se observar que a presenca de material genético degradado foi pequena,
obtendo-se uma banda de DNA genomico visivel, de boa qualidade e baixas concentragdes de
proteinas e RNA. Na anélise de amplificacdo do gene ipaH por PCR, obteve-se fragmento de 600
pares de base (pb), demonstrando que o DNA esta integro e ¢ confiavel para andlises moleculares
utilizando a técnica de PCR.

A técnica de extracdo de DNA baseado no uso do fenol-cloroformio associado a metodologia mo-
lecular de Pulsed Field Gel Electrophoresis, permitiu a8 Angelini e colaboradores (ANGELINI et al., 2009)
investigar a epidemiologia molecular de 119 cepas de Shigella spp. isoladas de casos de shigelose
ocorridos no Estado de Sao Paulo, Brasil. Os autores puderam demonstrar, baseados nos resultados

encontrados, a necessidade de barreiras sanitarias mais eficientes para prevenir surtos e epidemias
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causadas por Shigella spp., auxiliados pelas metodologias moleculares empregadas. Da mesma for-
ma, Villalobo e Torres (1998), visando detectar a contaminacdo de maionese por cepas de Shigella
spp. € Escherichia coli Enteroinvasora, utilizaram o método de extragdo de DNA por fenol-clorofor-
mio associado a amplificacdo dos genes vird e 16SrRNA pela técnica de multiplex-PCR, demons-
trando que os métodos sdo altamente especificos e sensiveis na deteccdo dos patdogenos testados. Da
mesma forma, Cruz et al. (2014) acessaram a presenca de genes de viruléncia em cepas de Shigella
spp. por meio da extragdo de DNA gendmico pelo método do fenol-cloroférmio associada a ampli-
ficacdo por PCR, e compararam com a sintomatologia da shigelose pediatrica, demonstrando forte
associacgdo entre presenca de genes de viruléncia e sintomas da doenga. Também, Sousa et al. (2013)
demonstraram a prevaléncia de espécies de Shigella, suscetibilidade as drogas e fatores de viruléncia
por meio da extragao por fenol-cloroformio e PCR em criangas com quadro diarreico hospitalizadas

em Belo Horizonte, MG.

Figura 1 - Eletroforese do produto de extragdo e do amplicon do isolado clinico de Shigella sonnei.

NOTA: Gel de agarose 1% 1. Marcador de Peso Molecular 50pb (Ludwig)
2. DNA genémico 3. Amplicon do gene ipaH.

CONCLUSAO

Dessa forma, a disponibilizagdao de uma técnica rapida para o diagndstico diferencial de casos
de shigelose ¢ de grande interesse para a conduta clinica. O método de extracdo in-house mostrou-se

eficaz e de baixo custo, viabilizando a correta identificacdo do género Shigella por meio da técnica
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de PCR. Essa metodologia pode auxiliar no rastreamento desse patégeno durante surtos e epidemias,

assim como determinar melhores medidas de controle e erradicacao.
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