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RESUMO

Plesiomonas shigelloides é um bacilo Gram-negativo,
pertencente a familia Enterobacteriaceae, isolado de agua
doce e salgada, de peixes de &gua doce, mariscos e de
inimer ostipos de animais. Suspeita-se que a maioria das
infeccbes humanas causadas por P. shigelloides, seja
veiculada pela agua, pois a bactéria esta presente em
aguas ndo tratadas que sdo usadas para beber, 4guas
recreacionais ou agua para lavar alimentos que sdo
consumidos sem cozimento ou aquecimento. A ingestao
de P. shigelloides ndo causa sempre doencga no animal
hospedeiro, mas o microrganismo pode permanecer
temporariamente como membro transitorio néo
infeccioso da microbiotaintestinal. A bactéria éisolada
de fezes de pacientes com diarréa, mas algumas vezes
também de fezes de individuos sem sintomas. A doenca
causada por P. shigelloides é a gastrenterite, que
normalmente € auto-limitante, com febre, calafrio, dor
abdominal, ndusea, diarréa ou vomito. Em casos graves,
as fezes diarréicas podem ser verde-amareladas,
espumosas e com presenca de sangue. A bactéria pode
também causar infecgBes extra-intestinais. Ademais, pode
produzir toxinas e ser invasora. As caracteristicas
utilizadas para considerar P. shigelloides como um
enteropatégeno ndo sdo totalmente convincentes.
Embora seja isolada de pacientes com diarréia e
incriminada em varios surtos epidémicos envolvendo
agua e alimentos contaminados, nao foi possivel
identificar em muitas amostras de P. shigelloides,
associadas com infec¢Bes gastrintestinais, um mecanismo
de viruléncia definitivo.

Palavras-chave: P. shigelloides; enteropatdgeno;
gastrenterite; diarréia; infeccles extra-intestinais.

INTRODUCAO

O nome Plesiomonas foi dado por Habs e Schubert
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e derivado grego "plesios’ que significa vizinho e "monad"”
que significa unidade, pela sua proximidade com Aeromonas
(Habs & Schubert, 1962).

O género Plesiomonas € composto por apenas uma
espécie, P. shigelloides, que foi origindmente descrita por
Ferguson & Henderson (1947), como umaEnterobacteriaceae
movel, denominada iniciamente C27, que possuia 0 antigeno
principal de Shigella sonnei fase 1. No entanto, a bactéria
apresentava grande numero de propriedades distintas
daguelas de S sonnei, incluindo motilidade, producéo de
indol, fermentacéo tardia de lactose e inabilidade em produzir
acido a partir de D-manitol, sendo alocada no grupo
anaerogénico Paracolon devido atais caracteristicas. Pelo
fato de apresentar flagelagdo polar, foi incluida no género
Pseudomonas, espécieshigelloides, pelas suas caracteristicas
semelhantes a Shigella. Posteriormente, foi transferida ao
género Aeromonas como A. shigelloides, em decorrénciade
suas caracteristicas de metabolismo fermentativo e
similaridade em morfologia, flagelos e caracteristicas
bioguimicas com Aeromonas. A seguir, essa denominagdo
foi alterada pela proposta da criagdo do género Plesiomonas
com a espécie shigelloides. Pelo menos duas outras propostas
foram feitas subsequentemente, alocando P. shigelloides nos
géneros Fergunsonia e Mibrio. Até recentemente, 0 género
Plesiomonas, espécie shigelloides, pertenceu a familia
Vibrionaceae, juntamente com os géneros Aeromonas e
Vibrio (Janda, 2005).

Estudos moleculares, particularmente a andlise das
seqliéncias de nucleotideos de RNA ribossomal 5S e 16S,
mostraram que P. shigelloides estd mais proxima de bactérias
do género Proteus, que dos membros da familia
Vibrionaceae, o que sugere uma relacdo filogenética de
Plesiomonas com a familia Enterobacteriaceae (Martinez-
Murcia et a., 1992; Ruimy et al., 1994). Adicionamente,
Huys & Sings (1999) genotiparam linhagens de Aeromonas
spp. por AFLP (Amplified Fragment Length Polymor phism)
e verificaram que P. shigelloides posicionou-se fora do
principal cluster formado por Aeromonas. Devido a esses
achados, o género Plesiomonas foi alocado na familia
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Enterobacteriaceae como mencionado na Ultima edi¢do do
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (Janda, 2005).
A maioria dos géneros e espécies pertencentes a familia
Enterobacteriaceae é caracterizada como ndo produtora da
enzima oxidase (Farmer |11, 2007) e sendo P. shigelloides
oxidase positiva, ha a necessidade de redefini¢do das
caracteristicas dessa familia. Porém, essa discussdo ainda
continua em aberto, poisfoi sugerida a criagdo de umanova
familia, Plesiomonadaceae, com uma espécie, P. shigelloides
(Ruimy et a., 1994).

O principal habitat de P. shigelloides é o ambiente
aquético, incluindo a &gua doce e do mar. Em paisestropicais
e subtropicais do sul da Asia como Japo e Tailandia, vérios
paises da Africa, Taiti e Austrdlia é comumente encontrada
no intestino de peixes (Islam et al., 1991; Schubert &
Beichert, 1993; Aldovaet al., 1999; Pasquale & Krovacek,
2001; Janda, 2005). Sua ocorréncia ndo é freqliente nos
Estados Unidos e Europa, embora estudos recentes
descrevam seu isolamento em paises escandinavos
evidenciando que ndo sdo apenas microrganismos de
temperaturas tropicais ou subtropicais (Krovacek et al.,
2000). Nas Ultimas décadas, comegou a ser isolada e estudada
no Brasil, bem como em outros paises tropicais do continente
americano como Cuba, Venezuela, Costa Rica e Peru (Leitdo
& Silveira, 1991; Monteiro-Neto & Santos, 1993; Mondino
et a., 1995; Gibotti et al., 2000; Kirov, 2001; Janda, 2005).

P. shigelloides pode colonizar uma grande variedade
de animais aguéticos como peixes, mariscos e camardes, mas
também mamiferos como gatos, caes, suinos, entre outros.
Os animais, alimentos e aguas contaminadas séo
considerados como os veiculos de transmissdo de
Plesiomonas para 0 homem (Kirov, 2001; Janda, 2005).

A bactéria causa doenca intestinal, sobretudo em
individuos que vivem ou viajam para paises tropicais e que
ingerem alimentos marinhos crus e consomem égua e/ou
alimentos contaminados (Abbott, 2003).

CARACTERISTICAS DO MICRORGANISMO

P. shigelloides é um bacilo Gram-negativo, que
mede 0,3 a 1,0 um de didmetro por 2,0 a 3,0 um de
comprimento, anaerdbio facultativo que apresenta motilidade
por meio de dois a sete flagelos polares, produz a enzima
oxidase, fermenta o inositol, a glicose e outros poucos
carboidratos sem producdo de gés, descarboxila alisina e
ornitina, dihidrolisa a arginina e é sensivel ao agente
Vibriostatico O/129. Sua temperatura de crescimento varia
entre 8 e 44°C, sendo considerada 6tima em torno de 37 a
38°C. P. shigelloides apresenta pH 6timo de crescimento na
faixade 4,0 a8,0 e é capaz de crescer em concentractes de
sais que variam de 0 a 5% sendo bem tolerante as
concentragdes de 3,0 a 3,5% de NaCl (Kirov, 2001; Abbott,
2003; Janda, 2005).

Ha outras caracteristicas bioquimicas que ndo sao
usadas na identificagdo de P. shigelloides, mas que sdo
importantes para propositos industriais e para estratégias de
sobrevivéncia como a habilidade de produzir trealose

(Yoshidaet al., 1998), aenzima de restri¢do PshAl (Miyahara
et a., 1990) e quitinase (Ramaiah et al., 2000). A quitina é
um complexo polimero de carboidrato, abundante em
ambientes aquaticos e que forma a cuticula de crustaceos e
de muitos moluscos. Como muitas outras bactérias aquéticas,
P. shigelloides pode utilizar, por meio da producdo de
quitinases, este composto polimérico como fonte de carbono
€ como um caminho para penetrar no exoesqueleto de
diferentes organismos e ali se estabelecer (Ramaiah et a.,
2000). Miyahara et al. (1990) descreveram uma nova
endonuclease de restri¢do produzida por P. shigelloides. Essa
enzima foi denominada PshAl e pode ser muito Util em
metodologias de DNA recombinante devido a sua
estabilidade e reconhecimento de um novo sitio de restricéo
(GACNN/NNGTC).

A macromorfologia de P. shigelloides revela
diferentes aparéncias de coldnias, dependendo do agar
utilizado e se esse é seletivo ou diferencial. Vérios meios
seletivos foram indicados no isolamento do microrganismo
quer de amostras ambientais quer de espécimes clinicos
contaminados, como fezes, sangue e outros. O melhor meio
seletivo diferencia encontrado para recuperar P. shigelloides
de ambos os tipos de espécimes é o agar inositol-verde
brilhante-sais hiliares (IBB). Como meio de enriquecimento,
a agua peptonada alcalina pH 8,6 é considerado o melhor
(Janda, 2005). Utilizando este esquema, enriquecimento em
agua peptonada alcalina seguido de isolamento em &gar 1BB,
nosso grupo isolou P. shigelloides de sete amostras de agua
doce em Londrina, PR (Gibotti et al., 2000). No entanto,
empregando esse mesmo esquema, N0 conseguimos isolar
0 microrganismo em diferentes tipos de agua doce em
Araraquara, SP (Falcdo et al., 1998).

P. shigelloides apresenta antigenos sométicos " O"
eflagelares"H". Aldova & Shimada (2000) propuseram um
esquemainternacional que reconhece emP. shigelloides, 102
antigenos sométicos (O) e 51 flagelares (H). Inicialmente,
Aldova & Geizer (1968) identificaram 13 antigenos O e 15
antigenos H. Posteriormente, Shimada & Sakazaki (1978),
caracterizaram outros antigenos e propuseram um esguema
gue consistia de 40 sorotipos. A partir dai, novos sorotipos
foram descritos até finalmente ter sido criado o esquema
internacional unificado (Aldova & Shimada, 2000).

Os esquemas acima mencionados foram baseados
em antigenos de amostras clinicas de humanos e outros
animais homeotérmicos. Entretanto, como P. shigelloides tem
como principal habitat a &gua e/ou animais agquaticos, um
outro esquemafoi desenvolvido com antigenos de amostras
de referéncia isoladas de &gua e animais aquaticos. Esse
esguema consiste de 23 antigenos sométicos (O) e 5 antigenos
flagelares (H) (Aldova & Schubert, 1996). Este segundo
esguema é Util natipagem de amostras ambientais.

E importante ressaltar que P. shigelloides pode
aglutinar com soros utilizados para sorotipar Shigella o que
pode, algumas vezes, acarretar no diagndstico errado de P.
shigelloides como sendo Shigella (Abbott, 2003). Assim,
algumas sorovariedades apresentam identidade total ou
parcial com antigenos somaticos de Shigella. A sorovariedade
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17, que é encontrada em amostras isoladas de material clinico
possui reagdo cruzada com anti-soro de Shigellagrupo D e é
idéntica ao antigeno O de S. sonnei (Abbott et al., 1991).
Um outro tipo de relag8o existe entre a sorovariedade O:11
e S dysenteriae 8, sorovariedade O:22 e S. dysenteriae 7,
sorovariedade O:23 e S. boydii 13, sorovariedade O:54 e S.
boydii 2 e sorovariedade O:57 e S. boydii 9 (Shimadaet al.,
1994). Certas Plesiomonas também compartilham antigeno
tipo-especifico com S. flexneri 6 e um antigeno grupo 1 com
S dysenteriae 1 (Albert et al., 1993).

As linhagens deP. shigelloidesisoladas de amostras
de agua doce, por nosso grupo (Gibotti et al, 2000), foram
classificadas por Shimada, no Japdo, como sendo dos
sorotipos O4:H3; O34:H1; O35:H2; O41:H1; O44:H1 e
052:H2.

SIGNIFICADO CLIiNICO

O trato gastrintestinal € o local primario do qual P.
shigelloides tem sido recuperada. Embora ndo existam provas
definitivas mostrando que sgja um enteropatdgeno, varias
evidéncias ddo suporte ao seu papel na gastrenterite. Essas
evidéncias incluem a baixataxa de portadores assintomaticos,
investigacdes de caso-controle, relatos de casos bem
circunstanciados e surtos de doencas diarréicas (Brenden et
al., 1988). A taxa de portadores assintométicos é bem baixa,
variando de 0 a 5,5%, sendo na maioria dos casos de 0,1%
(Arai et al., 1980; Holmberg & Farmer |11, 1984; Bozso et
al., 1986). Estudos caso-controle descreveram taxas de
isolamento de P. shigelloides de trés a vinte vezes maiores
entre pacientes sintomaéticos que entre assintomaticos
(Pitarangsi et ., 1982; BozsO et al., 1986; Lim et ., 1987).
Foram relatadas taxas elevadas (22,0%) de isolamento do
microrganismo em criancas com diarréia sanguinolenta
(Taylor & Echeverria, 1986). Casos esporadicos de
gastrenterite mostraram elevado nimero (3x108 UFC/mL)
deP. shigelloides em bidpsias duodenais (Penn et a., 1982)
e anticorpos contra o lipopolissacarideo da linhagem
infectante (van Loon et al., 1989). P. shigelloides foi
implicada em pelo menos dois grandes surtos de doencas
diarréicas transmitidas através da agua no Jap&o, envolvendo
ao redor de 1.000 pessoas (Tsukamoto et al., 1978). Em um
dos surtos o sorotipo responsavel foi 0 O17:H2 e no outro, 0
sorotipo O24:H5. Esses sorotipos foram isolados dos
pacientes e de dgua de torneira de diferentes localidades onde
ocorreram 0s surtos. Um terceiro surto, ndo tdo bem
documentado estava ligado ao consumo de ostras
contaminadas (Rutala et a., 1982).

PATOGENESE E FATORES DE VIRULENCIA

Pouco é conhecido a respeito da colonizacgéo
intestinal humana por P. shigelloides bem como sobre a sua
interacdo com a camada mucéide que recobre o epitélio
intestinal. Um estudo de Vitovec et a. (2001) sobre infecgéo
experimental em camundongos BALB recém-nascidos,
inoculados por via oral com a bactéria, mostrou uma

colonizacdo intestinal de longa durag&o associada a lesdes
intestinais. Essas lesdes variam de atrofia a necrose da
mucosa interna do ileo e célon e das bordas escovadas dos
enterécitos do colon. Os autores sugerem que este animal
pode ser um bom modelo para o estudo dainfec¢do in vivo
deP. shigelloides.

Alguns estudos mostraram que P. shigelloides
aderiu einvadiu células Hela e células HEp-2, justificando
as formas disentéricas da doenca (Schubert & Holz-Bremer,
1999). Foi verificado que filtrados de cultura de P.
shigelloides apresentavam citotoxicidade paracélulas Y-1 e
CHO (Sanyal et a., 1980; Pitarangsi et a., 1982;). No
entanto, varios estudos apresentam o teste de Séreny como
uniformemente negativo (Pitarangsi et a., 1982; Olsvik et
al., 1990; Albert et al., 1993).

A invasdo de células Hel.a por P. shigelloides
isoladas de fezes de criangca com diarréia aguda foi
comparavel adeS. sonnei (Saraswathi et ., 1983; Brenden
et a., 1988; Olsvik et al., 1990; Farmer Il et al., 1992).
Holmberg et al. (1986), num estudo classico sobre
Plesiomonas, mostraram que pacientes dos quais se isolou
P. shigelloides apresentavam sintomas tipicos de infecgdes
produzidas por um microrganismo entérico invasor e que 23
dos 27 isolados destes pacientes continham plasmidios. Em
12 isolados foi encontrado apenas um plasmidio de alto peso
molecular (>150 MDa, ~230Kb). Esse plasmidio é diferente
daqueles de alto peso molecular detectados em Shigella spp.
e em E. coli enteroinvasora. Plasmidios de alto peso
molecular também foram encontrados em amostras de
pacientes com colite associada aP. shigelloides. E bastante
provavel que um plasmideo de viruléncia esteja envolvido
na patogenicidade de P. shigelloides (Kirov, 2001).

Até 0 momento ndo foi possivel estabelecer uma
real e comprovada associagdo positiva entre infecgdes
supostamente causadas por P. shigelloides com marcadores
de viruléncia, embora vérios deles, a seguir relacionados,
tenham sido pesquisados e estudados.

Adesao

A adesfo celular é um passo fundamental para a
infeccdo bacteriana e muitos enteropat6genos possuem em
sua superficie estruturas como fimbrias, flagelos ou
glicocdlice que facilitam a aderéncia a superficie da célula
hospedeira (Theodoropoulos et a., 2001). Esses autores
mostraram pela primeira vez a aderéncia e invasdo de células
epiteliais de intestino in vitro por P. shigelloides nas quais
foram observados flagelos. Também encontraram, pela
primeira vez, estruturas semelhantes as fimbrias em P.
shigelloides. 1ss0 sugere que essas estruturas tenham funcgéo
na aderéncia da bactéria as células epiteliais e que um
estimulo das células hospedeiras sgja necessario para sua
expressan, pois essas estruturas somente foram observadas
guando a bactéria estava em forte associagdo com a célula
hospedeira e nunca na auséncia das células. A aderéncia de
P. shigelloides foi observada na superficie apical e basal das
células, ocorrendo diretamente na membrana plasméatica e/
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ou microvilosidades. Aparentemente, ndo ocorre destrui¢ao
da estrutura dessas microvilosidades e nem evidéncia de
lesbes como as formadas durante a aderéncia de E. coli
enteropatogénica.

Com o uso de microscopia eletrbnica de
transmissao, foi detectado um glicocdlice na superficie
externa de P. shigelloides. Especula-se que este material
esteja envolvido na adesdo da bactéria as células epiteliais,
constituindo-se, portanto numa adesina (Kirov, 2001).

Invasao

A habilidade de P. shigelloidesde invadir células é
relatada, mas com resultados contraditérios. Alguns estudos
mostraram invasibilidade (Binns et al., 1984; Olsvik et dl.,
1990), entretanto, alguns outros ndo encontraram nenhum
potencia invasivo para esse microrganismo (Sanyal et d.,
1980; Herrington et a., 1987). Theodoropoulos et al. (2001)
demonstraram, por meio de microscopia eletrénica de
transmisséo e usando células de epitélio humano (Caco-2),
gue esta bactéria é capaz de invadir estas células.

Em um estudo realizado por Kayano et a. (2007),
células epiteliais como Hela, HEp-2 ,Vero, Caco-2 e HT-29
foram expostas a linhagens de P. shigelloides isoladas de
agua e 15 minutos apds essa exposi¢ao as cdulas estavam
agregadas. Entretanto, ndo foi observadainvasdo.

Enterotoxinas

Os resultados encontrados séo contradit6rios no que
diz respeito a enterotoxinas serem ou ndo potenciais fatores
de viruléncia de P. shigelloides. Varios pesquisadores
concluiram que o microrganismo ndo produz essas toxinas
devido a resultados negativos obtidos em ensaios com alga
ligada de coelho, ensaio com camundongo recém-nascido,
cultura de células diversas e permeabilidade da toxina em
pele de coelho (Miller & Kohburger, 1985; Brenden et dl.,
1988; Farmer |11 et al., 1992). No entanto, a producgéo de
toxinas termol&bil (LT) e termoestavel (ST) foi descrita por
Saraswathi et a. (1983). Também foi demonstrada a produgéo
de enterotoxinain vivo usando principalmente dois model s,
codlhos e ratos recém-nascidos (Sanyal et al., 1975; 1980).
Entretanto, Herrington et al. (1987) ndo encontraram
nenhuma producdo de enterotoxinas quando testaram seus
isolados em coelhos. Manorama et al. (1983) caracterizaram
e purificaram parcialmente as enterotoxinas ST e LT.
Provavelmente, a chave para a detecg&o de enterotoxina em
Plesiomonas seja a passagem seriada da bactéria in vivo
(Brenden et al., 1988). No entanto, estudos utilizando sondas
genéticas de DNA paratoxinacolérica(CT), LT, STae STh
ndo detectaram sequiéncias homdélogas em P. shigelloides.
Portanto, as enterotoxinas presentes em P. shigelloides tém
mecanismos de a¢&o desconhecidos (Olsvik et a., 1990).

Em trabalho realizado pelo nosso grupo (Gibotti et al.,
2000), foi observado que nenhuma das linhagens deP. shigelloides
isoladas de amostras de agua de rio produziram enterotoxina ST
pelo teste de Dean, utilizando meio de Evans ou BHI.

Citotoxinas
Citotoxina produtora de elongacéo

A bactéria também produz uma toxina termolabil
que causa elongagéo de células de ovario de Hamster Chinés
(CHO), similar aguela produzida pela toxina colérica (CT)
de Vibrio cholerae, quando a bactéria é cultivada em meio
de cultura pobre em ferro. Quando o meio é suplementado
com ferro, a habilidade de P. shigelloides em produzir o
fenbmeno é perdida. Seu efeito na célula CHO é neutralizado
quando é incubada com soro anti-CT e é destruida por
aguecimento a 100°C por 20 minutos (Gardner et al., 1987).
Esses autores também verificaram que a elongacdo das
células CHO foi observada quando P. shigelloides foi
cultivada em um meio com pouca quantidade de ferro (menos
que 0,5 pug de Fe**/mL). Observaram, também, que
quantidades maiores que 0,1 ug de Fe**/mL diminuiam
consideravelmente a reatividade com células CHO. A
concentracdo de ferro no meio de crescimento € um
importante fator na producdo de vérias toxinas bacterianas
como a toxina da difteria, a exotoxina de Pseudomonas
aeruginosa, a toxina de Shigella spp. e a enterotoxina de
Salmonella spp., porém nenhuma delas causa elongago em
céulas CHO.

Citotoxina vacuolizante

Outra toxina produzida por P. shigelloides causa
vacuolizacdo em vérias linhagens de células como Hel g,
Vero, CHO e HT29 (Falcodn et al., 2003). Os autores
descreveram que a primeira alteracdo consiste naformacéo
de um pegueno vactolo citoplasmético, aproximadamente
30 minutos apds a exposi¢ao das células afiltrados de cultura
de P. shigelloides, tendo como subseguientes alteractes
morfoldgicas, uma intensa vacuolizacdo citoplasmaética,
seguida de arredondamento e inchago das células que
eventualmente, leva a desorganizacdo e gradual destruicéo
da camada celular. Apés 24 horas, as células tratadas com o
filtrado da cultura estavam mortas.

O aguecimento do sobrenadante da cultura a 56°C
por 30 minutos leva a perda das atividades biol dgicasin vivo
einvitro, indicando que a citotoxina é termolabil (Falcon et
al., 2003). Este resultado difere da enterotoxina termol bil
deE. coli, mas |lembra a citotoxinatermolabil de Aeromonas
hydrophila, que induz efeitos hemoliticos em células de
mamiferos (Falcon et a., 2001).

A neutralizag@o por antisoro anti-enterotoxina
citotoxica de A. hydrophila, confirma que a toxina de P.
shigelloides é antigenicamente préxima a esta (Gonzél ez-
Rey, 2003).

Malachias et a. (2007) descreveram uma citotoxina
purificada de sobrenadante de culturas de P. shigelloides que
inoculada sobre células Vero, CHO, Caco-2 e HT-29 levou
a0 aparecimento de um extenso vactolo intracelular, seguido
de um encolhimento do nicleo e consegiientemente morte
de muitas células apds 30 minutos.
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Citotoxina ACRP-LPS

Okawa et al. (2004), para esclarecer a
enteropatogenicidade de P. shigelloides, realizaram a
purificacdo de uma citotoxina produzida por uma amostra
desta bactéria. Os resultados evidenciaram que a citotoxina
€ composta por um complexo de trés grandes proteinas e
LPS (lipopolissacarideos) e é dividida em duas metades. A
toxinafoi termoestével frente as temperaturas de 60 a 100°C
por 10 a 30 minutos. Os autores sugeriram que a citotoxina
do filtrado de uma cultura de P. shigelloides (complexo
ACRP-LPS) tem citotoxicidade e enteropatogenicidade por
ACRP (anti-CT-reative proteins), sendo possivelmente um
dos importantes fatores de viruléncia de P. shigelloides.

Cardiotoxina

Recentemente, em um estudo realizado por Filizzola
et a. (2007), foi purificada uma citotoxina do sobrenadante
de culturas de P. shigelloides isoladas de agua. Apos a
administragdo intravenosa em camundongos, esta citotoxina
causou depressdo na conducdo elétrica intra-atrial e intra-
ventricular. 1sso sugere que P. shigelloides possa produzir
uma possivel "cardiotoxina' que pode ser um fator de
viruléncia produzido por essa bactéria.

Hemolisina

A maioriadas linhagens de P. shigelloides também
apresenta uma B-hemolisina associada a célula que é
produzida as temperaturas de 25 e 35°C. Essa hemolisina
provavel mente, desempenha papel importante na captura de
ferro in vivo. Seu papel na doenca gastrintestina é ainda
desconhecido.

Janda & Abbott (1993) mostraram que a maioria
das amostras desta bactéria secreta uma B-hemolisina em
placas de agar sangue de diferentes animais como porcos,
coelhos, carneiros e bois. Descreveram uma melhor atividade
em eritrdcitos de carneiro, coelho e porco, ja nos eritrécitos
de bovino areacdo étardia A hemolisinaproduzidatem as
caracteristicas de uma proteina e € inativada por proteases
em altas temperaturas. A gentamicina, um aminoglicosideo,
também inibe a atividade hemolitica, sugerindo que fungdes
celulares s8o requeridas para a atividade enzimética.

Daskaleros et al. (1991) ndo observaram atividade
hemolitica de P. shigelloides quando as amostras foram
cultivadas na superficie de placas de agar sangue, mas quando
as bactérias foram crescidas em meios liquidos com sangue
ou em placas de agar sangue ndo muito consistentes
produziram uma hemdlise detectavel, o que sugere que
tensdes de oxigénio ou viscosidade podem influenciar a
expressédo da hemolisina

Baratéla et al. (2001) detectaram atividade
hemolitica em todas as amostras crescidas em placas de agar
sangue usando o meio de cultura agar Luria Bertani (LB).
Em outros tipos de meios, como &gar tripticase de soja (TSB)
e infuso de cérebro e coracdo (BHI), somente algumas

amostras apresentaram essa caracteristica.

Em um estudo realizado pelo nosso grupo, com sete
linhagens de P. shigelloides, isoladas de &gua doce, verificou-
se gue todas as linhagens apresentaram produc&o parcial de
hemolisina utilizando a técnica em placa de &gar sangue de
carneiro (AS) e B-hemdlise pela técnica em placa de agar
overlay (AO), utilizando-se eritrécitos do grupo O, de bovino,
carneiro, coelho e cobaia, enquanto que pela técnica em
microplaca (Mi), utilizando-se sangue de carneiro, apenas
57% (4/7) das amostras foram positivas (Gibotti et al., 2000).

Elastina

P. shigelloides produz enzimas extracel ulares, como
a elastase, a qua pode estar envolvida na degradacéo de
tecido conectivo. Enzimas elastoliti cas tém a habilidade de
degradar tecidos conectivos e isso pode contribuir para a
patogenicidade dos microrganismos (Rust et al., 1994).
Santos et al. (1999) detectaram atividade elastolitica em
suspensdes celulares. Esta atividade aumentou quando a
bactériafoi cultivadaem TSB com auséncia de ferro.

Tetradotoxina

A tetradotoxina (TTX) € uma neurotoxina marinha.
Moluscos podem conter essa TTX sendo documentado um
grande aumento no consumo de moluscos contendo TTX
(Wei et al., 1994). Essa toxina pode ser produzida por vérias
espécies de bactérias, principalmente Vibrio spp. (Narita et
al., 1987; Simidu et al., 1987; Hwang et a., 1989). Estudos
da microbiota de moluscos revelaram a presenca de P.
shigelloides entre outros microrganismos (Hwang et al.,
1989; Cheng et al., 1995). Estes mesmos autores testaram a
producdo de TTX nesses isolados bacterianos revelando P.
shigelloides como um dos produtores de TTX.

Histamina

Scombroid poisoning € uma sindrome muito comum
associada a ingestao de frutos do mar contendo altas
concentragdes de histamina. Alguns trabal hos sugeriram que
P. shigelloides desempenha um importante papel como
causador desta doenca (Yoshinaga & Frank, 1982;
Middlebrooks et al., 1988; L opes-Sabater et al., 1996). Em
uma recente investigacéo foi encontrado que 13,3% das
amostras de P. shigelloides investigadas estavam aptas a
produzir histamina (Gonzéalez-Rey, 2003).

Hemaglutininas

N&o encontramos relatos na literatura sobre a
capacidade hemaglutinante de P. shigelloides. Em dois
trabalhos realizados por nosso grupo pesquisou-se este
marcador de viruléncia. No primeiro, Gibotti et al. (2000)
avaliaram sete linhagens isoladas de &gua doce e observaram
gue nenhuma del as hemagl utinou na presenca de eritrocitos
de cobaia (Co), de humano (H) e de cavalo (Cv). No outro
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estudo, Campioni e colaboradores (dados ndo publicados),
também estudaram P. shigelloides isoladas de agua e
observaram que a maioria das amostras apresentou atividade
hemagl utinante frente a eritrécitos de galinha, sendo essa
atividade inibida na presenca dos carboidratos manose,
dextrose, frutose e sacarose, ndo sendo influenciada pela
presenca de gal actose, sorbose, lactose e maltose.

MANIFESTACOES CLiINICAS

As infec¢Bes humanas causadas por P. shigelloides
podem ser intestinais e extraintestinais.

I nfecgBesintestinais

Gastrenterite causada por P. shigelloides foi descrita
em diversos paises. A doenca diarréica varia de enterite
moderada a disenteria (Holmberg et al., 1986). A forma
semel hante a célera é rara (Janda, 2005).

A diarréia pode ocorrer na forma secretéria ou
diarréia com sangue e muco (Kirov, 2001). A forma
secretéria, que € amais comum, normal mente tem duracéo
de um a sete dias, mas que pode ser prolongada
(aproximadamente trés semanas), apresenta varias
evacuagoes ao dia (mais de 30) no pico dadoenca (Miller &
Kohburger, 1985; Brenden et a., 1988). Holmberg et al.
(1986) mostraram gque a maioria dos pacientes adultos, dos
quais P. shigelloides foi isolada, apresentavam sintomas de
doenca invasiva com sangue, fezes mucéides com leucdcitos
polimorfonucleares; relataram também que os pacientes
apresentavam com frequéncia célicas abdominais intensas,
vomito e um pouco de desidratacdo. A mesma forma foi
descritapor Ahmad et al. (1998).

van Loon et al. (1989) relataram a ocorréncia em
Bangladesh de uma outra forma de infecgdo intestinal por P.
shigelloides com diarréia sanguinolenta persistente associada
a colite pseudomembranosa. O tecido do célon do paciente
apresentava-se compativel com aquele de colite
pseudomembranosa e a coprocultura mostrou o isolamento
de P. shigelloides em cultura pura.

Os picos sazonais das infecgBes intestinais
associadas a P. shigelloides so durante os meses quentes.
Parece ndo haver correlagdo entre grupo etério e ocorréncia
de doenca diarréica por P. shigelloides (Janda, 2005).

Um dado interessante observado por pesquisadores
mexicanos é ando deteccdo de imunoglobulina IgA em soro
de pacientes infectados com P. shigelloides, levantando
davidas sobre o papel da bactéria na diarréia do vigjante
(Jang et al., 1991).

A dose infectante do microrganismo capaz de causar
diarréia em humanos nédo é conhecida. Nenhum dos 33
voluntérios humanos tratados previamente com ampicilina
parareduzir a microbiotaintestinal normal e, posteriormente
infectados com P. shigelloides, isolada de crianga com
diarréia que apresentava sangue, muco e leucdcitos,
desenvolveu a doenca, mesmo quando a dose inoculante era
maior que 10° microrganismos. A mesma dose inoculada em

cobaias provocou diarréia em todos os animais (Kirov, 2001).
I nfecgdes extraintestinais

P. shigelloides é rel acionada como agente etiol 6gico
de vérias infecgOes extraintestinais como septicemia,
bacteremia, meningite, artrite, pseudoapendicite, colicistite,
osteomielite e celulite (Henderson et al., 2001).

Entre estas sindromes, a mais freglente é a
septicemia, sendo até o presente, relatados pelo menos 20
casos de septicemia por P. shigelloides (Janda, 2005). A
maioria dos casos de bacteremia envolve pessoas em
condi¢des precérias de salde, incluindo neonatos, individuos
com discrasias hematol 6gicas e doencas do figado (Clark &
Janda, 1991; Delforge et al., 1995; Riley et al., 1996).

A meningite acompanhada por septicemia é uma
doenca primaria de recém-nascidos (Billiet et a., 1989). A
maioria dos casos de meningite refere-se a criangas cujos
partos foram complicados por vérias condi¢des clinicas,
incluindo, ruptura da placenta (Clark & Janda, 1991). Foi
relatado um caso interessante de septicemia associada com
celulite na mao esguerda de um individuo que manuseava
peixes ao norte da Noruega. Esses casos de septicemia
associada a outras infecgdes sdo muito graves, levando
normal mente a morte (Henderson et al., 2001).

Complicagbes extraintestinais ndo freglentes
incluem doenca biliar (Claesson et al., 1984; Korner et al.,
1992), abscesso pancredtico (Kennedy et al., 1990);
pseudoapendicite (Fischer et al., 1988), artrite (Gordon et
al., 1983), ostemielite (Ingram et ., 1987) e infeccdo ocular
(Buitt et al., 1997).

OCORRENCIA EM ANIMAIS

O fregliente isolamento de P. shigelloides em
diferentes espécies de animais reflete a probabilidade de
exposi¢ao a bactéria na &gua. Dessa forma, € mais comum o
isolamento em peixes, répteis, mamiferos e aves,
respectivamente. E provavel que essa bactéria pertenca a
microbiota intestinal normal de peixes e alguns outros
animais que residem na agua como anfibios e alguns répteis,
porém sua presenca esporédica em fezes de animais pode
ser devido aingestao de peixes, &gua contaminada ou comida
contaminada (Jagger, 2000).

N&o existem muitos rel atos sobre a associagéo de P.
shigelloides com infecghes e diarréas em animais, porém a
bactéria é freqiientemente isolada de diarréia em gatos. E
encontrada com maior fregliéncia nessa espécie do que em outros
mamiferos. Também existem relatos de isolados de outros
animais doentes como do pulmé&o de lontras com pneumonia,
cachorros com enterite, figado de patos, gado, pingtins e ursos
com diarréia sanguinea violenta (Jagger, 2000).

SUSCEPTIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS

P. shigelloides € uniformemente susceptivel in vitro
a fluoroquinolonas, carbapenems, monobactamicos,
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sulfametoxazol-trimetroprim e as cefalosporinas de primeira,
segunda e terceira geragdes (Janda, 2005). A maioria dos
isolados é resistente a penicilinas, incluindo ampicilina,
piperaciling, ticarcilina, meziocilina e carbenicilina. Isto
parece ser devido a producdo de uma B-lactamase pela
bactéria, ja que isolados que a produziram nédo foram
susceptiveis in vitro a penicilina e isolados que ndo a
produziram foram susceptiveis (Jagger, 2000).

A resisténcia a aminoglicosideos é variavel. Jagger
(2000) demonstrou que a resisténcia a gentamicina,
tobramicina e amicacina foi comum. Entretanto, outro estudo
identificou somente poucas amostras com resisténcia a
tobramicina e gentamicina (Stock & Wiedemann, 2001).

No estudo realizado pelo nosso grupo, as sete
linhagens de P. shigelloides isoladas foram testadas para
avdiar aresisténcia a drogas como ampicilina, penicilina,
amicacina, gentamicina, tobramicina, cefalotina,
carbenicilina, sulfametoxazol-trimetroprim, neomicina,
cloranfenicol, norfloxacing, tetraciclina e nitrofurantoina. A
maioria das sete P. shigelloides isoladas apresentou
resisténcia a penicilina, ampicilina, amicacina, carbenicilina
e neomicina. Algumas dessas amostras foram também
resistentes a gentamicina. Todas elas foram sensiveis a
cloranfenicol, norfloxacina, tetraciclina e nitrofurantoina
(Gibotti et al., 2000).

OCORRENCIA NO BRASIL

No Brasil, existem poucos relatos sobre a ocorréncia
de P. shigelloides.

Leitdo & Silveira (1991) isolaram P. shigelloides
de cinco amostras de peixe de origem fluvia no estado de
Séo Paulo.

Mondino et al. (1995) isolaram 46 linhagens de P.
shigelloides de amostras de agua doce poluida e ndo poluida
e dgua de mar, nacidade do Rio de Janeiro.

Em um estudo realizado pelo nosso grupo foram
analisadas amostras de agua col etadas ao longo da bacia do
Ribeirdo Cambé, naregido de Londrina e de Cambé-PR, no
periodo entre abril de 1992 e mar¢o de 1993, tendo sido
isoladas sete linhagens de P. shigelloides (Gibotti et al.,
2000). Entretanto, em um estudo anterior, também realizado
pelo nosso grupo, a presenca de Aeromonas spp., Vibrio
cholerae e P. shigelloides foi pesquisada em vérias fontes
de agua doce da cidade de Araraguara-SP, tendo sido isoladas
amostras de Aeromonas spp. e Vibrio cholerae, mas nédo de
P. shigelloides (Falcdo et al., 1998).

O primeiro relato sobre o isolamento de P.
shigelloides de material clinico de humanos foi de duas
criancas no Maranhdo, com diarréia prolongada (trés
semanas) que apresentavam febre, dores abdominais e fezes
com numerosos leucécitos (Monteiro Neto & Santos, 1993).
Também foram isoladas duas linhagens de P. shigelloides
de fezes diarréicas de adultos nos anos de 1998 e 2002 pelo
Laboratorio de Bacteriologia Médica do Instituto Adolfo Lutz
de Ribeirdo Preto, SP (M.1.C. Medeiros e colaboradores -
dados ndo publicados).

CARACTERIZACAO LABORATORIAL

O isolamento de P. shigelloides ndo é relatado na
literatura especializada com tanta freqliéncia como ocorre
com outros patdgenos entéricos. Embora o nimero de casos
descritos nos Ultimos anos tenha aumentado, ha evidéncia
que muitos laboratérios ndo tém dado importancia ao
isolamento do microrganismo (Clinical Microbiology
Proficiency Testing, 2000).

O isolamento e a identificag@o de P. shigelloides
podem ser realizados quer utilizando os esquemas e meios
convencionais empregados na identificacdo de
enterobactérias, quer utilizando enriquecimento em agua
peptonada alcalina pH 8,6 seguido de isolamento em meio
de cultura especifico como o Agar IBB e/ou outros meios
para bactérias entéricas como Agar SS e Agar MacConkey.
Embora estes Ultimos meios possam ser utilizados para o
isolamento de P. shigelloides, ndo séo eficazes na sua
diferenciacdo porgue contém lactose e bactérias do género
Plesiomonas podem ser tanto lactose negativas como
positivas. Coldnias claras nesses Ultimos meios podem ser
confundidas com enterobactérias que ndo produzem lactose,
principalmente Shigella (Gibotti, 1996), com a qual P.
shigelloides apresenta reacéo antigénica somética cruzada
(Janda, 2005). O teste da oxidase permite a diferenciacéo
entre estes microrganismos, pois P. shigelloides é oxidase
positiva, enquanto Shigella é oxidase negativa (Abbott,
2003). No meio de Agar IBB, P. shigelloides fermenta o
inositol, que é o carboidrato desse meio, produzindo colénias
avermelhadas, enquanto bactérias ndo fermentadoras de
inositol, como E. coli, apresentam-se como colbnias claras
(Gibotti, 1996). Portanto, a combinag&o de enriquecimento
em &gua peptonada alcalina pH 8,6 e a utilizacéo do agar
IBB, por apresentar os melhores resultados € aindicada para
o isolamento de P. shigelloides (Janda, 2005).

Apos o isolamento, os requisitos metabdlicos
minimos para a confirmag&o dessa bactéria so reacdes
positivas para descarboxilacéo dalisina e orniting, dihidrolase
da arginina, oxidase, indol, fermentacdo do inositol e glicose
e producdo de beta-hemdlise em &gar-sangue. Entretanto,
testes adicionais, como a sensibilidade ao agente Vibriostatico
0/129, entre outros, s80 sempre necessarios para uma mel hor
identificacéo desse bacilo (Abbott, 2003).

Existe também uma variedade de kits comerciais
como o TTE-AS e o APl 20E que déo resultados confiavels
para aidentificacio deP. shigelloides (Krovacek et al., 2000).

A caracterizacdo completa é realizada pela pesguisa
dos antigenos sométicos e flagelares (Janda, 2005). No
entanto, essa caracterizagdo sorol6gica é realizada em poucos
laboratérios de referéncia que ndo sdo encontrados no Brasil
(Falcdo et al., 1998; Gibotti et al., 2000).

CONSIDERACOES FINAIS

As evidéncias utilizadas para considerar P.
shigelloides como um enteropatdgeno ndo sdo totalmente
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convincentes, bem como nédo estdo totalmente esclarecidas.
Embora sejam isoladas de pacientes com diarréia e em varios
surtos epidémicos envolvendo agua e alimentos
contaminados, ndo foi possivel identificar em muitas
amostras associadas com infec¢fes gastrintestinais, um
mecanismo de viruléncia definitivo. Resultados negativos
de estudos com voluntérios e a falta de resposta intestinal
com producdo de IgA em pacientes infectados leva a outras
dulvidas sobre a enteropatogenicidade da espécie. Portanto,
para gque seja confirmada a relacéo de P. shigelloides com
doenca humana h& a necessidade de estudos adicionais.

ABSTRACT
Plesiomonas shigelloides. an emergent enteropathogen?

Plesiomonas shigelloides is a Gram-negative rod-
shaped bacterium, of the family Enterobacteriaceae,
which has been isolated from freshwater and salt
water, freshwater fish, shellfish and many species of
animals. Most human P. shigelloides infections are
suspected to be waterborne. The organism can be
found in untreated water used as drinking water, in
recreational water, or in water used torinsefood that
is consumed without cooking or heating. Theingestion
of P. shigelloides does not always cause illness in the
host animal, and the organism may be present
temporarily as a transient, noninfectious member of
theintestinal flora. It hasbeen isolated from the stools
of patients with diarrhea,but it is also sometimes
isolated from healthy individuals. P. shigelloides has
been implicated in gastroenteritis, usually a self-
limiting disease characterized by fever, chills,
abdominal pain, nausea, diarrhea or vomiting; in
severe cases the diarrhea may be yellowish-green,
foamy and tinged with blood. The bacteria may also
cause extra-intestinal infection. Furthermore, it can
produce toxins and may be invasive. The evidence in
favor of considering P. shigelloides as an
enteropathogen is not totally convincing. Although it
has been isolated from patients with diarrhea and
incriminated in some outbreaks involving
contaminated water and food, it was not possible, in
many P. shigelloides samples associated with
gastrointestinal infections, to identify a definite
mechanism of virulence.

Keywords: P. shigelloides; enteropathogen; gastroenteritis;
diarrhea; extraintestinal infections.
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