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RESUMO

Escherichia coli enteroinvasora (EIEC) é um dos agentes etioldgicos da disenteria
bacilar, caracteriza-se pela destruicdo do epitélio do colon provocado pela resposta
inflamatoria induzida apds invasdo da mucosa por bactérias. Cepas de EIEC sao
bioquimica, genética e patogénica semelhante a Shigella spp. A patogenicidade de
EIEC e Shigella dependem da presenca da plnv plasmideo, que contém os genes
necessarios para a colonizagdo bacteriana na mucosa intestinal. Recentemente,
demonstrou-se que genes plasmidias ospCl, ospG e ospF de S. flexneri estédo
envolvidos na inibicdo da resposta inflamatéria em células epiteliais intestinais, um
fator importante na iniciagdo da colonizacdo bacteriana e producdo de doenca.
Como a EIEC mostrou doenca menos grave, foi analisada as sequéncias de
aminoéacido, avaliada a transcricdo destes genes plasmidiais e resposta inflamatoria
modulada por este micro-organismo na célula epitelial intestinal Caco-2. As células
Caco-2 foram infectadas em momentos diferentes com 11 sorotipos de EIEC e S.
flexneri (M90T). Os dados sobre a capacidade de invasdo e sobrevivéncia de
bactérias, expressdo de genes de bactérias e da quimiocina IL-8 foram obtidos por
CFU, RT-PCR, e ELISA, respectivamente. A significancia estatistica foi avaliada por
ANOVA de dois fatores. Os 11 sorotipos de EIEC estudados apresentaram
similaridade de 100% com S.flexneri para OspC1 e OspF,contudo, foram diferentes
na homologia do OspG. Quando comparamos as sequéncias de aminoacido dos 11
sorotipos observamos 100% de similaridade entre eles para OspG, sugerindo o
envolvimento destas proteinas na modulacédo da resposta imune induzida por estes
micro-organismos. Os sorotipos de EIEC apresentam diferencas na capacidade de
invasdo dos enterdcitos. Algumas diferencas significativas foram observadas na
transcricdo dos genes e na producgéo de IL-8. Os sorotipos de EIEC 0O29: H-e O167:
H-apresentou um baixo transcricdo de genes ospCl e ospF, e um aumento
significativo na producdo de IL-8 quando comparado com outros sorotipos. Além
disso, demonstrou que a maior transcricdo destes genes por alguns sorotipos de
EIEC parecem estar relacionados com a menor indugdo de IL-8. Estes dados
sugerem que as proteinas OspCl e OspF desempenham um papel na resposta
inflamatoria. No entanto, ndo se observou relacdo na transcricdo ospG para a
producdo de IL-8. Estes resultados sugerem que as proteinas efetoras OspCl e
OspF estdo envolvidas na inibicdo da resposta inflamatoria em células epiteliais do
intestino favorecendo a invaséo da EIEC.

Palavras chave: Escherichia coli enteroinvasora. Shigella flexneri, OspC1,0spF,
OspG, células epiteliais intestinais, resposta inflamataria.



ABSTRACT

Enteroinvasive E. coli (EIEC) is one of the etiological agents of bacillary dysentery, it
is characterized by the destruction of the colonic epithelium caused by the
inflammatory response induced upon invasion of the mucosa by bacteria. Strains of
EIEC are biochemical, genetic and pathogenic similar to Shigella spp. The
pathogenecity of EIEC and Shigella depend on the presence of the plasmid pinv,
which contains the genes necessary for bacterial colonization in the intestinal
mucosa. Recently, it was demonstrated that the plasmid genes ospC1, ospG and
ospF of S. flexneri are involved in inhibition of the inflammatory response in intestinal
epithelial cells, an important factor in the initiation of bacterial colonization and
production of disease. As EIEC has showed less severe disease, we evaluated the
transcription of these plasmid genes and inflammatory response modulated by this
microorganism in the intestinal epithelial cell Caco-2. The Caco-2 cells were infected
in different times with 11 serotypes of EIEC and S. flexneri MO0OT strain. The data
about sequences of amino acids, invasiveness and survival of bacteria, bacterial
genes expression, and chemokine IL-8 were obtained by CFU, RT-PCR, and ELISA,
respectively. The statistical significance was evaluated by two-way ANOVA. All EIEC
serotypes studied showed 100% similarity with S.flexneri to OspCl and OSPF,
however, were different in the homology of OspG. Compared the amino acid
sequences of the 11 serotypes observed 100% similarity between them to OspG,
suggesting the involvement of them in modulating of the immune response induced
by these microorganisms. There were no differences in the invasion the enterocytes
among EIEC serotypes. However, some significant differences were observed in the
transcription of those genes and production of IL-8. The EIEC serotypes O29:H- and
0167:H- showed a low transcription of genes ospCl and ospF, and a significant
increase in production of IL-8 when compared with other serotypes. Furthermore, it
was shown that the high transcription of ospF and ospC1 by some EIEC serotypes
are related to low induction of IL-8. These data suggested that the proteins OspCl1l
and OspF play a role in the inflammatory response. However, we did not observed
association between ospG transcription to the production of IL-8. These results lead
us to believe that the effector proteins OspF and OspCL1 are involved in inhibition of
the inflammatory response in intestinal epithelial cells favoring the EIEC invasion.

Keywords: Enteroinvasive Escherichia coli. , Shigella flexneri, OspC1, OSPF, OspG,
intestinal epithelial cells, inflammatory response.
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1 INTRODUCAO

1.1 Escherichia coli enteroinvasora (EIEC)

A espécie Escherichia coli é uma bactéria pertencente a familia
Enterobacteriaceae que faz parte da microbiota intestinal do homem e de animais. E
um bacilo Gram-negativo, capaz de causar infeccdes intestinais e extra-intestinais,
exercendo um importante papel na manutencao da fisiologia intestinal (DRASAR et
al., 1974)..

Nos dias atuais, tendo por base uma série de parametros, como a producao
de fatores de viruléncia especificos, os tipos de interagcdo com linhagens celulares e
a patogenicidade para animais de laboratdrio, essa espécie possui cepas
patogénicas causadoras de infeccdo gastrintestinal, denominadas E. coli
diarreiogénicas. Estdo divididas em seis categorias: E. coli enteropatogénica
(EPEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroagregativa (EAggEC) e E. coli que adere
difusamente (DAEC) (NATARO & KAPER, 1998).

Escherichia coli enteroinvasora (EIEC) € uma das importantes causadoras de
Disenteria Bacilar, principalmente em paises em desenvolvimento (PACHECO-GIL
et al., 2006). EWING e GRAWATTI (1947) apresentaram a primeira descricdo de
EIEC, onde a partir das fezes de soldados americanos com diarréia durante a
segunda guerra mundial foi isolada a primeira amostra de E.coli. Em seguida,
SERENY (1963) demonstrou que essa amostra provocava ceratoconjuntivite em
cobaia e pertencia ao sorogrupo 0124 (SERENY, 1963). O potencial invasor de
EIEC pode ser avaliado pela capacidade de causar ceratoconjuntivite em cobaias —
ensaio denominado teste de Serény — e invadem e colonizam as células do célon
intestinal humano, provocando uma infeccdo semelhante a provocada por amostras
de Shigella spp (PARSOT et al., 2005, SERENY, 1957).

No Brasil, o primeiro caso de infeccédo por EIEC foi relatado por TRABULSI
et al (1965). Posteriormente, essa cepa foi identificada como pertencente ao
sorogrupo 0136 (TRABULSI et al., 1969).
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Estudos posteriores enfatizam as caracteristicas bioquimicas particulares de
amostras de EIEC no Brasil, por TRABULSI e colaboradores (1967), e no Japao por
SAKAZAKI e colaboradores (1967). As 28 amostras estudadas no Brasil pertenciam
aos sorogrupos 028, 0124, 0136, 0144 e 0O152. Destas, 92,8% haviam sido
isoladas a partir de casos diarréicos tanto de criangcas como de adultos (TRABULSI
et al., 1967). As amostras do Japao foram isoladas de criancas e adultos com
diarréia e pertenciam aos sorogrupos 028, 0112, 0124, 0136, 0143 e 0144
(SAKAZAKI et al., 1967).

As amostras de EIEC se apresentam nos seguintes sorotipos: O28ac:H-,
029:H-, Ol12ac:H-, O121:H-, O124:H-, 0124:H30, O135:H-, O136:H-, O143:H,
0144:H-, O152:H-, O159:H-, O164:H-, O167:H- e O173:H- (TRABULSI et al., 1967,
SAKAZAKI et al., 1967; TRABULSI et al., 1969; TOLEDO et al., 1980; EWING, 1986;
GUTH et al., 1989; ORSKOV et al., 1991; MATSUSHITA et al., 1993; NATARO &
KAPER, 1998).

A patogenicidade de EIEC é semelhante & de Shigella flexneri, no que diz
respeito as caracteristicas bioquimicas e genéticas especificas, que diferem das E.
coli ndo invasivas: a EIEC nao descarboxila a lisina e tem a presenca do gene ipaH,
similares aos observados no género Shigella. Somente pelo método de aglutinacéo
com os antissoros especificos é possivel diferenciar a EIEC das bactérias do género
Shigella (VAN DEN BELD & REUBSAET, 2011).

Acreditava-se que ambas as bactérias compartilhariam um mesmo ancestral e
gue num dado momento da evolucdo o clone formado pelas EIEC seria o elo da
cadeia. Entretanto, dados obtidos por nosso grupo (BANDO et al., 1998) e outros
trabalhos (PUPO et al., 1997; ROLLAND et al., 1998; LAN et al., 2004) nos levam a
especular que as amostras de EIEC formam clones distintos dos de Shigella e dos
outros grupos de E. coli.

1.2 Epidemiologia

A diarréia continua sendo uma das maiores causas de morbidade e

mortalidade no mundo e as enterobactérias Escherichia coli, Shigella e Salmonella



18

sd0 0s agentes etioldgicos mais importantes na diarréia infecciosa que acomete a
humanidade (W.H.O., 2009).

A epidemiologia de EIEC ainda € pouco conhecida, entretanto existem
relatos que mostram que a prevaléncia ndo obedece a um padrao de uniformidade.
Sendo a maioria das infec¢bes causadas por esta bactéria é através da transmissao
fecal-oral de pessoa para pessoa e é geralmente via contato direto. Os dados
relatados nos estudos sobre a diarreia mostram uma alta prevaléncia das infeccdes
por EIEC, dependendo da populacgédo investigada (TAYLOR et al., 1986; TOLEDO &
TRABULSI, 1990; ECHEVERRIA et al., 1992; OGUNSANYA et al., 1994; PRATS &
LLOVET, 1995; TAMURA et al., 1996; ALMEIDA et al., 1998; VIEIRA et al., 2007).

Nos Estados Unidos foram descritos surtos de diarreia, que atingiu cerca de
384 pessoas, sendo relatado como veiculo de transmissdo o queijo importado da
Franga contaminado com o sorotipo 0124 (MARIER et al., 1973).

Em outros paises, seja desenvolvido ou em desenvolvimento, estudos de
prevaléncia também foram realizados. Em Calcuta, a prevaléncia de EIEC em um
grupo de 263 pacientes hospitalizados com diarreia foi elevada, 16,3% dos casos
(CHATERJEE & SANYAL, 1984), enquanto na Tailandia, encontraram uma
prevaléncia de 5% entre 200 criancas de 1 a 10 anos de idade (TAYLOR et al.,
1986). Na China e outros paises asiaticos encontrou-se uma prevaléncia de 7% e
4%, respectivamente (ECHEVERRIA et al., 1992; KAIN et al., 1991; TAMURA et al.,
1996). Outros estudos mostraram que na Nigéria (OGUNSANYA et al., 1994) e Ira
(KATOULI et al., 1990) a distribuicdo de EIEC encontrou-se abaixo das taxas
encontradas em paises desenvolvidos (menos que 0,1%); na Espanha, por exemplo,
foi encontrada uma frequéncia de 0,2% (PRATS, et al., 1995). No Brasil, foram
relatos trés amostras isoladas de agua contaminada (VALENTINI et al., 1992), e em
seguida, em Portugal foram encontradas amostras de EIEC em agua contaminada
(CABRAL, 2010).

Até entdo, ndo se sabe quais alimentos podem abrigar EIEC, no entanto,
existem relatos de surtos associados com hamburguer de carne e em leite ndo
pasteurizado, mas qualquer alimento contaminado com fezes humanas de um
individuo doente, seja diretamente ou através de agua contaminada, pode causar

doenca em outros individuos (FDA, 2011).
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Foram realizadas pesquisas da presenca de EIEC na cidade S&o Paulo,
principalmente em criancas de até cinco anos, moradores ou ndo de comunidades
carentes. Foram encontradas 17 amostras em 107 criancas de comunidades
carentes com diarreia (15,8%) e em 16 de 701 das criancas ndo moradoras de
comunidades carentes (2,3%). Esses dados também mostram que as condi¢cbes
sanitarias e socioecondmicas podem favorecer o estabelecimento da doenca
(TOLEDO e TRABULSI,1990). No interior da cidade de Sdo Paulo, foi encontrada
baixa prevaléncia deste microrganismo (OLIVEIRA et al., 1989; ALMEIDA et al.,
1998).

Recentemente, foram estudados 130 casos em Porto Velho (RO), onde se
obteve apenas um isolado (ORLANDI et al, 2001). Entretanto, tempos depois, o
mesmo grupo analisou amostras de 86 criancas e encontraram 7 casos (1,4%) de
EIEC, sendo sua frequéncia maior do que EHEC (3 casos - 0,6%) (ORLANDI et al.,
2006). No estado do Rio de Janeiro uma crianga de 10 meses de idade, apresentou
uma infeccdo com EIEC sorotipo 0143 (REGUA-MANGIA et al, 2004). No Nordeste
do Brasil, foram analisadas amostras de 290 criancas com diarreia e 290 criancas
saudaveis, porém das que apresentavam diarreia apenas cinco criancas foram
constatadas com infeccao por EIEC (MORENO et al, 2010).

Em 2007, VIEIRA e colaboradores, isolaram uma alta prevaléncia de EIEC
numa regido no norte do Equador. Porém, essa bactéria tem sido pouco reportada
nos tempos atuais como agente etiolégico nas pesquisas sobre a diarreia. Pode ser
gue as analises utilizadas nos laboratorios de rotina ndo consigam distinguir entre os
agentes EIEC e Shigella, uma vez que, ambas apresentam uma grande similaridade
bioquimica e genética (SILVA et al.,, 1980; KAPER et al., 2004; PARSOT et al.,
2005). Talvez por esse motivo, a prevaléncia de EIEC seja pouco descrita.

1.3 Mecanismos de Patogenicidade

A infeccdo consiste na invasdo e penetracdo das bactérias nos enterocitos,

levando a destruicdo dos mesmos (LEVINE, 1987). Ambas, se ligam
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especificamente a mucosa do intestino grosso e invadem as células epiteliais
intestinais por macropinocitose (COSSART & SANSONETTI, 2004).

A invasdo e sobrevivéncia de EIEC no interior das células intestinais é um
processo complexo. Para que ocorra o mecanismo de patogenicidade de EIEC na
célula epitelial (invasdo, multiplicacdo intracelular e disseminacdo de célula para
célula), é necessario que haja a presenca do plasmidio de viruléncia de 213 kb,
denominado pINV ( SANSONETTI et al., 1982a). Este plasmidio contém 32 genes
essenciais para colonizagdo bacteriana. Entre estes genes, estédo ipaA, ipaB, ipaC,
ipaD (antigenos plasmidiais de invasdo); ipgB, ipgC, ipgD (chaperoninas
citoplasmaticas), genes do locus mxi-spa (antigenos de transporte e apresentacao
das Ipas na superficie da membrana celular), os genes reguladores virF e virB e
genes relacionados a disseminagdo bacteriana icsA e icsB (BUCHRIESER et al.,
2000). O contato da bactéria com a superficie celular do hospedeiro induz a
secrecdo das IpaA, IpaB, IpaC e IpaD, essenciais na internalizacdo da bactéria e
escape do fagossomo na célula do hospedeiro, conduzidas pelo aparato do sistema
de secrecdo do tipo Il (SSTT) (MENARD et al., 1993; COSSART & SANSONETTI,
2004).

Para que ocorra a ativacdo dos genes plasmidiais € necesséaria a acao de
elementos globais ambientais que ativam o gene cromossomal H-NS, este por sua
vez ativa o gene plasmidial virF que desencadeia uma cascata de regulacdo de
genes plasmidiais (DORMAN et al., 2001). Consequentemente, este gene virF ativa
um grupo composto por reguladores plasmidiais: virB e icsA. Assim, as bactérias sao
equipadas com SSTT permitindo a invasao das células do hospedeiro (Figura 1)
(SCHROEDER et al., 2008).
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Figura 1: Elementos que regulam a expressdo do SSTT do plasmideo de viruléncia de S. flexneri
(SCHROEDER et al., 2008).

Estudos mostraram que S. flexneri tem como rota de entrada as células M
(microfold cells) presentes na mucosa intestinal, ao invés de entrar pela por¢ao
apical das células epiteliais (SANSONETTI et al., 1996). Penetrando pelas células
M, a bactéria encontra macréfagos residentes na lamina prépria e a fagocitose por
esses macrofagos € o primeiro passo para a producdo da resposta inflamatéria
contra as cepas bacterianas. Contudo, a Shigella escapa do fagossoma para o
citoplasma do macréfago, e a ligacdo da IpaB (produzida por Shigella) com a
Caspase-1 (protease presente no citoplasma dos macréfagos) desempenha um
duplo papel: a morte dos macréfagos por apoptose, demonstrada in vitro
(ZYCHLINSKI et al., 1992) e in vivo (ZYCHLINSKI et al., 1996); e a clivagem das
citocinas pro-IL-1 e pr6-IL-18 em suas formas ativas (HILBI et al., 1998; GUICHON
et al., 2001).

Consequentemente, levando a uma diarréia liquida, com a presenca de
leucdcitos, muco e sangue, frequentemente acompanhada de dor abdominal severa,
vomitos, tenesmo, cefaleia, febre, calafrios e mal-estar generalizado. Entretanto,
para que ocorra um processo infeccioso, € necessario um inéculo maior de EIEC
(10%) do que de Shigella flexneri (10 a 10%) (DUPONT et al., 1971; SANSONETTI,
1982). Esses dados sugerem que a grande diferenca no indculo necessaria para a
doenca (disenteria bacilar) pode estar relacionada com reconhecimento bacteriano e

posteriormente resposta inflamatéria frente as bactérias.
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1.4 Reconhecimento do Patégeno

O reconhecimento bacteriano pelas células do hospedeiro induz uma resposta
inflamatodria caracterizada pela secrecdo de uma série de mediadores sollveis,
devido a enorme variabilidade e alta taxa de mutacdes -caracteristicas do
microrganismo. Em contrapartida, o sistema imune inato desenvolveu receptores,
que tém como alvos estruturas moleculares comuns a grandes grupos de
patégenos, ou que sdo produzidas por patdgenos e ndo pelo hospedeiro. Essas
estruturas sdo denominadas padrées moleculares associados a patégenos (PAMPS)
(MEDZHITOV & JANEWAY, 2001). Membros de varias familias de proteinas
funcionam como PRRs e sdo expressos em ceélulas responsaveis pela primeira linha
de defesa do organismo, como as células epiteliais e também as células
apresentadoras de antigeno, como macrofagos e células dendriticas (MEDZHITOV
& JANEWAY, 2000).

Os PAMPs sao reconhecidos por receptores tipo Toll-like (TLR) e Nod-like
(NRL). A ativacdo do TLR por seus ligantes induz o recrutamento de proteinas
adaptadoras especificas, como Myd88 e IRAK, que traduzem o sinal, ativando
quinase e fatores de transcricdo (GAY & KEITH,1991). Entre seus diversos ligantes,
0S mais caracterizados sdo os peptidoglicanos (PGN) e lipoproteinas bacterianas
(ligantes de TLR2); flagelina, componente do flagelo microbiano (TRL5), LPS
presentes na parede de bactérias gram-negativas (ligante TRL4), entre outros
(BEUTLER, 2004).

Os receptores NLR tém como caracteristica peculiar sua localizagéo citosolica
e compreendem diferentes proteinas que apresentam trés dominios, um dominio N-
terminal variavel, um dominio central tipo Nod e uma por¢do C-terminal com LRR
(leucine-rich repeat). A cauda formada pela LRR é reconhecida por padrdes e uma
cascata de ativacdo € ativada culminando a ativacdo do fator de transcricdo NF-kB
ou da protease caspase-1 dependendo do tipo de receptor recrutado (THIRUMALA-
DEVI et al., 2007).

Apoés o reconhecimento inicial a bactéria escapa dos macrofagos, penetrando
na célula intestinal, pelo lado basolateral, e se dissemina para as células adjacentes,
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causando uma intensa resposta inflamatéria no local, caracterizada principalmente
pela secrecdo da quimiocina IL-8 que, juntamente com IL-1, atua no recrutamento de
células do sistema imune inato, principalmente leucoécitos polimorfonucleares (PMN).
A migracdo dessas células para o local da infeccdo causa desestabilizacdo do
epitélio intestinal, permitindo, assim, a passagem de um maior numero de
microrganismos que irdo invadir os enterdcitos pela superficie basolateral, levando a
destruicdo tecidual (Figura 2) (PARSOT & SANSONETTI, 1995; DONNENBERG,
2000; COSSART & SANSONETTI, 2004).

Translocation through M cell
Epithelial cells

Epthelial celis

Figura 2: Representacdo esquematica da patogénese da infeccdo por EIEC (modificado de
COSSART & SANSONETTI, 2004).

A secrecao da quimiocina IL-8 tem sido extensivamente relatada durante a
infeccdo por S. flexneri e favorece o recrutamento de neutréfilos para o sitio da
infeccdo (KASPER et al., 2010). Os neutrdfilos sdo células citotoxicas que tém um
papel importante na eliminacdo bacteriana. Os patdégenos fagocitados sao
eliminados pela acdo de enzimas proteoliticas e espécies reativas de oxigénio
(BRINKMANN et al., 2004). Os neutrofilos , portanto, contribuem para a ruptura da
barreira intestinal, e participam na resolugcéo da doenca.

Estudos recentes abordando a interacdo de EIEC com macrofagos J774 e/ou

macrofagos peritoniais sugeriram que a doenca mais branda causada por EIEC se
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deve provavelmente aos menores niveis transcricionais dos genes de viruléncia
desse micro-organismo, que podem resultar em uma menor traducdo protéica
quando comparado a S. flexneri (BANDO et al., 2010). Além disso, foi observado
que (i) o escape de EIEC do macréfago se da mais lentamente que o escape de
Shigella; (i) na infeccdo por Shigella, parece haver um maior estimulo dos
mecanismos imunes inatos, como a producdo de NO; (iii) a maior produgéo de TNF-
a e IL-10 apos desafio dos macréfagos com EIEC pode estar relacionada com uma
eliminacdo mais eficiente da bactéria; (iv) em ensaios in vivo, foi observada uma
maior producdo de citocinas pro-inflamatorias na infeccdo por Shigella, enquanto
EIEC estimulou um maior producéo de IL-10; (v) Shigella mostrou ser mais eficiente
na geracao da resposta imune adaptativa, (vi) a cinética de migracdo das células
mononucleares e polimorfonucleares para o peritbnio de camundongos infectados

com Shigella e EIEC apresentou diferencas significativas (AMHAZ, 2007).

Ao mesmo tempo foram conduzidos estudos sobre a interacdo de EIEC e
Shigella flexneri com células epiteliais intestinais da linhagem Caco-2 (MORENO et
al., 2009; FERREIRA, 2008). Nao foram observadas grandes diferencas na resposta
inflamatoria induzida por esses microrganismos. Contudo, altas concentracdes de
oxido nitrico foram secretadas por estas células apos infeccdo com EIEC
(FERREIRA, 2008). De maneira interessante, ap6s infeccdo e disseminacao
bacteriana nas células intestinais, a expressdo dos genes de viruléncia de EIEC
foram significativamente menores que os de S. flexneri. Esses dados foram
corroborados com os ensaios de disseminacdo bacteriana, com formacdo de

menores placas de lise na infeccao por EIEC (MORENO et al., 2009).

1.5 Familiaosp

ApoOs o0 sequenciamento do plasmideo de viruléncia pWR100 de Shigella
flexneri 5a, foram identificados genes que codificam proteinas efetoras que fazem
parte do processo de viruléncia da bactéria. Esses genes foram designados de osp:
ospB, ospC1l, ospD1, ospE1l, ospF e ospG (BURHRIESER et al., 2000).

A regulacdo do gene osp varia, mesmo entre os homadlogos. OspD1 e OspD2

sao regulados exclusivamente por VirB, OspD3 e OspG sao reguladas por MxIiE, e
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OspF e OspC1, séo regulados por ambas as proteinas VirB e MxIiE, sugerindo que
estas sejam necessarias em todo o curso da infec¢cdo (ZURAWSKI et al., 2006).

A OspG é uma proteina regulada pelo MxiE que interfere na ativacdo do NF-
kB. Estudos indicam que esta inibe a ativagcdo da lkba através do bloqueio da
ubiquitina, sem fosforilar a UbcH5. Experimentos de transfeccdo foram utilizados
para investigar o papel do potencial da OspG. A caracterizacdo do fenotipo de um
mutante OspG foi usado como modelo de infeccdo in vitro e in vivo. Os dados
obtidos indicaram que esta proteina esta envolvida na cascata de sinalizacao
diminuindo a resposta inata do hospedeiro, induzida pela bactéria invasiva,

permitindo sua presenca por mais tempo na célula epitelial (KIM et al., 2008).

As proteinas OspF e OspCl séo reguladas pds-transcricionalmente pelas
proteinas MxIE e VirB. Os genes estdo presentes durante todo percurso da infec¢céo
causada pela S.flexneri e sdo dependentes do SSTT. Testes de Séreny foram
realizados com mutantes de ambos o0s genes. O mutante em ospcl demonstrou
menor edema e inflamac¢do quando comparado com a cepa selvagem. Além disso,
0S experimentos com esses mutantes mostraram que as proteinas OspC1l e OspF
sdo essenciais para a sinalizacdo de eventos que estimulam a migracao
transepitelial de PMN (ZURAWSKI et al., 2006).

Identifica como uma dupla fosfatase especifica (DSP- dually specific
phosphatase), OspF esta envolvida diretamente na viruléncia bacteriana de
S.flexneri, desfosforilando duas vias especificas MAPKs Erk 1/2 e p38. Uma vez
injetada em células epiteliais, se localiza no nucleo e desfosforila MAPKs impedindo
a fosforilagdo da histona H3 consequentemente o fator de transcricdo NF-kB néo é
ativado (Figura 3) (SCHROEDER et al., 2008; ZURAWSKI et al., 2009).
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Figura 3: Representagdo esquematica da infecgdo com S. flexneri em células epiteliais intestinais e ativagdo

das proteinas efetoras OspF e OspG (SCHROEDER et al., 2008; ZURAWSKI et al., 2009).

Com base nesses estudos e sua descricdo esta voltada somente para
Shigella flexneri e devido a grande similaridade bioquimica e genética apresentada
por essas bactérias (PARSOT, 2005). Fica a pergunta sera que EIEC apresenta
esses genes que codificam essas proteinas? Sera que existe alguma diferenca
desses genes quando comparados com S. flexneri? A grande escassez de dados na
literatura deixa sem respostas importantes questdes sobre a resposta do hospedeiro
na infeccdo causada por EIEC e, portanto, a proposta deste trabalho é pesquisar a
presenca destes genes em diferentes sorotipos de EIEC e possivelmente explicar a
menor gravidade de casos quando comparada a S. flexneri.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

A proposta deste trabalho é caracterizar a presenca dos genes ospCl, ospG
e ospF em diferentes sorotipos de E. coli enteroinvasora, e avaliar seu papel na

resposta inflamatdria induzida por EIEC.

2.2  Objetivos Especificos

e Pesquisar a presenca dos genes ospCl, ospG e ospF nos diferentes
sorotipos de EIEC por PCR;

e Caracterizar molecularmente os genes ospC1, ospG e ospF nos diferentes

sorotipos de EIEC pela analise de suas sequéncias de nucleotideos;

e Avaliar a cinética da transcricdo dos genes ospCl, ospG e ospF nos

diferentes sorotipos de EIEC;

e Avaliar a cinética da transcricdo do mediador inflamatorio NF-kB da célula
epitelial infectada com os diferentes sorotipos de EIEC,;

e Avaliar a producdo da quimiocina IL-8 da célula epitelial infectada com os

diferentes sorotipos de EIEC.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Amostras Bacterianas

Foram selecionados diferentes sorotipos de Escherichia coli enteroinvasora
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(Tabela 1), isoladas de amostras de fezes de individuos com diarréia. As cepas

selecionadas foram submetidas ao teste de Serény, para confirmacdo de sua

capacidade invasora. O cultivo das bactérias foi realizado em caldo triptico de soja

(TSB), agar vermelho-congo (VC) [&gar triptico de soja, acrescido de 0,02% de
corante vermelho congo (Sigma)] (PAYNE & FINKELSTEIN,1977) e em agar

MacConkey (MC), sempre incubados a 37°C em estufa bacteriolégica.

Tabela 1: Relacao dos diferentes sorotipos Escherichia coli enteroinvasora.

Sorotipo Amostras Periodo Local Fonte
0O28ac:H’ FBC 028/1 - Séo Paulo Fezes
029:H" FBC 029/3 1982 Séo Paulo Fezes
Oll1l2ac:H | FBC 0112/2 1958 CDC-USA -
0124:H30 FBC O124/4 1968 Séo Paulo Fezes
0124:H FBC 0124/13 1979 Araraquara Fezes
0136:H FBC 0136/1 - Séo Paulo Fezes
0143:H FBC 0143/2 1979 Séo Paulo Fezes
O144:H FBC 0144/2 1966 Séo Paulo Fezes
0O152:H" FBC 0152/26 1977 Botucatu Fezes
0164:H FBC 0164/6 1985 Manaus -
0167:H FBC 0167/5 1981 Séo Paulo Fezes
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3.2 Padronizacéo do In6culo Bacteriano

Em todos os ensaios de infeccéo, as amostras de EIEC foram semeadas em
agar Vermelho Congo e incubadas a 37°C, por 48 horas. O corante Vermelho Congo
foi utilizado como um marcador de viruléncia das amostras bacterianas (MAURELLI
et al., 1984). A coloracdo vermelho-tijolo das colénias de EIEC é o resultado da
precipitacdo do corante pelas proteinas secretadas pelas bactérias com fendtipo
invasivo (BAHRANI et al., 1997), sendo utilizada para distinguir amostras invasoras
(coldnias VC*) e ndo-invasoras (col6nias VC).

Desta forma, foram selecionadas colonias VC* para semeadura em caldo
triptico de soja (TSB), sob agitacdo a 220 rpm a 37°C (agitador TE-420, Tecnal,
Brasil), por aproximadamente 4 horas, para obtencdo da fase logaritimica de
crescimento. ApoOs esse periodo, as bactérias foram centrifugadas a 400 g por 5
minutos e o sedimento foi ressuspenso em meio de cultura celular (D-MEM). A
concentracdo bacteriana foi ajustada em espectrofotometro (Spectronic 20, Bausch
& Lomb) para obtencdo de cerca de 10® bactérias por mililitro (A = 625 nm,
absorbéancia 0,01). A densidade bacteriana foi confirmada pela semeadura desta
diluicdo em agar MC, com posterior contagem de colbnias.

3.3 Cultura Celular

Células epiteliais do intestino humano da linhagem Caco-2 foram cultivadas
em Dulbecco’s modified Eagle’s medium (D-MEM) (Cultilab, Brasil), suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB), 25mM de glicose, 2 mM L-glutamina (Sigma-
Aldrich), acrescido de solucdo antibidtica penicilina-streptomicina (100 U/mL
penicilina e 100 ng/mL estreptomicina). As células foram mantidas em estufa a 37°C,
com atmosfera de 5% de CO, (GAILLARD et al., 1997), em garrafa para cultura
celular (75 cm?). Antes de sua confluéncia, as células foram tripsinizadas e
cultivadas em placas de 24 orificios (TPP®, Suica), até sua diferenciacdo e
polarizacdo (10 dias). Os estoques celulares serdo mantidos em meio D-MEM,
suplementado com 45% de SFB e 10% de dimetilsulféxido (DMSO, Sigma-Aldrich,

Reino Unido) e, posteriormente, armazenados a — 80°C.
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3.4 Selecao de Viruléncia dos Sorotipos de EIEC

Os diferentes sorotipos de Escherichia coli enteroinvasora foram inoculados
na cultura de células Caco-2 e incubados por 18 horas. As amostras bacterianas
foram recuperadas e semeadas em Agar VC. As colbnias mais virulentas foram
selecionadas e adicionadas em caldo TSB e, posteriormente armazenadas a -80°C.

Estas amostras bacterianas foram utilizadas nos ensaios de infeccéo.

3.5 Ensaio de Invasao

Os ensaios de invasao foram conduzidos segundo GAILARD & colaboradores
(1997), porém com algumas modificacdes. Ap6s a confluéncia e diferenciacédo
células em placas de 24 pocos, as monocamadas celulares foram lavadas com
solucéo salina tamponada (PBS) (137 mM NaCl; 2,7 mM KCL; 10 Mm Nay;HPOy;
2mM KH,PO,4- Sigma, EUA), para a remog¢do do antibidtico remanescente no meio
de cultura e as células foram infectadas com cerca de 2 x 10° bactérias por pogo. As
placas foram centrifugadas a 100x g, por 5 minutos, para favorecer a proximidade
entre as bactérias e as células e incubadas em estufa a 37°C com atmosfera de 5%
de CO; pelo tempo de infeccao (60 minutos). Apos esse periodo, 0 meio de cultura
foi removido, para a posterior adicdo do meio contendo 100 yL/mL de gentamicina
(Sigma-Aldrich, EUA) e a cultura foi incubada por 60 minutos nas mesmas condi¢oes

anteriores.

Em seguida as células foram lavadas com PBS e lisadas com Triton X-100 a
0,1 %. DiluicOes seriadas foram realizadas, semeadas superficialmente em placas
contendo Agar MacConkey e incubadas a 37°C, por 24 horas, para contagem das
unidades formadoras de colbnias (UFC). Os ensaios foram realizados para cada

espécie bacteriana.
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3.6 Amplificacdo por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

O DNA foi amplificado por PCR, utilizando-se Tag DNA polimerase, tampéao
da enzima, dNTPs e iniciadores especificos (Tabela 2). Para um volume final de 20
ML, utilizar-se-4 1x Solucdo tampéao 10X, 1,5 mM de MgCl,, 150uM de cada dNTP
(dATP, dTTP, dCTP, dGTP), 0,4uM de iniciador, 1,0 unidade de Tag DNA
polimerase (Fermentas Life Sciences, Lituania), 20ng de DNA e agua milliQ estéril
para completar o volume final da reacdo. As amplificacdes foram realizadas no
termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf) sob condi¢cdes especificas. O
namero de ciclos foi padronizado a partir do nivel de expressdo de cada gene a fim
de evitarmos trabalhar com amplificagbes na regido do platdé. Os produtos da PCR
foram separados em gel de agarose a 1 % em tampao TAE 1x (Trisma-base 0,1M,
acido borico 0,09M e EDTA 1mM) e analisados ap0s coloracdo com brometo de
etidio (100Jg/mL) sob luz UV. A imagem fotografica sera digitalizada pelo sistema
Photodocumantation System Modelo: DP-001.FDC Versao 10 (Vilber Lourmat,
Marne-la-Vallée Cedex 1 - Franca) e impressa pelo sistema de Video Graphic UP-
895CE (SONY).

Tabela 2: Iniciadores para reagdo de PCR.* >@gi|12329037|emb|AL391753.1| Shigella flexneri
virulence plasmid pWR100(Pinv Buchrieser,C., Glaser,P., Rusniok,C., Nedjari,H.,
D'Hauteville,H.,Kunst,F., Sansonetti,P. and Parsot,C.): from 1 to 213494.

Tamanho
Gene Forward Reverse
(pb)
0SpCL | GGTACTCTGGCTGAAAACAAAGTT | GAACTCAATTTGCTTTCGCTAATTA | 600 pb
oSpF AAGGTGGTGTAGCTGGCATC AGCTGGGAGTGATGTTCCAC 914 pb
0spG TCGTGTGGAAGGAACATCTG TTAATATCGCGAGGGAATGG 760 pb

3.7 Extracdo de RNA
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Foi realizado ensaio similar ao item 2.4, para extracdo do RNA total que foi
utilizado no ensaio de PCR em tempo real. Apos diferentes tempos de pos-infeccao,
10, 30 e 60 minutos, o meio contendo gentamicina (100 ug/mL) foi retirado e a
extracdo do RNA total das células Caco-2 foi realizado utilizando o Kit RNeasy Mini
Kit (Quiagen, Brasil), de acordo com as recomendacdes do fabricante. A preparacéo
foi tratado com Dnase (RNase-Free DNase set) (Quiagen).

O RNA total foi quantificado no NanoDrop ND-100 (Unisciense, Brasil) a
260nm, com sua pureza avaliada em comprimento de onda de 260/280nm e

estocado a -80°C até o momento da utilizacao.

3.7.1 Sintese de DNA Complementar

O RNA foi diluido até uma concentracdo final de 500ng/uL para sintese de
DNA complementar (cDNA), utilizando-se do Kit Superscript First-Strand Synthesis
System for RT-PCR (Invitrogen, Brasil), de acordo com as recomendacdes do
fabricante. Como iniciadores utilizou-se oligo(DT), que se hibridiza com a cauda
poly(A), encontrada na maioria do RNA de células eucaridticas e Random hexamers,

utilizada para células procarioticas.

3.8 PCRem Tempo Real

O ensaio de Real Time PCR foi realizado para quantificarmos a diferenca dos
niveis de mRNA dos genes opC1, ospF, ospG e nf-kb. As reacdes foram feitas para
um volume final de 12ulL, contendo 3uL da mistura de um dos pares de iniciadores
concentracdo Forward e Reverse de cada gene, 3uL de cDNA e 6uL de SYBR
Green Master Mix (Fermentas). Foram utilizados iniciadores dos genes opC1, ospF,
ospG como controle interno 16S e para o gene de célula eucariotica nf-kb foi usado

o controle 18S. As sequéncias dos iniciadores utilizados encontram-se na Tabela 3.



Tabela 3: Sequéncias dos
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY206437.1).

iniciadores utilizados nas
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reacbes de PCR em tempo real

Gene Forward Reverse Tamanho
(pb)
ospC1 TGCACCATCAGACGCTAAAG CTGTCAAGGTGCTCAATAGCC 53pb
ospF TTCTCAGCAATCTCGTGTGG ATTGCGAGCATTCCTGATCT 70pb
ospG AATGGCTTGGCAAGAATCTG GCTTCATCGCCATAAAAAGC 63pb
16S GCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAA | GACTCAAGCTTGCCAGTATCAGAT 100pb
nf-kb GTGACGGGGGATGTGAAG CTGAGCGTGGAGGTGGAT 101pb
18S GTAACCCGTTGAACCCCATT CCATCCAATCGGTAGTAGCG 100pb

O ensaio de Real Time PCR foi realizado no equipamento ABI Prism® 7500
Sequence Detection System (Applied Biosystems, New Jersey, EUA), nas seguintes
condic¢des: desnaturacao inicial a 95°C por 10 minutos, 40 ciclos de 10 segundos a
95°C para o término do processo de desnaturagcdo e por fim anelamento e

elongacéo dos iniciadores a 60°C por 1 minuto.

Para padronizagcdo do ensaio de PCR em tempo real, primeiramente foi
estipulada qual a melhor diluicdo de template para tais reagcbes com a linhagem
celular Caco-2. Para isso foram feitos uma mistura de amostras de quantidades
equivalentes de cada um dos cDNAs obtidos e foram testadas varias diluicdes desta
mistura de amostras (1:10, 1:20 e 1:30 ) com trés diferentes concentracbes de
iniciadores (400nM, 600nM e 800nM) de todos genes de interesse.

Para analise da transcricdo génica através de Real-Time PCR foi utilizado o
método Delta-DeltaCt (AACt). Para utilizarmos o método comparativo ou 2247, foi
necessario comparar a eficiéncia de amplificacdo dos genes. Os valores de Ct do
gene alvo foram subtraidos dos valores de Ct do gene controle. Foi feito um gréafico

da diferenca contra o logaritmo da diluicdo de cDNA. Se a inclinacdo da reta (slope)
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for menor que 0,1 a eficiéncia de amplificagdo é comparavel, justificando-se assim a
utilizacao deste método de analise de expresséo génica (Livak & Schmittgen, 2001).
3.9 ELISA

Para avaliacdo da concentracdo da quimiocina foi realizado ensaios similares
aos descrito no item 3.4 (1 hora de infeccao), por diferentes intervalos de tempo de
pos-infeccdo, de 3 e 6 horas para retirada do sobrenadante da cultura celular. A
concentracdo da quimiocina no sobrenadante celular foi determinada por ELISA de

captura (R & D Systems), de acordo com as recomendacdes do fabricante.

3.10 Sequenciamento

O sequenciamento foi realizado a partir da amplificacdo do gene, utilizando-se

iniciadores para regides conservadas das proteinas OspC1, OspF e OspG.

Na reacdo de sequenciamento foi utilizado 20ng do fragmento amplificado,
10pmol de iniciadores (Tabela 2) e o BigDye®Terminator v3.1 Cycle sequencing Kit
(Applied Biosystems), de acordo com as recomendacgdes do fabricante. A sequéncia
de nucleotideos dos genes foi analisada pelo Centro de Estudos do Genoma da
Universidade de Sdo Paulo - USP, Setor de Sequenciamento de DNA utilizando-se o

sequenciador ABI PRISM® 3100 GeneticAnalyzer (Applied Biosystems).

3.10.1 Anélise do Sequenciamento

As sequéncias foram analisadas pelo software Sequence Analyzer utilizando
o Base Caller Cimarron 3.12, BLAST e ClustalWw?2 (ALTSCHUL, et al, 1990).

3.11 Anaélises Estatisticas
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Todos os dados foram analisados através da analise de variancia two way
ANOVA (teste turkey). As diferencas entre o0s grupos serdo consideradas

significativas quando o valor de p for <0.05.

4 RESULTADOS

4.1 Presenca dos Genes ospCl, ospF e ospG

Estudos recentes descrevem algumas proteinas efetoras de S. flexneri, entre
elas, OspC1, OspF e OspG, que interferem na resposta inflamatéria das células
epiteliais. Estes efetores atuam na cascata de sinalizacdo destas células, inibindo a
producdo de mediadores inflamatérios, favorecendo a colonizacdo bacteriana no
hospedeiro (Zurawski et al., 2006, Kim et al., 2008). Apesar da similaridade
bioquimica e genética apresentada por EIEC e as espécies de Shigella (PARSOT,

2005), a resposta inflamatdria induzida por EIEC ainda € desconhecida.

Com isso, resolvemos pesquisar a presenca dos genes da familia osp nos
diferentes sorotipos de EIEC que codificam essas proteinas efetoras. Para isso,
foram desenhados pares de iniciadores (descritos na tabela), para inicialmente
verificar a presenca destes genes no DNA plasmidial dos diferentes sorotipos de
EIEC, por PCR. Observamos que todos os sorotipos de EIEC analisados
apresentaram os trés genes avaliados, ospC1 (Figura 4A), ospF (Figura 4B) e ospG
(Figura 4C), sugerindo a participacao destes efetores na patogénese da infeccéo
por EIEC.

(A)

11 €P CN

(B)
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CP'+-Ch

6 4 8. 10 11

Figura 4: Gel de agarose com o produto de PCR dos genes ospC1(600pb) (A), ospF(914pb) (B) e
0spG(760pb) (C) dos sorotipos de EIEC. 1. O28:H", 2. O29:H, 3. O112:H, 4. O124:H, 5. 0124:H30,
6. O136:H", 7. O143:H,, 8. O144:H’, 9. O152:H", 10. O164:H ; 11. O167:H ; CP. Controle Positivo-
M90T e CN. Controle Negativo-Branco.

4.2 Caracterizacdo Molecular dos Genes ospC1, ospF e ospG

Apbs a confirmacdo da presenca dos genes ospCl, ospF e ospG no DNA
plasmidial nos diferentes sorotipos de EIEC, decidimos realizar uma andlise mais
aprofundada dos dados, com a finalidade de confirmar a similaridade com os genes
de S. flexneri. Para isso, realizamos o sequenciamento de nucleotideos dos trés
genes de interesse. Nossos dados mostraram uma similaridade significativa entre os
gene ospCl e ospF dos sorotipos de EIEC e S. flexneri 5a (M90T). Entretanto, o
gene ospG mostrou uma diferenca na sequéncia de nucleotideos quando
comparada a da M90T, mas apresentou 100% de homologia entre os sorotipos de
EIEC (Anexo).

Posteriormente, utilizamos o programa BioEdit (HALL,1999) para transcrever
as sequéncias de nucleotideos e alinhar as sequéncias obtidas para uma
visualizacdo completa de possiveis mudancas. As sequéncias de aminoacidos de
OspC1l e OspF apresentaram 100% de similaridade quando comparado com o0s
diferentes sorotipos de EIEC e S. flexneri 5a (M90T) (Figura 5A e 5B). No entanto,
as sequéncias de aminoacidos da OspG nos diferentes sorotipos de EIEC

apresentaram diferencas quando comparada com S. flexneri 5a. Contudo, a
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comparacao entre os diferentes sorotipos de EIEC mostra similaridade de 100%

entre eles (Figura 5C).
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(C) OspG
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150 1e0 170 180 190
e e e e e T T e I
MSOT QKTQSHD*LEFFLYHQRMCEVXXVHIPSD*XFIE*LNV*NEFIRQIRITLMSED*IRINN*
028 CRI*I*E*TCLE.GH,KRPL*NRY . ILY*L. . IEYKTIHYM*CM*XX*G . X¥P . MVEG*
029 LRIXI*EXTCLE . CGH.KRPL*NRY . ILY*L. . IFYKTIHYM*CM*XX*C . XXP . MVEG*
0l12 LRIXI*EXTCLE . CGH.KRPL*NRY . ILY*L. . IFYKTIHYM*CM*XX*C . XXP . MVEG*
0124 LRIXI*EXTCLE . CGH.KRPL*NRY . ILY*L. . IFYKTIHYM*CM*XX*C . XXP . MVEG*
0124H30 LRIXI*EXTCLE . CGH.KRPL*NRY . ILY*L. . IFYKTIHYM*CM*XX*C . XXP . MVEG*
0143 LRIXI*EXTCLE . CGH.KRPL*NRY . ILY*L. . IFYKTIHYM*CM*XX*C . XXP . MVEG*
0144 LRIXI*EXTCLE . CGH.KRPL*NRY . ILY*L. . IFYKTIHYM*CM*XX*C . XXP . MVEG*
0152 LRIXI*EXTCLE . CGH.KRPL*NRY . ILY*L. . IFYKTIHYM*CM*XX*C . XXP . MVEG*
0l64 LRIXI*EXTCLE . CGH.KRPL*NRY . ILY*L. . IFYKTIHYM*CM*XX*C . XXP . MVEG*
0167 LRIXI*EXTCLE . CGH.KRPL*NRY . ILY*L. . IFYKTIHYM*CM*XX*C . XXP . MVEG*

Figura 5: Alinhamento das sequencias de aminoacidos das proteinas OspC1(A), OspF(B) e OspG(C)
nos diferentes sorotipos de EIEC e Shigella flexneri 5a(M90T).

4.3 Invasao Bacteriana em Células Epiteliais Intestinais Caco-2
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No intuito de comparar a eficiéncia de invasdo dos diferentes sorotipos de
EIEC em células epiteliais intestinais foram usadas as células Caco-2, mantidas em
cultura até a formacdo de uma monocamada e sua diferenciacdo. Apds esse
periodo, as bactérias foram adicionadas a cultura celular em uma multiplicidade de
infeccdo de 10 bactérias por célula. Apés o intervalo de 60 minutos, o sobrenadante
da cultura celular foi removido e, por fim, as células foram lisadas para posterior
quantificacdo das bactérias intracelulares dos diferentes sorotipos de EIEC.

Nossos dados mostraram que as cepas dos sorotipos 028:H, O29:H,
0124:H°, O124:H30, O144:H, O152:H, O164:H e O167:H apresentaram um
namero maior de bactérias viaveis no interior das células Caco-2 quando
comparadas as cepas dos sorotipos O112:H°, 0136:H e O143:H".

Nossos resultados sugerem a presenca de trés grupos de similaridade na
capacidade de invasao entre os sorotipos de EIEC: grupo 1(#) O29:H", 0124:H30,
0152:H°, 0164:H" e O167:H", grupo 2 (*) O28:H , O124:H e 0O144:H e grupo 3 (°)
0112: H e O143:H (Figura 6).

2500

Unidades Formadoras de Coldnlas/mbL

Figura 6: Ensaio de invasdo bacteriana em células epiteliais intestinais Caco-2. As células epiteliais
intestinais foram infectadas com 10 bactérias por célula dos sorotipos de EIEC, em meio sem
gentamicina (infeccado). Em seguida, foram lavadas com PBS e depois de 60 minutos as células

foram lisadas e semeadas em placas de Agar MacConkey. Foi determinado o nimero de Unidades
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Formadoras de Colbnias (UFC). Os dados sdo representativos de 3 experimentos independentes.
Grupo 1 (#) O29:H-, 0124:H30, O152:H-, O164:H- e O167:H-, grupo 2 (*) O28:H- , O124:H- e
0144:H- e grupo 3 (°) 0112: H- e 0143:H-. Pelo método ANOVA foi determinado a similaridade entre

0S grupos.

4.4 Cinética de Transcricdo dos Genes ospC1, ospF, ospG e nfkB em Células

Epiteliais Intestinais

No intuito de avaliar a transcricdo dos genes ospC1, ospF e ospG, no curso
inicial da infeccdo nas células intestinais, realizamos a validacdo do ensaio de Q-
PCR-RT pelo método de andlise descrito por Livak & Schmittgen (2001). O Delta Ct
foi utilizado para construir um grafico contra o logaritmo da diluicdo de cDNA e
calcular a regresséao linear destas curvas. Se a inclinacéo da reta (slope) for menor
que 0,1 a eficiéncia de amplificacdo dos controles internos e do gene de interesse
sdo comparaveis, podendo assim utilizar este método para avaliagdo da transcricdo

dos genes em questao.

Pode-se observar que o ensaio de gPCR-RT utilizando o método Delta Delta
Ct foi validado para analise de transcricdo génica de todos os genes de interesse,
uma vez que as inclinacbes das retas sdo menores do que 0,1 (Tabela 4),
mostrando que a eficiéncia de amplificacdo dos genes alvos € semelhante a
eficiéncia de transcricdo do controle interno (16S e 18S). Além disso, o valor de R?
foi préximo a 1 (R? 0,99), mostrando também correlagéo positiva entre as variaveis,
ou seja, entre 0s genes de interesse e o constitutivo 16S e 18S (Figura 7).

Tabela 4: Valor do slope dos diferentes genes para validacdo experimental pelo método de Delta-
Delta Ct (Livak & Schmittgen, 2001) para os genes do estudo. Notar todos os valores de slope ou

inclinacdo da reta, inferiores a 0,1.

Gene | Validacao (slope <0,1)

ospC1l - 0,02

ospF -0,08
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ospG - 0,20
nfkB - 0,09
(A) (B)

R*=0,98718

23

Ciclo do threshold (Ct)
Ciclo do threshold [Ct)

-2,0 -18 -1,6 -1.4 -1.2 -1,0
Log cDNA

-1 IB -1 I. 8 —1‘.? —1‘.6 -1 I.E -1 I. 4 —1‘.3
Log cDNA

Ciclo do Thresheld (Ct)

Ciclo do threshold (Ct)

T \ -2.0 -1.8 -1.8 1.4 1.2 1.0
Log cDMA

T T T T T
-2,0 -1.8 -1, -1.4 -1.2 -1.0 -0.8 -08

Log cDNA

Figura 7: Eficiéncia de amplificacdo dos genes ospC1 (A), ospF (B), ospG (C) em relacdo ao gene
16S e nfkB (D) em relagcdo ao gene endogeno 18S. Diluigbes seriadas de cDNA foram amplificadas
por gPCR-RT quantitativo usando iniciadores especificos. Os dados foram ajustados usando analise

de regressao linear. Notar os valores de R® préximo a 1 para inclinagéo da reta.

Para avaliagdo da transcricdo dos genes envolvidos na resposta inflamatoria
dos diferentes sorotipos de EIEC, infectamos células Caco-2, em diferentes periodos
de 10, 30 e 60 minutos pés-infeccéo bacteriana, para extracdo do RNA e sintese de
cDNA procariotica.

A transcricéo relativa do gene ospC1, no tempo de 10 minutos, foi maior para
os sorotipos de EIEC 028:H, 0O143:H, 0144:H, O164:H" e 0167:H, quando
comparados com S.flexneri (M90T), o que nao foi observado em 30 minutos (Figura

8A e 8B). No entanto, no tempo de 60 minutos, S.flexneri (M90T) apresentou uma
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maior expressao em relacdo aos sorotipos de EIEC (Figura 8C). Entre os sorotipos

de EIEC observa-se diferencas na transcricdo nos tempos estudados (Figura 8A, B e
C).
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Figura 8: Ensaio da transcrigcdo relativa dos genes ospC1 dos sorotipos de EIEC e S.flexneri ap0s a
infeccdo, de 10(A), 30(B) e 60(C) minutos, em células Caco-2. Como controle foi usado células Caco-
2 ndo infectadas. * (p<0,5), **(p<0,01), *** (p<0,001) em relacdo ao S.flexneri (M90T), em um mesmo

intervalo de tempo. Os dados séo representativos de trés experimentos independentes.

Ao analisarmos a transcricdo relativa do gene ospF, observamos que apos 10
minutos de infeccdo os sorotipos O28:H, O143:H" e O144:H apresentaram uma
maior transcricdo quando comparados com M90T. Apds 30 minutos de infeccdo o
sorotipo O29:H" apresentou uma maior transcricdo quando comparadas com M9OT.
Enquanto, que no tempo de 60 minutos M90T apresentou niveis de transcrigdo
maiores quando comprados com o0s sorotipos de EIEC. N&o se observa

homogeneidade nos niveis e transcricdo deste gene entre o0s sorotipos de EIEC
(Figura9 A, B e C).
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Figura 9: Ensaio da transcricdo relativa dos genes ospF dos sorotipos de EIEC e S.flexneri apds a
infeccdo, em 10(A), 30 (B) e 60 (C) minutos, em células Caco-2. Como controle foi usado células
Caco-2 néo infectadas. * (p<0,5), **(p<0,01), *** (p<0,001) em relacdo a S.flexneri (M90T), em um

mesmo intervalo de tempo. Os dados séo representativos de trés experimentos independentes.

A avaliagdo da transcricdo relativa do gene ospG pelas células Caco-2
comparando os sorotipos de EIEC com S. flexneri (M90T) mostrou que a transcricéo
do sorotipo 029 :H apds 10 minutos de infec¢ao foi maior, contudo, no tempo de 30
minutos a foi similar ao da S. flexneri (M90T). Em relagdo aos outros sorotipos de
EIEC, a transcricdo pela S. flexneri (M90T) foi maior apés 30 minutos de infecgéo.
Entretanto, ap6és 60 minutos de infeccdo o sorotipo O144:H apresentou maior
transcricdo quando comparado com S.flexneri (M90T) (Figura 10 ).
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Figura 10: Ensaio da transcri¢do relativa do gene ospG dos sorotipos de EIEC e S. flexneri apds a
infeccdo, 10(A), 30 (B) e 60 (C) minutos, em células Caco-2. Como controle foi usado células Caco-2
ndo infectadas. * (p<0,5), **(p<0,01), *** (p<0,001) em relacdo a S. flexneri (M90T), em um mesmo

intervalo de tempo. Os dados sdo representativos de trés experimentos independentes.

4.5 Producao da Quimiocina IL-8

A proxima etapa foi avaliar a resposta inflamatoria das células intestinais
infectadas por EIEC. Para isso, as células Caco-2 foram infectadas pelos diferentes
sorotipos de EIEC na multiplicidade de 10 bactérias por célula para 3 e 6 horas pds-
infeccéo, para dosagem de IL-8 no sobrenadante da cultura celular.

No intervalo de 3 horas, ndo houve producdo da IL-8 pelas células
infectadas por EIEC. No entanto, apds 6 horas, a producdo de IL-8 foi maior nas
células infectadas com os sorotipos O29:H’, 0124:H30, 0136:H", O143:H", O144:H",
0152:H e 0O167:H quando comparados com as células ndo infectadas (producéo
basal). Os sorotipos 029:H, O143:H°, O152:H e 0167:H apresentaram uma
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producdo de IL-8 maior do que as células infectadas com o sorotipo O124:H"
(Figura 11).
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Figura 11: Dosagem de IL-8, nos intervalos pos-infeccao 3(A) e 6(B) . *(p<0,05), **(p<0,01) e
#*(n<0,001) em relacdo as células Caco-2 nao infectadas e *(p<0,05), *(p<0,01) e *(p<0,001) em
relacdo ao sorotipo 0124, em um mesmo intervalo de tempo analisado. Os dados representam a

média de trés experimentos independentes. Foi usada como controle a célula Caco-2 ndo infectada.

4.6 Transcricdo do Mediador Inflamatorio



47

Com a finalidade de avaliar a transcrigcdo do fator nuclear NF-Kb em células
Caco-2 infectadas com os sorotipos de EIEC e S. flexneri (M90T), extraimos o RNA
da célula eucaridtica e realizamos a sintese do cDNA, em 10, 30 e 60 minutos, pos-
infeccao.

Os dados mostram que apdés 10 minutos as células Caco-2 infectadas com o
sorotipo O28:H e 0O124:H apresentaram maior nivel de transcricdo quando
comparados com S. flexneri (M90T). Enquanto, que no tempo de 30 minutos (pos-
infeccdo) as células infectadas com os sorotipos O29:H, 0124:H°, 0124:H30,
0164:H e O167:H  apresentaram niveis de transcricdo maiores quando
comparados com S. flexneri (M90T). Em 60 minutos houve um aumento nos niveis
de transcricdo das células infectas com o sorotipo O136:H™ quando comparado com
S. flexneri (M90T) .
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Figura 12: Ensaio da transcri¢éo relativa do mediador inflamatério NFkB das células Caco-2 ap0s

infeccdo, em 10(A), 30 (B) e 60 (C) minutos, com sorotipos de EIEC e S.flexneri (M90T). Como
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controle foi usado células Caco-2 nao infectadas. * (p<0,05), **(p<0,01), *** (p<0,001) em relacdo ao
S.flexneri (M90T), no mesmo intervalo de tempo. Os dados séo representativos de trés experimentos

independentes.
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5 DISCUSSAO

A disenteria bacilar é caracterizada pela destruicdo da mucosa do cdlon
intestinal o que é induzido pela resposta inflamatoria apés o reconhecimento
bacteriano devido a ativacdo de células fagociticas com macréfagos e células
dendriticas. Entre os micro-organismos que causam essa sindrome, EIEC e Shigella
sdo os agentes etioldgicos mais importantes (KOTTLOF et al., 1999, ASHIDA et al.,
2011).

Neste trabalho, foi escolhido como modelo experimental células epiteliais
intestinais humanas da linhagem Caco-2, que mimetizam o microambiente intestinal
do hospedeiro. Apos invasdo bacteriana nas células epiteliais foram analisadas a
transcricdo dos genes ospCl, ospF e ospG, transcricdo do mediador inflamatério

NF-kB e secrecédo de mediadores pré-inflamatério.

ApOs a invasdo, a bactéria escapa do vacuolo e ganha acesso ao
citoplasma, onde ocorre sua proliferacdo e penetracéo para as células adjacentes. O
ciclo termina quando ocorre a lise da dupla membrana, a fim de liberar a bactéria no
citoplasma da célula adjacente (COSSART & SANSONETTI, 2004). Recentemente,
NOSSOo grupo comparou o numero de bactérias viaveis de Shigella e EIEC dentro das
células Caco-2 apdés um periodo de 2 horas poés-infeccdo e ndo houve diferenca
significativa entre a concentracdo destas bactérias. Contudo, no periodo de 4 horas
pés-infeccdo foi observado um aumento do nimero de bactérias no interior das
células Caco-2 infectadas com S.flexneri (FERREIRA, 2008, MORENO et al., 2009).

A partir destes dados, determinamos o numero de bactérias viaveis no
interior das células Caco-2 quando infectadas com diferentes sorotipos de EIEC. Os
dados obtidos mostraram que durante o periodo avaliado a capacidade de invaséo
entre os sorotipos foram diferentes, separados em grupos: grupo 1. 029:H", 0124:H30,
0O152:H’, O164:H e O167:H’, grupo 2. O28:H , O124:H e O144:H e grupo 3. O112: H e
0143:H . Estes dados corroboram os encontrados por nosso grupo, que observaram
que existem diferencas na capacidade de disseminacao entre os sorotipos de EIEC
e quando comparada com S. flexneri (FERREIRA, 2008, MORENO et al., 2009,
SANTOS, 2012).
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A partir do sequenciamento do plasmidio de viruléncia de S. flexneri
sorotipo 5a (M90T), foi descritos proteinas efetoras da familia Osp, que fazem parte
do mecanismo de viruléncia de S. flexneri, presentes no plasmidio pINV e modulam
a resposta inflamatéria favorecendo a bactéria (Buchrieser et al., 2000, Arbibe, L. et
al., 2007). Entre essas proteinas efetoras da familia Osp, encontra-se as OspC1 e
OspF, que estdo envolvidas na cascata de sinalizacdo da MAK quinase, estas
proteinas sao reguladas por VirB e MxIiE. OspG regulada pela proteina MxIE, esta
envolvida na cascata da sinalizacdo da ubiquitina (Zurawki et al., 2006, ARBIBE et
al., 2006, KIM et al., 2008).

Sabendo da importancia destas proteinas efetoras para a viruléncia de S.
flexneri e devido a semelhanca genética e bioquimica entre Shigella e EIEC, fomos
verificar a presenca dos genes ospCl, ospF e ospG nos diferentes sorotipos de
EIEC. Quando analisamos as sequéncias dos aminoacidos das proteinas, OspCl1l e
OspF, estas apresentaram 100% de similaridade quando comparadas com o0s
diferentes sorotipos de EIEC e S. flexneri. No entanto, as sequéncias de
aminoacidos da proteina OspG nos diferentes sorotipos de EIEC apresentaram
diferencas quando comparadas com S. flexneri. Sugerindo uma possivel diferenca

na conformacéo desta proteina.

Kim e colaborados (2008), avaliaram o niveis de transcricdo do gene ospF
em 0, 30 e 60 minutos, ap6s a invasdo de S. flexneri em células dendriticas, nos
niveis de transcricdo em 60 minutos foi maior quando comparados com 0s tempos
anteriores, indicando a participacdo do gene ospF depois da invasdo. Estudos com
células HeLa demonstraram que a proteina OspG presente em S. flexneri impede a
fosforilagdo da via ubiquitina, contribuindo com a permanéncia da bactéria dentro

das células epiteliais (KIM et al., 2005).

No intuito de avaliar o papel dos genes ospC1, ospF, ospG na resposta
imune das células epiteliais, analisamos os niveis de transcricdo em 10, 30 e 60
minutos apods infeccdo. Observamos que 0S nosso laboratorio que os niveis de
transcricdo do regulador virB foi menor para EIEC quando comparado com S.
flexneri apos 60 minutos de infecgcdo (BANDO et al., 2010). Os sorotipos de EIEC
apresentam niveis de transcricdo maiores nos tempos 10 e 30 minutos, enquanto

gue S. flexneri apresenta a partir de 60 minutos. Foi demonstrado em dados
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explicam as diferencas na transcricdo dos genes ospC1 e ospF entre os sorotipos de

EIEC e S. flexneri no tempo de 10 minutos pos infecgéo.

Ao analisarmos a transcricAio do gene ospG nas células infectadas,
observamos que o sorotipo O29:H de EIEC e S. flexneri apresentam niveis de
transcricdo similares nos tempos de 10, 30 e 60 minutos. Porém, 0os outros sorotipos
de EIEC apresentam niveis de transcricdo maiores a partir de 30 minutos, com
excecao do sorotipo O136:H" que néo transcreve este gene. O importante papel da
proteina OspG é a inibicdo da via ubiquitina, através da inibicdo da fosforilacdo de
Ik-ba resultando em uma menor resposta imune inata do hospedeiro (KIM et al.,
2008). Os nossos dados demonstram que a diferenca detectada na estrutura desta
proteina entre os sorotipos de EIEC e S. flexneri podem levar a uma modulacao
negativa da via ubiquitina, resultando na maior producdo de NF-kB,e possivelmente

uma resolucdo mais rapida da doenca causada por alguns sorotipos de EIEC

A presenca destas proteinas efetoras no curso da infeccdo de EIEC e S.
flexneri esta relacionada com os niveis da secrecao da quimiocina IL-8. Para que
ocorra a secrecao da IL-8 é necessaria a ativacao de vias pré-inflamatéria NF-kB,
JNK, ERK, e p38 (KASPER et al., 2010). O fator nuclear NF-kB participa de varios
eventos importantes do processo da resposta celular, incluindo a producdo de
citocinas e quimiocinas pré-infalamatérias. EIEC e S. flexneri invadem células
epiteliais e liberam PGN que séo reconhecidos pelo receptor Nod1 que desencadeia
uma cascata de sinalizacdo, ativando o NF-kB, que direciona uma resposta
inflamatoria severa (ASHIDA et al., 2006). As proteinas efetoras OspF e OpsG sao
essenciais para o silenciamento das bactérias intracelulares e estdo presentes
durante todo percurso da infecgédo (KIM et al., 2008, KIM et al., 2005, ZURAWASKI
et al., 2009) (Figura 13).

Os niveis de transcricdo de NF-kB apos 10, 30 e 60 minutos de infeccao
foram avaliados por qPCR-RT. Nossos resultados mostraram que as células Caco-2
infectadas com os diferentes sorotipos de EIEC apresentaram maiores niveis
transicionais nos tempos estudados, quando comparados com S. flexneri. Tendo em
vista a maior transcricdo dos genes ospCl e ospF por alguns sorotipos de EIEC,
estes resultados sugerem a participacdo das proteinas OspCl e OspF, pela via
MAPKS, nos sorotipos de EIEC.
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As quimiocinas recrutam diferentes populagdes de células para o local da
inflamacédo e tem um importante papel tanto inicio como na manutencdo da resposta
inflamatéria do hospedeiro (YANG et al., 1997). Dentre elas, a quimiocina IL-8 é
muito importante, uma vez que ela apresenta um envolvimento na conducdo da
resposta inflamatoéria, o que é crucial para o estabelecimento ou ndo da doenca.
Esta quimiocina é sintetizada pelas células epiteliais e é responsavel por uma
resposta inflamatéria exacerbada e pela destruicdo tecidual, necesséaria para a
eliminagdo do micro-organismo intracelular (SANSONETTI et al., 1999).

Em nosso laboratério foi demonstrado que os niveis de secrecao de IL-8 em
célula infectadas com S. flexneri ap6s 6 horas de infeccdo foi maior quando
comparado com as ceélulas infectadas com EIEC sorotipo 0124:H (MORENO et al.,
2009). No presente trabalho, os diferentes sorotipos de EIEC foram analisados
quanto ao nivel de expresséao de IL-8 e foi observado que ap6s 6 horas de infeccdo
em células Caco-2 a producédo de IL-8 foi maior para os sorotipos 0O29:H", 0143:H",
0152:H" e O167:H quando comparados com o sorotipo O124:H". Estes resultados
corroboram com a participacdo das proteinas OspCl e OspF na producdo da

quimiocina IL-8.
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Figura 13: Representacdo esquematica da infecgdo com S. flexneri em células epiteliais intestinais e
ativagdo das proteinas efetoras OspF e OspG (SCHROEDER et al., 2008; ZURAWSKI et al., 2009).

Como é possivel visualizar, a resposta imune de EIEC é complexa e
dependente de diferentes mecanismos, alguns conhecidos e alguns provavelmente
ainda desconhecidos. Os resultados obtidos neste estudo, em conjunto com o0s
demais realizados pelo nosso grupo, podem elucidar algumas diferencas na
resposta imune entre EIEC e S. flexneri. Porém, acreditamos que mais estudos
como analise por Microarray da transcricdo dos genes envolvidos nas vias de
sinalizacdo da cascata de proteinas das células epiteliais, quando infectadas por
EIEC.
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CONCLUSAO

Foi evidenciada a presenca dos genes ospCl, ospF e ospG em todos os

sorotipos de EIEC avaliados;

Os diferentes sorotipos de EIEC apresentaram grande similaridade nas
sequéncias de aminoacidos das proteinas OspCl e OspF quando

comparadas com S. flexneri 5a;

Existem diferengas entre os sorotipos de EIEC na eficiéncia de invasao de

células intestinais;

Existem diferencas entre os sorotipos de EIEC e S. flexneri quanto aos niveis
de transcricdo dos genes ospCl, ospF e ospG no curso da infeccdo das
células intestinais estas diferencas parecem estar relacionadas com a
producao de IL-8 e NF-kB;

Os resultados acima sugerem que a doencga mais branda e a resolucdo mais
rapida da disenteria causada por EIEC provavelmente se deve a maior
producédo no inicio da infeccdo de OspC1l, OspF e OspG, uma vez que essas

proteinas estdo envolvidas na sinalizacdo da resposta imune inata.
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ANEXO A - Alinhamento das sequéncias de nucleotideos do gene ospCl1l

029 ospCl
0112 ospcl
0124 ospcl
0124H30 os
0136 ospcCl
0143 ospCl
0144 ospcl
0152 ospcl
0le4 ospcl
0167 ospcl
MaoT

029 ospCl
0112 ospcl
0124 ospCl
0124H30 os
0136 ospcCl
0143 ospcl
0144 ospcl
0152 ospcl
0164 ospCl
0167 ospcl
MaoT

029 ospCl
0112 ospcl
0124 ospcl
0124H30 os
0136 ospcCl
0143 ospcl
0144 ospcl
0152 ospcl
0le4 ospcl
0167 ospcl
MaoT

029 ospCl
0112 ospcl
0124 ospcCl
0124H30 os
0136 ospCl
01432 ospcCl
0144 ospcCl
0152 ospcl
0le4 ospcl
0167 ospCl
MI0T

N .|

5
AAACAAAGTT
AAACAAAGTT
AAACAAAGTT
AAACAAAGTT
AAACAAAGTT
AAACAAAGTT
AAACAAAGTT
AAACAAAGTT
AAACAAAGTT
AAACAAAGTT
AAACAAAGTT

N —
65

CCTTGAAGCT
CCTTGAAGCT
CCTTGAAGCT
CCTTGAAGCT
CCTTGAAGCT
CCTTGAAGCT
CCTTGAAGCT
CCTTGAAGCT
CCTTGAAGCT
CCTTGAAGCT
CCTTGAAGCT

N .|
125

ACTTCATATC
ACTTCATATC
ACTTCATATC
ACTTCATATC
ACTTCATATC
ACTTCATATC
ACTTCATATC
ACTTCATATC
ACTTCATATC
ACTTCATATC
ACTTCATATC

R .
185
ATCGACTAAC
ATCGACTAAC
ATCGACTAAC
ATCGACTAAC
ATCGACTAAC
ATCGACTAAC
ATCGACTAAC
ATCGACTAAC
ATCGACTAAC
ATCGACTAAC
ATCGACTAAC

N —_—
15

TATGATTCTA
TATGATTCTA
TATGATTCTA
TATGATTCTA
TATGATTCTA
TATGATTCTA
TATGATTCTA
TATGATTCTA
TATGATTCTA
TATGATTCTA
TATGATTCTA

N |
75

TTGGTCTTCA
TTGGTCTTCA
TTGGTCTTCA
TTGGTCTTCA
TTGGTCTTCA
TTGGTCTTCA
TTGGTCTTCA
TTGGTCTTCA
TTGGTCTTCA
TTGGTCTTCA
TTGGTCTTCA

R |
135
TTTAGTATTG
TTTAGTATTG
TTTAGTATTG
TTTAGTATTG
TTTAGTATTG
TTTAGTATTG
TTTAGTATTG
TTTAGTATTG
TTTAGTATTG
TTTAGTATTG
TTTAGTATTG

R .
195
TTCTTTATTA
TTCTTTATTA
TTCTTTATTA
TTCTTTATTA
TTCTTTATTA
TTCTTTATTA
TTCTTTATTA
TTCTTTATTA
TTCTTTATTA
TTCTTTATTA
TTCTTTATTA

-
25

TCCAGATCCA
TCCAGATCCA
TCCAGATCCA
TCCAGATCCA
TCCAGATCCA
TCCAGATCCA
TCCAGATCCA
TCCAGATCCA
TCCAGATCCA
TCCAGATCCA
TCCAGATCCA

A —_—
85

CTTTTTCTAA
CTTTTTCTAA
CTTTTTCTAA
CTTTTTCTAA
CTTTTTCTAA
CTTTTTCTAA
CTTTTTCTAA
CTTTTTCTAA
CTTTTTCTAA
CTTTTTCTAA
CTTTTTCTAA

-
145

AATATTGGTA
AATATTGGTA
AATATTGGTA
AATATTGGTA
AATATTGGTA
AATATTGGTA
AATATTGGTA
AATATTGGTA
AATATTGGTA
AATATTGGTA
AATATTGGTA

R .
205
ACCTCTGAAA
ACCTCTGAAA
ACCTCTGAAA
ACCTCTGAAA
ACCTCTGAAA
ACCTCTGAAA
ACCTCTGAAA
ACCTCTGAAA
ACCTCTGAAA
ACCTCTGAAA
ACCTCTGAAA

R
35
CAGGGGCAAG
CAGGGGCAAG
CAGGGGCAAG
CAGGGGCAAG
CAGGGGCAAG
CAGGGGCAAG
CAGGGGCAAG
CAGGGGCAAG
CAGGGGCAAG
CAGGGGCAAG
CAGGGGCAAG

R P
95

TAAAGTCAAT
TAAAGTCAAT
TAAAGTCAAT
TAAAGTCAAT
TAAAGTCAAT
TAAAGTCAAT
TAAAGTCAAT
TAAAGTCAAT
TAAAGTCAAT
TAAAGTCAAT
TAAAGTCAAT

A |
155
CATCTATAAT
CATCTATAAT
CATCTATAAT
CATCTATAAT
CATCTATAAT
CATCTATAAT
CATCTATAAT
CATCTATAAT
CATCTATAAT
CATCTATAAT
CATCTATAAT

R
215
ATTTATCTAA
ATTTATCTAA
ATTTATCTAA
ATTTATCTAA
ATTTATCTAA
ATTTATCTAA
ATTTATCTAA
ATTTATCTAA
ATTTATCTAA
ATTTATCTAA
ATTTATCTAA

R
105

CAGGTATAAT
CAGGTATAAT
CAGGTATAAT
CAGGTATAAT
CAGGTATAAT
CAGGTATAAT
CAGGTATAAT
CAGGTATAAT
CAGGTATAAT
CAGGTATAAT
CAGGTATAAT

N |
165
TCCTTTACTT
TCCTTTACTT
TCCTTTACTT
TCCTTTACTT
TCCTTTACTT
TCCTTTACTT
TCCTTTACTT
TCCTTTACTT
TCCTTTACTT
TCCTTTACTT
TCCTTTACTT

N
225

AAATGATTGG
AAATGATTGG
AAATGATTGG
AAATGATTGG
AAATGATTGG
AAATGATTGG
AAATGATTGG
AAATGATTGG
AAATGATTGG
AAATGATTGG
AAATGATTGG

N —
55

TAGCAAAACT
TAGCAAAACT
TAGCAAAACT
TAGCAAAACT
TAGCAAAACT
TAGCAAAACT
TAGCAAAACT
TAGCAAAACT
TAGCAAAACT
TAGCAAAACT
TAGCAAAACT

N |
115

CCGAGCCCTA
CCGAGCCCTA
CCGAGCCCTA
CCGAGCCCTA
CCGAGCCCTA
CCGAGCCCTA
CCGAGCCCTA
CCGAGCCCTA
CCGAGCCCTA
CCGAGCCCTA
CCGAGCCCTA

N |

175
CCATGTACGT
CCATGTACGT
CCATGTACGT
CCATGTACGT
CCATGTACGT
CCATGTACGT
CCATGTACGT
CCATGTACGT
CCATGTACGT
CCATGTACGT
CCATGTACGT

R
235

TGCTCATGGT
TGCTCATGGT
TGCTCATGGT
TGCTCATGGT
TGCTCATGGT
TGCTCATGGT
TGCTCATGGT
TGCTCATGGT
TGCTCATGGT
TGCTCATGGT
TGCTCATGGT



029 ospCl
0112 ospCl
0124 ospcCl
0124H30 os
0136 ospCl
01432 ospcCl
0144 ospCl
0152 ospcl
0le4 ospcl
0167 ospCl
Ma0T

029 ospCl
0112 ospcl
0124 ospcl
0124H30 os
0136 ospcl
0143 ospcl
0144 ospcl
0152 ospcl
0164 ospCl
0167 ospcl
MaoT

029 ospCl
0112 ospcl
0124 ospcl
0124H30 os
0136 ospcCl
0143 ospcl
0144 ospcl
0152 ospcl
0le4 ospcl
0167 ospcl
Ma0T

029 ospCl
0112 ospcl
0124 ospcl
0124H30 os
0136 ospcl
0143 ospcl
0144 ospcl
0152 ospcl
0le4 ospcl
0167 ospcl
Ma0T

029 ospCl
0112 ospcl
0124 ospcCl
0124H30 os
0136 ospCl
01432 ospcCl
0144 ospcCl
0152 ospcl
0le4 ospcl
0167 ospCl
MI0T

N
245
AAAAAACAGG
AAAAAACAGG
AAAAAACAGG
AAAAAACAGG
AAAAAACAGG
AAAAAACAGG
AAAMANC AGG
AAAAAACAGG
AAAAAACAGG
AAAAAACAGG
AAANANC AGG

R -
305

AGTCATGATC
AGTCATGATC
AGTCATGATC
AGTCATGATC
AGTCATGATC
AGTCATGATC
AGTCATGATC
AGTCATGATC
AGTCATGATC
AGTCATGATC
AGTCATGATC

N |
365
GGGGGETGTTT
GGGGGETGTTT
GGGGGETGTTT
GGGGGETGTTT
GGGGGETGTTT
GGGGGETGTTT
GGGGGETGTTT
GGGGGETGTTT
GGGGGETGTTT
GGGGGETGTTT
GGGGGETGTTT

TTTTATTGAA
TTTTATTGAA
TTTTATTGAA
TTTTATTGAA
TTTTATTGAA
TTTTATTGAA
TTTTATTGAA
TTTTATTGAA
TTTTATTGAA
TTTTATTGAA
TTTTATTGAA

R
255
TGGAATAGCA
TGGAATAGCA
TGGAATAGCA
TGGAATAGCA
TGGAATAGCA
TGGAATAGCA
TGGAATAGCA
TGGAATAGCA
TGGAATAGCA
TGGAATAGCA
TGGAATAGCA

R
315
AATGATATAC
AATGATATAC
AATGATATAC
AATGATATAC
AATGATATAC
AATGATATAC
AATGATATAC
AATGATATAC
AATGATATAC
AATGATATAC
AATGATATAC

N |

375
TTTCTGATGG
TTTCTGATGG
TTTCTGATGG
TTTCTGATGG
TTTCTGATGG
TTTCTGATGG
TTTCTGATGG
TTTCTGATGG
TTTCTGATGG
TTTCTGATGG
TTTCTGATGG

N |
435
TATATCATCA
TATATCATCA
TATATCATCA
TATATCATCA
TATATCATCA
TATATCATCA
TATATCATCA
TATATCATCA
TATATCATCA
TATATCATCA
TATATCATCA

R
495
TGACTTAATG
TGACTTAATG
TGACTTAATG
TGACTTAATG
TGACTTAATG
TGACTTAATG
TGACTTAATG
TGACTTAATG
TGACTTAATG
TGACTTAATG
TGACTTAATG

R
265
TTATCAAAGT
TTATCAAAGT
TTATCAAAGT
TTATCAAAGT
TTATCAAAGT
TTATCAAAGT
TTATCAAAGT
TTATCAAAGT
TTATCAAAGT
TTATCAAAGT
TTATCAAAGT

R
325
GCATTTGCAC
GCATTTGCAC
GCATTTGCAC
GCATTTGCAC
GCATTTGCAC
GCATTTGCAC
GCATTTGCAC
GCATTTGCAC
GCATTTGCAC
GCATTTGCAC
GCATTTGCAC

R
385

CTAGAGATTT
CTAGAGATTT
CTAGAGATTT
CTAGAGATTT
CTAGAGATTT
CTAGAGATTT
CTAGAGATTT
CTAGAGATTT
CTAGAGATTT
CTAGAGATTT
CTAGAGATTT

R
445

GCGTATGTGT
GCGTATGTGT
GCGTATGTGT
GCGTATGTGT
GCGTATGTGT
GCGTATGTGT
GCGTATGTGT
GCGTATGTGT
GCGTATGTGT
GCGTATGTGT
GCGTATGTGT

R
505
TTTAAAATTT
TTTAAAATTT
TTTAAAATTT
TTTAAAATTT
TTTAAAATTT
TTTAAAATTT
TTTAAAATTT
TTTAAAATTT
TTTAAAATTT
TTTAAAATTT
TTTAAAATTT

R

275
GATCGGTTAA
GATCGGTTAA
GATCGGTTAA
GATCGGTTAA
GATCGGTTAA
GATCGGTTAA
GATCGGTTAA
GATCGGTTAA
GATCGGTTAA
GATCGGTTAA
GATCGGTTAA

R -
335

CAAAATCAAC
CAAAATCAAC
CAAAATCAAC
CAAAATCAAC
CAAAATCAAC
CAAAATCAAC
CAAAATCAAC
CAAAATCAAC
CAAAATCAAC
CAAAATCAAC
CAAAATCAAC

R
395

CAACGCCAAA
CAACGCCAAA
CAACGCCAAA
CAACGCCAAA
CAACGCCAAA
CAACGCCAAA
CAACGCCAAA
CAACGCCAAA
CAACGCCAAA
CAACGCCAAA
CAACGCCAAA

R
455

TTCGTTTTGT
TTCGTTTTGT
TTCGTTTTGT
TTCGTTTTGT
TTCGTTTTGT
TTCGTTTTGT
TTCGTTTTGT
TTCGTTTTGT
TTCGTTTTGT
TTCGTTTTGT
TTCGTTTTGT

R
515
TATCAGACAA
TATCAGACAA
TATCAGACAA
TATCAGACAA
TATCAGACAA
TATCAGACAA
TATCAGACAA
TATCAGACAA
TATCAGACAA
TATCAGACAA
TATCAGACAA

-
285

TGTCATATAT
TGTCATATAT
TGTCATATAT
TGTCATATAT
TGTCATATAT
TGTCATATAT
TGTCATATAT
TGTCATATAT
TGTCATATAT
TGTCATATAT
TGTCATATAT

R -
345

AGTGTGATGT
AGTGTGATGT
AGTGTGATGT
AGTGTGATGT
AGTGTGATGT
AGTGTGATGT
AGTGTGATGT
AGTGTGATGT
AGTGTGATGT
AGTGTGATGT
AGTGTGATGT

N -
405
AAACACAAAG
AAACACAAAG
AAACACAAAG
AAACACAAAG
AAACACAAAG
AAACACAAAG
AAACACAAAG
AAACACAAAG
AAACACAAAG
AAACACAAAG
AAACACAAAG

N |
465
GCATATTCCT
GCATATTCCT
GCATATTCCT
GCATATTCCT
GCATATTCCT
GCATATTCCT
GCATATTCCT
GCATATTCCT
GCATATTCCT
GCATATTCCT
GCATATTCCT

A
525
ATCAGAATTA
ATCAGAATTA
ATCAGAATTA
ATCAGAATTA
ATCAGAATTA
ATCAGAATTA
ATCAGAATTA
ATCAGAATTA
ATCAGAATTA
ATCAGAATTA
ATCAGAATTA

67

N
295
CCATATGGAG
CCATATGGAG
CCATATGGAG
CCATATGGAG
CCATATGGAG
CCATATGGAG
CCATATGGRAG
CCATATGGAG
CCATATGGAG
CCATATGGAG
CCATATGGRAG

R -
355

TTTGTATTCA
TTTGTATTCA
TTTGTATTCA
TTTGTATTCA
TTTGTATTCA
TTTGTATTCA
TTTGTATTCA
TTTGTATTCA
TTTGTATTCA
TTTGTATTCA
TTTGTATTCA

N |
415
TCATGATTAG
TCATGATTAG
TCATGATTAG
TCATGATTAG
TCATGATTAG
TCATGATTAG
TCATGATTAG
TCATGATTAG
TCATGATTAG
TCATGATTAG
TCATGATTAG

N |

475
TCAGACTGAA
TCAGACTGAA
TCAGACTGAA
TCAGACTGAA
TCAGACTGAA
TCAGACTGAA
TCAGACTGAA
TCAGACTGAA
TCAGACTGAA
TCAGACTGAA
TCAGACTGAA

N
535
CTTTGATGTC
CTTTGATGTC
CTTTGATGTC
CTTTGATGTC
CTTTGATGTC
CTTTGATGTC
CTTTGATGTC
CTTTGATGTC
CTTTGATGTC
CTTTGATGTC
CTTTGATGTC



029 ospCl
0112 ospCl
0124 ospCl
0124H30 os
0136 ospCl
0143 ospcl
0144 ospcl
0152 ospcl
0164 ospcl
0167 ospCl
MOOT

R -
545
TGAAGATTAA
TGAAGATTAA
TGAAGATTAA
TGAAGATTAA
TGAAGATTAA
TGAAGATTAA
TGAAGATTAA
TGAAGATTAA
TGAAGATTAA
TGAAGATTAA
TGAAGATTAA

N |
555
ATCAGAATTA
ATCAGAATTA
ATCAGAATTA
ATCAGAATTA
ATCAGAATTA
ATCAGAATTA
ATCAGAATTA
ATCAGAATTA
ATCAGAATTA
ATCAGAATTA
ATCAGAATTA

565
ATAATTAGC
ATAATTAGC
ATAATTAGC
ATAATTAGC
ATAATTAGC
ATAATTAGC
ATAATTAGC
ATAATTAGC
ATAATTAGC
ATAATTAGC
ATAATTAGC

68
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ANEXO B - Alinhamento das sequéncias de nucleotideos do gene ospG

Shigella flexneri
028-05PG
029-05PG
0112-05PG
0124-05PG
O0124H30-05PG
0143-05PG
0144-05PG
0152-05PG
0164-05PG
016T-05PG

Shigella flexneri
028-05PG
029-05PG
0112-05PG
0124-05PG
0124H30-05PG
0143-05PG
0144-05PG
0152-05PG
0164-05PG
016T7-05PG

Shigella flexneri
028-05PG
029-05FG
0112-05FG
0124-05PG
0124H30-05PG
0143-05FG
0144-05FPG
0152-05FPG
0164-05FG
01&6T7T-05PG

Shigella flexneri
028-05PG
029-05PG
0112-05PG
0124-05PG
0124H30-05PG
0143-05FPC
0144-05PG
0152-05PCG
0164-05FPC
016T-05PG

Shigella flexneri
028-0SPG
029-0S5PG
0112-0SPG
0124-0SPG
0124H30-0SPG
0143-0SPG
0144-0SPG
0152-0SPG
0164-0SPG
0l67-0SPG

10 20 20 40 g0 &0 70

ATGAAAATAACATCTACCA
CTCTCGTAACATTTGCTCTTGGCTTTCACT TCCATCTCGATCGCTTCGTAGT TGATTACGATAGCTGACA
CTCTCGTAACATTTGCTCTTGGCTTTCACT TCCATCTCGATCGCTTCGTAGT TGATTACGATAGCTGACA
CTCTCGTAACATTTGCTCTTGGCTTTCACT TCCATCTCGATCGCTTCGTAGT TGATTACGATAGCTGACA
CTCTOGTAACATTTGCTCTTGGCT T TCACT TCCATCTCGATCGCTTCGTAGT TGATTACGATAGCTGACA
CTCTOGTAACATTTGCTCTTGGCT T TCACT TCCATCTCGATCGCTTCGTAGT TGATTACGATAGCTGACA
CTCTOGTAACATTTGCTCTTGGCT T TCACT TCCATCTCGATCGCTTCGTAGT TGATTACGATAGCTGACA
CTCTCGTAACATTTGCTCTTGGCTTTCACT TCCATCTCGATCGCTTCGTAGT TGATTACGATAGCTGACA
CTCTCGTAACATTTGCTCTTGGCTTTCACT TCCATCTCGATCGCTTCGTAGT TGATTACGATAGCTGACA
CTCTCGTAACATTTGCTCTTGGCTTTCACT TCCATCTCGATCGCTTCGTAGT TGATTACGATAGCTGACA
CTCTOGTAACATTTGCTCTTGGCTTTCACT TCCATCTCGATCGCTTCGTAGT TGATTACGATAGCTGACA

=[] a0 100 110 120 120 140

TTATTCAAA CACCTTTTCCATTTGA GAATAATAATTCTCATG CTGGCATAGTAACGGAG
TATTTCCAGTCTTCAGGTCTAACATCTGACGCCGGATACTCCCCGGEGAGCGATTTTGCTTCTTAATAGAT
TATTTCCAGTCTTCAGGTCTAACATCTGACGCCGGATACTCCCOGGGAGCGATTTTGCTTCT TAATAGAT
TATTTCCAGTCTTCAGGTCTAACATCTGACGCCGGATACTCCCCOGGGAGCGATTTTGCTTCT TAAT AGAT
TATTTCCAGTCTTCAGGTCTAACATCTGACGCCGGATACTCCCOGGGAGCGATTTTGCTTCT TAAT AGAT
TATTTCCAGTCTTCAGGTCTAACATCTGACGCCGGATACTCCCOGGGAGCGATTTTGCTTCT TAATAGAT
TATTTCCAGTCTTCAGGTCTAACATCTGACGCCGGATACTCCCOGGGAGCGATTTTGCTTCT TAATAGAT
TATTTCCAGTCTTCAGGTCTAACATCTGACGCCGGATACTCCCOGGGAGCGATTTTGCTTCT TAATAGAT
TATTTCCAGTCTTCAGGTCTAACATCTGACGCCGGATACTCCCOGGGAGCGATTTTGCTTCT TAATAGAT
TATTTCCAGTCTTCAGGTCTAACATCTGACGCCGGATACTCCCCGGEGAGCGATTTTGCTTCTTAATAGAT
TATTTCCAGTCTTCAGGTCTAACATCTGACGCCGGATACTCCCOGGGAGCGATTTTGCTTCT TAATAGAT

150 180 170 180 150 200 210

CCCATTCTCGGTAAGT TAATAG - GTCAGGGGTCG - ACAGCAGAAATCTTTGAAGATGTGAATGATTC

TAGACTCGAGACACATTATAAATTGTCGTATTTTATGAAGTAATAAAGCACTATATTGCGAGCATTCCTG
TAGACTCGAGACACAT TATAAATTGTCGTATTTTATGAAGTAATAAAGCACTATATTGCGAGCATTCCTG
TAGACTCGAGACACATTATAAATTGTCGTATTTTATGAAGTAATAAAGCACTATATTGCGAGCATTCCTG
TAGACTCGAGACACATTATAAATTGTCGTATTTTATGAAGTAATAAAGCACTATATTGCGAGCATTCCTG
TAGACTCGAGACACAT TATAAATTGTCGTATTTTATGAAGTAATAAAGCACTATATTGCGAGCATTCCTG
TAGACTCGAGACACATTATAAATTGTCGTATTTTATGAAGTAATAAAGCACTATATTGCGAGCATTCCTG
TAGACTCGAGACACATTATAAATTGTCGTATTTTATGAAGTAATAAAGCACTATATTGCGAGCATTCCTG
TAGACTCGAGACACAT TATAAATTGTCGTATTTTATGAAGTAATAAAGCACTATATTGCGAGCATTCCTG
TAGACTCGAGACACATTATAAATTGTCGTATTTTATGAAGTAATAAAGCACTATATTGCGAGCATTCCTG
TAGACTCGAGACACATTATAAATTGTCGTATTTTATGAAGTAATAAAGCACTATATTGCGAGCATTCCTG

ZZ0 230 z40 250 Zel Z70 280
T L T L [ [
ATCTGCTTT- - GTATAA — AAAGTATGATCTTATTGGCA ACCAGTACAATGAGATTCTGGAAATGGC
ATCTGATTTTACATATAGCGTAAACTGAGCTCCTATCCCCACACGAGATTGCTGAGAAACTCGATTCATA
ATCTGATTTTACATATAGCGTAAACTGAGCTCCTATCCCCACACGAGATTGCTGAGAAACTCGATTCATA
ATCTGATTTTACATATAGCGTAAACTGAGCTCCTATCCCCACACGAGATTGCTGAGAMACTCGATTCATA
ATCTGATTTTACATATAGCGTAAACTGAGCTCCTATCCCCACACGAGATTGCTGAGAAACTCGATTCATA
ATCTGATTTTACATATAGCGTAAACTGAGCTCCTATCCCCACACGAGATTGCTGAGAAACTCGATTCATA
ATCTGATTTTACATATAGCGTAAACTGAGCTCCTATCCCCACACGAGATTGCTGAGAAACTCGATTCATA
ATCTGATTTTACATATAGCGTAAACTGAGCTCCTATCCCCACACGAGATTGCTGAGAAACTCGATTCATA
ATCTGATTTTACATATAGCGTAAACTGAGCTCCTATCCCCACACGAGATTGCTGAGAAACTCGATTCATA
ATCTGATTTTACATATAGCGTAAACTGAGCTCCTATCCCCACACGAGATTGCTGAGAAACTCGATTCATA
ATCTGATTTTACATATAGCGTAAACTGAGCTCCTATCCCCACACGAGATTGCTGAGAAACTCGATTCATA

290 300 310 320 330 340 350
e e e e
TTGGCAAGAATCTGAGC TTTTTAATGCT TTTTATGGCGATGAAGCATCCGTTGTTATACAGTATGGCG
TCAGTTATCTTCCATTITATCTATAGGACTGTCCTCTGAAAATAATARACCAGACAARATTTGGAATGCCA
TCAGTTATCTTCCATTTATCTATAGGACTGTCCTCTGAAAATAATAAACCAGACAAAATTTGGAATGCCA
TCAGTTATCTTCCATTTATCTATAGGACTGTCCTCTGAAAATAATAAACCAGACAAAATTTGGAATGCCA
TCAGTTATCTTCCATTTATCTATAGGACTGTCCTCTGAAAATAATAAACCAGACAARATTTGGAATGCCA
TCAGTTATCTTCCATTITATCTATAGGACTGTCCTCTGAAAATAATARACCAGACAARATTTGGAATGCCA
TCAGTTATCTTCCATTITATCTATAGGACTGTCCTCTGAAAATAATARACCAGACAARATTTGGAATGCCA
TCAGTTATCTTCCATTTATCTATAGGACTGTCCTCTGAAAATAATAAACCAGACAAAATTTGGAATGCCA
TCAGTTATCTTCCATTTATCTATAGGACTGTCCTCTGAAAATAATAAACCAGACAAAATTTGGAATGCCA
TCAGTTATCTTCCATTITATCTATAGGACTGTCCTCTGAAAATAATAAACCAGACAARATTTGGAATGCCA
TCAGTTATCTTCCATTITATCTATAGGACTGTCCTCTGAAAATAATAAACCAGACAARATTTGGAATGCCA



Shigella flexneri
028-0SPG
029-0SPG
0112-0SPG
0124-0SPG
0124H30-0SPG
0143-05PG
0144-0SPG
0152-0SPG
0164-05PG
0167-0SPGE

Shigella flexneri
028-0SPG
029-05FG
0112-0SPG
0124-05PG
0124H30-0SPG
0143-0SPG
0144-0SPG
0152-0SPG
0164-0SPG
0167-0SPG

Shigella flexneri
028-0SPG
029-0SPG
0112-0SPG
0124-0SPG
0124H30-0SPG
0143-0SPG
0144-0SPG
0152-0SPG
0l164-0SPG
0167-0SPG

Shigella flexneri
028-0SPG
029-0SPG
0112-0SPG
0124-0SPG
0124H30-0SPG
0143-0SPG
0l144-0sSPG
0152-05PG
0164-0SPG
0167-0SPG

Shigella flexneri
028-0SPG
029-0SPG
0112-08PG
0124-0s8PG
0124H30-0SPG
0143-0SPG
0144-0SPG
0152-0SPG
0164-0SPG
0167-0SPG

70

360 370 330
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GAGATGTGTACCTCCGAATGCTGCGCGEGTGCCTGGGACTC

3980
|

400
R
CCCTTAGTGACAT

410 420
[P R

e
TGATACAGCTGA

GAGGAACTTGCTCCCTA  GCTATACTAATATGAAACTTGTCCCCAACARAATCCCCCTTACTCTGAGGA
GAGGAACTTGCTCCCTA GCTATACTAATATGAAACTTGTCCCCAACAAAATCCCCCTTACTCTGAGGA
GAGGAACTTGCTCCCTA GCTATACTAATATGRAAACTTGTCCCCAACARAATCCCCCTTACTCTGAGGA
GAGGAACTTGCTCCCTA GCTATACTAATATGRAAACTTGTCCCCAACARARTCCCCCTTACTCTGAGGAR
GAGGRAACTTGCTCCCTA GCTATACTAATATGAAACTTGTCCCCAACARARTCCCCCTTACTCTGAGGA
GAGGAACTTGCTCCCTA - GCTATACTAATATGAAACTTGTCCCCAACAAARTCCCCCTTACTCTGAGGR
GAGGAACTTGCTCCCTA GCTATACTAATATGAAACTTGTCCCCAACARAATCCCCCTTACTCTGAGGA
GAGGRAACTTGCTCCCTA GCTATACTAATATGAAACTTGTCCCCAACARARTCCCCCTTACTCTGAGGA
GAGGAACTTGCTCCCTA - GCTATACTAATATGAAACTTGTCCCCAACAAARTCCCCCTTACTCTGAGGR
GAGGAACTTGCTCCCTA GCTATACTAATATGAAACTTGTCCCCAACARAATCCCCCTTACTCTGAGGA

430 440 450 460 470 80 490

leeaelonealonealoneelonnalonealocaelonaalonealonenlonealonaelonas

TATCCCTGATA ATATAGAGAGCCTTTATCTACAGTTGATA TGTAAATTGAATGA GTTG

TTTTCACGACATGCATGAATARACACATCTCCACTATGGTTCACAATCTGGAATCCTTGGTACATGACAG
TTTTCACGACATGCATGAATAAACACATCTCCACTATGGTTCACAATCT GGAATCCTTGETACATGACAG
TTTTCACGACATGCATGAATARACACATCTCCACTATGGTTCACAATCTGGAATCCTTGGTACATGACAG
TTTTCACGACATGCATGAATARACACATCTCCACTATGGTTCACAATCTGGAATCCTTGGTACATGACAG
TTTTCACGACATGCATGAATAAACACATCTCCACTATGGTTCACAATCT GGAATCCTTGETACATGACAG
TTTTCACGACATGCATGAATARACACATCTCCACTATGEGTTCACAATCTGGAATCCTTGETACATGACAG
TTTTCACGACATGCATGAATARACACATCTCCACTATGGTTCACAATCTGGAATCCTTGGTACATGACAG
TTTTCACGACATGCATGAATARACACATCTCCACTATGEGTTCACAATCTGGAATCCTTGETACATGACAG
TTTTCACGACATGCATGAATARACACATCTCCACTATGEGTTCACAATCTGGAATCCTTGETACATGACAG
TTTTCACGACATGCATGAATARACACATCTCCACTATGGTTCACAATCTGGAATCCTTGGTACATGACAG
500 510 520 540 550

I I I T I . I T R
AGTATAATCCATTACGATCTTAATACAGGTAATATGCTGTATGATAARA  ~GAAAGTGARAGTTTATTCCC
ARAAAAATTGACATATATCAGAGTA AGTTGGCACGT TCGATGCTACTTTGARATAGTACGCTGGETATT
ARAAAAATTGACATATATCAGAGTA AGTTGGCACGTTCGATGCTACTTTGAAATAGTACGCTGGGTATT
ARAAAAATTGACATATATCAGAGTA AGTTGGCACGT TCGATGCTACTT TGAAATAGTACGCTGGGTATT
ARAAAAATTGACATATATCAGAGTA AGTTGGCACGT TCGATGCTACTTTGARATAGTACGCTGGETATT
ARAAAAATTGACATATATCAGAGTA AGTTGGCACGTTCGATGCTACTTTGAAATAGTACGCTGGGTATT
ARAAAAATTGACATATATCAGAGTA AGTTGGCACGT TCGATGCTACTT TGAAATAGTACGCTGGGTATT
ARAAAAATTGACATATATCAGAGTA AGTTGGCACGT TCGATGCTACTT TGAAATAGTACGCTGGGTATT
ARARAAAATTGACATATATCAGAGTA AGTTGGCACGT TCGATGCTACTTTGARAATAGTACGCTGGEGTATT
AAAAAAATTGACATATATCAGAGTA AGTTGGCACGTTCGATGCTACTTTGAAATAGTACGCTGGGTATT
ARAAAAATTGACATATATCAGAGTA AGTTGGCACGT TCGATGCTACTT TGAAATAGTACGCTGGGTATT

530 560
ael .

570 580 590 €00 €Ll0 620 630
|
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BRATAGATTT - TCGCRAATATTTATGCTGAATATTACGCTGCAACCAAARAAGATAAAGAGATTATCGACC
GCCGTATTTGGTTGTACAATATATTGAAGTTATTTTTCAATCTTTCATTCGCAGRAAGCATCTGCGGTAT
GCCGTATTTGGTTGTACAATATATTGAAGTTATTTTTCAATCTTTCATTCGCAGAAAGCATCTGCGGTAT
GCCGTATTTGGTTGTACAATATATTGAAGTTATTTTTCAATCTTTCATTCGCAGAAAGCATCTGCGGTAT
GCCGTATTTGGTTGTACAATATATTGAAGTTATTTTTCAATCTTTCATTCGCAGRAAGCATCTGCGGTAT
GCCGTATTTGGTTGTACARTATATTGARAGTTATTTTTCAATCTTTCATT CGCAGRAAGCATCTGCGGTAT
GCCGTATTTGGTTGTACAATATATTGAAGTTATTTTTCAATCTTTCATTCGCAGAAAGCATCTGCGGTAT
GCCGTATTTGGTTGTACAATATATTGAAGTTATTTTTCAATCTTTCATTCGCAGRAAGCATCTGCGGTAT
GCCGTATTTGGTTGTACAATATATTGAAGTTATTTTTCAATCTTTCATTCGCAGAAAGCATCTGCGGTAT
GCCGTATTTGGTIGTACARTATATTGARGTTATTTTTCAATCTTTCATTCGCAGRAAAGCATCTGCGGTAT
GCCGTATTTGGTTGTACAATATATTGAAGTTATTTTTCAATCTTTCATTCGCAGRAAAGCATCTGCGGTAT

640 650 660 670 680 680 700
e I L T T L
GACGATTACAARATGCGTACAAATGATTTTTATTCGTTATTAAACAGGAAATATTTATAG
TTCAGACCTCACAACATTCAAAGAATCTARATTTAGTTTTAGACAGGGCTTTTTTATGGGCATAGAAARC
TTCAGACCTCACAACATTCAAAGAATCTARATTTAGTTTTAGACAGGGCTTTTTTATGGGCATAGAAARC
TTCAGACCTCACAACATTCAAAGAATCTARATTTAGTTTTAGACAGGGCTTTTTTATGGGCATAGAAARC
TTCAGACCTCACAACATTCAAAGAATCTARATTTAGTTTTAGACAGGGCTTTTTTATGGGCATAGAAARC
TTCAGACCTCACAACATTCAAAGAATCTAAATTTAGTTTTAGACAGGGCTTTTTTATGGGCATAGAAAAC
TTCAGACCTCACAACATTCAAAGAATCTARATTTAGTTTTAGACAGGGCTTTTTTATGGGCATAGAAAAC
TTCAGACCTCACAACATTCAAAGAATCTARATTTAGTTTTAGACAGGGCTTTTTTATGGGCATAGAAAAC
TTCAGACCTCACAACATTCAAAGAATCTARATTTAGTTTTAGACAGGGCTTTTTTATGGGCATAGAAAAC
TTCAGACCTCACAACATTCAAAGAATCTARATTTAGTTTTAGACAGGGCTTTTTTATGGGCATAGAAAAC
TTCAGACCTCACAACATTCAAAGAATCTARATTTAGTTTTAGACAGGGCTTTTTTATGGGCATAGAAARC



Shigella flexneri
028-0SPG
029-0SPG
0112-0SPG
0124-0SPG
0124H30-0SPG
0143-0s8PG
0144-0sPG
0152-0SPG
0164-05PG
0167-0SPG

Shigella flexneri
028-05PG
029-0S5FPG
0112-0SPG
0124-0SPG
0124H30-0SFPG
0143-0SPG
0144-0SPG
0152-05PG
0164-0SPG
01l67-0SPG
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GTCCTCTATAAAATAGATATATTATCTTATATTGATTGTTTATCATCTTTTATAARAACGATACATTATAT
GTCCTCTATARAATAGATATATTATCTTATATTGATTGTTTATCATCTTTTATAAAACGATACATTATAT
GICCTCTATAAAATAGATATATTATCTTATATTGATTGTTTATCATCTTTTATAAAACGATACATTATAT
GTCCTCTATAAAATAGATATATTATCTTATATTGATTGTTTATCATCTTTTATAAAACGATACATTATAT
GTCCTCTATAAAATAGATATATTATCTTATATTGATTGTTTATCATCTTTTATAARAACGATACATTATAT
GTCCTCTATARAATAGATATATTATCTTATATTGATTGTTTATCATCTTTTATAAAACGATACATTATAT
GTCCTCTATARAATAGATATATTATCTTATATTGATTGTTTATCATCTTTTATAAAACGATACATTATAT
GTCCTCTATARARRA TAGATATATTATCT TATATTGATTGTTTATCATCTTTTATARAAACGATACATTATAT
GTCCTCTATAARA TAGATATATTATCTTATATTGATTGTTTATCATCTTTTATAAAACGATACATTATAT
GTCCTCTATARARAA TAGATATATTATCT TATATTGATTGTTTATCATCTTTTATARAAACGATACATTATAT

T80 7%0 800 810

GTRATGTATGTAAGCGTAAGGGTCTTCTCCGATCATGGTGGRAAGGCTAG
GTRATGTATGTAAGCGTAAGGGTCTTCTCCGATCATGGTGGAAGGCTAG
GTRAATGTATGTAAGCGTAAGGGTCTTCTCCGATCATGGTGGAAGGCTAG
GTRAATGTATGTAAGCGTAAGGGTCTTCTCCGATCATGGTGGAAGGCTAG
GTRAATGTATGTAAGCGTAAGGGTCTTCTCCGATCATGGTGGAAGGCTAG
GTAATGTATGTAAGCGTAAGGGTCTTCTCCGATCATGGTGGAAGGCTAG
GTRATGTATGTAAGCGTAAGGGTCTTCTCCGATCATGGTGGRAAGGCTAG
GTRATGTATGTAAGCGTAAGGGTCTTCTCCGATCATGGTGGRAAGGCTAG
GTRATGTATGTAAGCGTAAGGGTCTTCTCCGATCATGGTGGAAGGCTAG
GTRAATGTATGTAAGCGTAAGGGTCTTCTCCGATCATGGTGGAAGGCTAG
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ANEXO C - Alinhamento das sequéncias de nucleotideos do gene ospF

02B-0SPF
029-0SPF
0112-0SPF
0124-0SPF
0124H30-0SPF
0136-0SPF
0143-0SPF
0144-0SPF
0152-0SPF
0164-0SPF
0167-0SPF
Shigella-M90T

028-0SPF
029-0SPF
0112-0SPF
0124-0SPF
0124H30-0OSPF
0136-0SPF
0143-0SPF
0144-0SPF
0152-0SPF
0164-0OSPF
0167-0SPF
Shigella-M90T

028-0SPF
029-0SFF
0112-0SPF
0124-0SPF
0124H30-0SPF
0136-0SPF
0143-0SPF
0144-0SPF
0152-0SPF
0164-0SPF
0167-0SPF
Shigella-M90T

028-0SPF
029-0SFF
0112-0SPF
0124-0SPF
0124H30-0SPF
0136-0SPF
0143-0SPF
0144-0SPF
0152-0SPF
0164-0SPF
0167-0SPF
Shigella-M90T

028-0SPF
029-0SPF
0112-0SPF
0124-0SPF
0124H30-0SPF
0136-0SPF
0143-0SPF
0144-0SPF
0152-0SPF
0164-0SPF
0167-0SPF
Shigella-M90T

10 20 30 40 50 ] 70 a0
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CTCTCGTAACATTTGCTCTTGGCTTT
CTCTCGTAACATTTGCTCTTGGCTTT
CTCTCGTAACATTTGCTCTTGGCTTT
CTCTCGTAACATTTGCTCTTGGCTTT
CTCTCGTAACATTTGCTCTTGGCTTT
CTCTCGTAACATTTGCTCTTGGCTTT
CTCTCGTAACATTTGCTCTTGGCTTT
CTCTCGTAACATTTGCTCTTGGCTTT
CTCTCGTAACATTTGCTCTTGGCTTT
CTCTCGTAACATTTGCTCTTGGCTTT
CTCTCGTAACATTTGCTCTTGGCTTT
AMGGTGGTGTAGCTGGCATCTTCTCTACTCTATCATCARACGATARAATGGTTCCTCTCGTAACATTTGCTCTTGCCTTT

S0 100 110 120 130 150 1g0

O e T T T T DT [ e A [ N I |

CACTTCCATCTCGATCGCTTCGTAGTTGATTACGATAGCTGACATATTTCCAGTCTTCAGGTCTAACATCTGACGCCGGA
CACTTCCATCTCGATCGCTTCGTAGTTGATTACGATAGCTGACATATTTCCAGTCTTCAGGTCTAACATCTGACGCCGGA
CACTTCCATCTCGATCGCTTCGTAGTTGATTACGATAGCTGACATATTTCCAGTCTTCAGGTCTAACATCTGACGCCGGA
CACTTCCATCTCGATCGCTTCGTAGTTGATTACGATAGCTGACATATTTCCAGTCTTCAGGTCTAACATCTGACGCCGGA
CACTTCCATCTCGATCGCTTCGTAGTTGATTACGATAGCTGACATATTTCCAGTCTTCAGGTCTAACATCTGACGCCGGA
CACTTCCATCTCGATCGCTTCGTAGTTGATTACGATAGCTGACATATTTCCAGTCTTCAGGTCTAACATCTGACGCCGGA
CACTTCCATCTCGATCGCTTCGTAGTTGATTACGATAGCTGACATATTTCCAGTCTTCAGGTCTAACATCTGACGCCGGA
CACTTCCATCTCGATCGCTTCGTAGTTGATTACGATAGCTGACATATTTCCAGTCTTCAGGTCTAACATCTGACGCCGGA
CACTTCCATCTCGATCGCTTCGTAGTTGATTACGATAGCTGACATATTTCCAGTCTTCAGGTCTAACATCTGACGCCGGA
CACTTCCATCTCGATCGCTTCGTAGTTGATTACGATAGCTGACATATTTCCAGTCTTCAGGTCTAACATCTGACGCCGGA
CACTTCCATCTCGATCGCTTCGTAGTTGATTACGATAGCTGACATATTTCCAGTCTTCAGGTCTAACATCTGACGCCGGA
CACTTCCATCTCGATCGCTTCGTAGTTCATTACGATAGCTGACATATTTCCAGTCTTCAGGTCTAACATCTGACGCCGGA

170 180 1%0 200 210 230 240
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TACTCCCCGEGEAGCGATTTTGCT TCTTAATAGAT TAGACTCGAGACACATTATARATTGTCGTATTTTATGAAGTAATAR
TACTCCCCGGGAGCGATTTTGCTTCTTAATAGATTAGACTCGAGACACATTATARATTGTCGTATTTTATGARAGTAATAR
TACTCCCCGGGAGCGATTTTGCTTCTTAATAGATTAGACTCGAGACACATTATARATTGTCGTATTTTATGARGTAATAR
TACTCCCCGGGAGCGATTTTGCTTCTTAATAGATTAGACTCGAGACACATTATARATTGTCGTATTTTATGARGTAATAR
TACTCCCCGEGEAGCGATTTTGCT TCTTAATAGAT TAGACTCGAGACACATTATARATTGTCGTATTTTATGAAGTAATAR
TACTCCCCGGGAGCGATTTTGCTTCTTAATAGATTAGACTCGAGACACATTATARATTGTCGTATTTTATGARAGTAATAR
TACTCCCCGGGAGCGATTTTGCTTCTTAATAGATTAGACTCGAGACACATTATARATTGTCGTATTTTATGARGTAATAR
TACTCCCCGGGAGCGATTTTGCTTCTTAATAGATTAGACTCGAGACACATTATARATTGTCGTATTTTATGARGTAATAR
TACTCCCCGGGAGCGATTTTGCTTCTTAATAGATTAGACTCGAGACACATTATAAATTGTCGTATTTTATGAAGTAATAR
TACTCCCCGGGAGCGATTTTGCTTCTTAATAGATTAGACTCGAGACACATTATARATTGTCGTATTTTATGARGTAATAR
TACTCCCCGGGAGCGATTTTGCTTCTTAATAGATTAGACTCGAGACACATTATARATTGTCGTATTTTATGARGTAATAR
TACTCCCCGGGAGCGATTTTGCTTCTTAATAGATTAGACTCGAGACACATTATARATTGTCGTATTTTATGARGTAATAR

140

220

250 260 270 280 290 300 310 320
|
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AGCACTATATTGCGAGCATTCCTGATCTGAT TTTACATATAGCGTAAACTGAGCTCCTATCCCCACACGAGATTGCTGAG
AGCACTATATTGCGAGCATTCCTGATCTGATTTTACATATAGCGTARAACTGAGCTCCTATCCCCACACGAGATTGCTGAG
AGCACTATATTGCGAGCATTCCTGATCTGATTTTACATATAGCGTAAACTGAGCTCCTATCCCCACACGAGATTGCTGAG
AGCACTATATTGCGAGCATTCCTGATCTGATTTTACATATAGCGTARAACTGAGCTCCTATCCCCACACGAGATTGCTGAG
AGCACTATATTGCGAGCATTCCTGATCTGAT TTTACATATAGCGTAAACTGAGCTCCTATCCCCACACGAGATTGCTGAG
AGCACTATATTGCGAGCATTCCTGATCTGATTTTACATATAGCGTARAACTGAGCTCCTATCCCCACACGAGATTGCTGAG
AGCACTATATTGCGAGCATTCCTGATCTGATTTTACATATAGCGTAAACTGAGCTCCTATCCCCACACGAGATTGCTGAG
AGCACTATATTGCGAGCATTCCTGATCTGATTTTACATATAGCGTARAACTGAGCTCCTATCCCCACACGAGATTGCTGAG
AGCACTATATTGCGAGCATTCCTGATCTGATTTTACATATAGCGTARAACTGAGCTCCTATCCCCACACGAGATTGCTGAG
AGCACTATATTGCGAGCATTCCTGATCTGATTTTACATATAGCGTARACTGAGCTCCTATCCCCACACGAGATTGCTGAG
AGCACTATATTGCGAGCATTCCTGATCTGATTTTACATATAGCGTARAACTGAGCTCCTATCCCCACACGAGATTGCTGAG
AGCACTATATTGCGAGCATTCCTGATCTGATTTTACATATAGCGTAAACTGAGCTCCTATCCCCACACGAGATTGCTGAG

330 340 350 360 370 380 390 400
T L L e L | e [ T I I |
AAACTCGATTCATATCAGTTATCTTCCATTTATCTATAGGACTGTCCTCTGAAAATAATAAACCAGACARAATTTGEGAAT
ARAACTCGATTCATATCAGTTATCTTCCATTTATCTATAGGACTGTCCTCTGAAAATAATAAACCAGACARAATTTGEAAT
ARACTCGATTCATATCAGTTATCTTCCATTTATCTATAGGACTGTCCTCTGRAAAATAATAAACCAGACARAATTTGGAAT
ARAACTCGATTCATATCAGTTATCTTCCATTTATCTATAGGACTGTCCTCTGAAAATAATAAACCAGACARAAATTTGGAAT
ARACTCGATTCATATCAGTTATCTTCCATTTATCTATAGGACTGTCCTCTGRAAAATAATAAACCAGACARAATTTGGAAT
ARAACTCGATTCATATCAGTTATCTTCCATTTATCTATAGGACTGTCCTCTGAAAATAATAAACCAGACARAAATTTGGAAT
AARACTCGATTCATATCAGTTATCTTCCATTTATCTATAGGACTGTCCTCTGAAAATAATAAACCAGACAAAATTTGGAAT
AAACTCGATTCATATCAGTTATCTTCCATTTATCTATAGGACTGTCCTCTGRAAAATAATAAACCAGACARAATTTGGAAT
ARACTCGATTCATATCAGTTATCTTCCATTTATCTATAGGACTGTCCTCTGRAAAATAATAAACCAGACARAATTTGGAAT
ARAACTCGATTCATATCAGTTATCTTCCATTTATCTATAGGACTGTCCTCTGAAAATAATAAACCAGACARAAATTTGGAAT
ARACTCGATTCATATCAGTTATCTTCCATTTATCTATAGGACTGTCCTCTGRAAAATAATAAACCAGACARAATTTGGAAT
ARAACTCGATTCATATCAGTTATCTTCCATTTATCTATAGGACTGTCCTCTGAAAATAATAAACCAGACARAAATTTGGAAT



028-05FF
029-0SPF
0112-0SPF
0l124-0SPF
0124H30-0SPF
0136-0SPF
0143-0SPF
0144-0SPF
0152-0SPF
0164-0SPF
0l167-0SPF
Shigella-M90T

02B-0SPF
029-0SPF
0112-0SPF
0124-0SPF
0124H30-0SPF
0136-0SPF
0143-0SPF
0144-0SPF
0152-0SFPF
0164-0SPF
0167-0SPF
Shigella-M90T

028-0SPF
029-0SFF
0112-0SPF
0124-0SPF
0124H30-0SPF
0136-0SPF
0143-0SPF
0144-0SPF
0152-0SPF
0164-0SPF
0167-0SPF
Shigella-M90T

028-0SPF
029-0SPF
0112-0SPF
0124-0SPF
0124H30-0SPF
0136-0SPF
0143-0SPF
0144-OSPF
0152-0SPF
0164-0SPF
0167-0SPF
Shigella-M90T

028-0S5FF
029-0SPF
0112-0SFPF
0l124-0SPF
0124H30-0SPF
0136-0SFF
0143-0SPF
0144-0SPF
0152-0SPF
0164-0SFPF
0l67-0SPF
Shigella-M90T
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410 420 430 440 450 460 470 480
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GCCAGAGGAACTTGCTCCCTAGCTATACTAATATGAAACTTGTCCCCAACARAATCCCCCTTACTCTGAGEATTTTCACE
GCCAGAGGAACTTGCTCCCTAGCTATACTAATATGAAACTTGTCCCCAACARRAATCCCCCTTACTCTGAGGATTTTCACE
GCCAGAGGAACTTGCTCCCTAGCTATACTAATATGAAACTTGTCCCCAACARAATCCCCCTTACTCTGAGEGATTTTCACE
GCCAGAGGAACTTECTCCCTAGCTATACTAATATGAAACTTGTCCCCAACARAATCCCCCTTACTCTGAGEATTTTCACE
GCCAGAGGAACTTGCTCCCTAGCTATACTAATATGAAACTTGTCCCCAACARAATCCCCCTTACTCTGAGEATTTTCACE
GCCAGAGGAACTTGCTCCCTAGCTATACTAATATGAAACTTGTCCCCAACARRAATCCCCCTTACTCTGAGGATTTTCACE
GCCAGAGGAACTTGCTCCCTAGCTATACTAATATGAAACTTGTCCCCAACARAATCCCCCTTACTCTGAGEGATTTTCACE
GCCAGAGGAACTTECTCCCTAGCTATACTAATATGAAACTTGTCCCCAACARAATCCCCCTTACTCTGAGEATTTTCACE
GCCAGAGGAACTTGCTCCCTAGCTATACTAATATGAAACTTGTCCCCAACARRAATCCCCCTTACTCTGAGGATTTTCACE
GCCAGAGGAACTTGCTCCCTAGCTATACTAATATGAAACTTGTCCCCAACARAATCCCCCTTACTCTGAGEGATTTTCACE
GCCAGAGGAACTTECTCCCTAGCTATACTAATATGAAACTTGTCCCCAACAAAATCCCCCTTACTCTGAGEATTTTCACE
GCCAGAGGAACTTGCTCCCTAGCTATACTAATATGAAACTTGTCCCCAACARAATCCCCCTTACTCTGAGEATTTTCACE
4390 =00 510 520 530 540 550
R A O [P AP RN PO I EUR A (PO I [P R P
ACATGCATGAATAAACACATCTCCACTATGGTTCACAATCTGGAATCCT TGETACATGACAGAAARARATTGACATATAT
ACATGCATGAATAAACACATCTCCACTATGGTTCACAATCTGGAATCCTTGGTACATGACAGAARAAARATTGACATATAT
ACATGCATGAATAAACACATCTCCACTATGGTTCACAATCTGGAATCCTTGETACATCGACAGAARRAARATTGACATATAT
ACATGCATGAATAAACACATCTCCACTATGGTTCACAATCTGGAATCCTTGETACATCGACAGAAARARATTGACATATAT
ACATGCATGAATAARCACATCTCCACTATGGTTCACAATCTGGAATCCTTGGTACATGACAGAARRARATTGACATATAT
ACATGCATGAATAARCACATCTCCACTATGGTTCACAATCTGGAATCCTTGETACATGACAGAAAAARATTGACATATAT
ACATGCATGAATAAACACATCTCCACTATGGTTCACAATCTGGAATCCTTGETACATCGACAGAARRAARATTGACATATAT
ACATGCATGAATAAACACATCTCCACTATGGTTCACAATCTGGAATCCTTGETACATCGACAGAAARARATTGACATATAT
ACATGCATGAATAAACACATCTCCACTATGGTTCACAATCTGGAATCCTTGGTACATGACAGAARAAARATTGACATATAT
ACATGCATGAATAAACACATCTCCACTATGGTTCACAATCTGGAATCCTTGETACATCGACAGAARRAARATTGACATATAT
ACATGCATGAATAAACACATCTCCACTATGGTTCACAATCTGGAATCCTTGETACATCGACAGAAARARATTGACATATAT
ACATGCATGAATAARCACATCTCCACTATGGTTCACAATCTGGAATCCTTGGTACATGACAGAARRARATTGACATATAT
el 520 so0 600 £10 &20 230 40
cleeeilovialonealoeadonnalewealoneelonealowalonneloeealonealonealonealananl
CAGAGTAAGTTGECACETTCEATGCTACTTTGARATAGTACGCTEEETATTECCETATTTGETTGTACAATATATTGARG
CAGAGTAAGTTGGCACGTTCGATGCTACT TTGAAATAGTACGCTGEETATTGCCGTATTTGGT TGTACAATATATTGARG
CAGAGTAAGTTGGCACGTTCGATGCTACTTTGAAATAGTACGCTGEETATTGCCGTATTTGGTTGTACAATATATTGARG
CAGAGTAAGTTGECACETTCEATGCTACTTTGARATAGTACGCTEEETATTECCETATTTGETTGTACAATATATTGARG
CAGAGTAAGTTGGCACGTTCGATGCTACTTTGARATAGTACGCTGEEGTATTGCCGTATTTGGTTGTACAATATATTGARG
CAGAGTAAGTTGGCACGTTCGATGCTACTTTGAAATAGTACGCTGEETATTGCCGTATTTGGTTGTACAATATATTGARG
CAGAGTAAGTTGGCACGTTCEATGCTACT TTGARATAGTACGCTGEETATTGCCGTATTTGEGT TGTACAATATATTGARG
CAGAGTAAGTTGGCACGTTCGATGCTACTTTGARATAGTACGCTGEEGTATTGCCGTATTTGGTTGTACAATATATTGARG
CAGAGTAAGTTGECACETTCEATGCTACTTTGARATAGTACGCTEEETATTECCETATTTGETTGTACAATATATTGARG
CAGAGTAAGTTGGCACGTTCGATGCTACT TTGAAATAGTACGCTGEETATTGCCGTATTTGGT TGTACAATATATTGARG
CAGAGTAAGTTGGCACGTTCGATGCTACTTTGAAATAGTACGCTGEETATTGCCGTATTTGGTTGTACAATATATTGARG
CAGAGTAAGTTGECACETTCEATGCTACTTTGARATAGTACGCTEEETATTECCETATTTGETTGTACAATATATTGARG

560
el

650 660 870 630 690 700 710 720
L L L L e L L e L e [ |

TTATTTTTCAATCTTTCATTCGCAGAAAGCATCTGCGGTATTTCAGACCTCACAACATTCARAGAATCTAAATTTAGTTT
TTATTTTTCAATCTTTCATTCGCAGARAAGCATCTGCGETATTTCAGACCTCACAACATTCARAAGAATCTAAATTTAGTTT
TTATTTTTCAATCTTTCAT TCGCAGAAAGCATCTGCGGTATTTCAGACCTCACAACATTCAAAGAATCTAAATTTAGTTT
TTATTTTTCAATCTTTCATTCGCAGAAAGCATCTGCGGTATTTCAGACCTCACAACATTCAAAGAATCTAAATTTAGTTT
TTATTTTTCAATCTTTCATTCGCAGARAAGCATCTGCGETATTTCAGACCTCACAACATTCARAAGAATCTAAATTTAGTTT
TTATTTTTCAATCTTTCATTCGCAGAAAGCATCTGCGGTATTTCAGACCTCACAACATTCARAGRAATCTAAATTTAGTTT
TTATTTTTCAATCTTTCATTCGCAGAAAGCATCTGCGGTATTTCAGACCTCACAACATTCAAAGAATCTAAATTTAGTTT
TTATTTTTCAATCTTTCATTCGCAGAAAGCATCTGCGGTATTTCAGACCTCACAACATTCAAAGAATCTARATTTAGTTT
TTATTTTTCAATCTTTCATTCGCAGAAAGCATCTGCGGTATTTCAGACCTCACAACATTCARAGAATCTAAATTTAGTTT
TTATTTTTCAATCTTTCATTCGCAGARAAGCATCTGCGETATTTCAGACCTCACAACATTCARAAGAATCTAAATTTAGTTT
TTATTTTTCAATCTTTCAT TCGCAGAAAGCATCTGCGGTATTTCAGACCTCACAACATTCAAAGAATCTAAATTTAGTTT
TTATTTTTCAATCTTTCATTCGCAGAAAGCATCTGCGGTATTTCAGACTTCACAACATTCAAAGRAATCTAAATTTAGTTT

730 740 750 770 7 8O0
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TAGACAGGGCTTTTTTATGGGCATAGAAAACGTCCTCTATAAAATAGATATATTATCTTATATTGATTGTTTATCATCTT
TAGACAGGGCTTTTTTATGGGCATAGAARACGTCCTCTATARAAATAGATATATTATCTTATATTGATTGTTTATCATCTT
TAGACAGGGCTTTTTTATGGGCATAGAARAACGTCCTCTATARAAATAGATATATTATCTTATATTGATTGTTTATCATCTT
TAGACAGGGCTTTTTTATGGGCATAGAARAACGTCCTCTATAAAATAGATATATTATCTTATATTGATTGTTTATCATCTT
TAGACAGGGCTTTTTTATGGGCATAGAAAACGTCCTCTATAAAATAGATATATTATCTTATATTGATTGTTTATCATCTT
TAGACAGGGCTTTTTTATGGGCATAGAARACGTCCTCTATARAAATAGATATATTATCTTATATTGATTGTTTATCATCTT
TAGACAGGGCTTTTTTATGGGCATAGAARACGTCCTCTATARAAATAGATATATTATCTTATATTGATTGTTTATCATCTT
TAGACAGGGCITTITTATGGGCATAGAAAACGTCCTCTATARAAATAGATATATTATCTTATATTGATTGTTTATCATCTT
TAGACAGGGCTTTTTTATGGGCATAGAARACGTCCTCTATARAAATAGATATATTATCTTATATTGATTGTTTATCATCTT
TAGACAGGGCTTTTTTATGGGCATAGAARAACGTCCTCTATARAAATAGATATATTATCTTATATTGATTGTTTATCATCTT
TAGACAGGGCTTTTTTATGGGCATAGAARAACGTCCTCTATAAAATAGATATATTATCTTATATTGATTGTTTATCATCTT
TAGACAGGGCTTTTTTATGGGCATAGAAAACGTCCTCTATAAAATAGATATATTATCTTATATTGATTGTTTATCATCTT
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TTATAAAACGATACATTATATGTAATGTATGTAAGCGTARGGGTCTTCTCCGATCATGEGTGG
TTATAAAACGATACATTATATEGTAATGTATGTAAGCGTARGEETCTTCTCCEATCATEETCE
TTATAAAACGATACATTATATGTAATGTATGTAAGCGTARGGGTCTTCTCCGATCATGGTGG
TTATAAAACGATACATTATATGTAATGTATGTAAGCGTARGEETCTTCTCCEATCATEGETGG
TTATAAAACGATACATTATATGTAATGTATGTAAGCGTARGGGTCTTCTCCGATCATGGTGG
TTATAAAACGATACATTATATGTAATGTATGTAAGCGTARGGGTCTTCTCCGATCATGETGG
TTATAAAACGATACATTATATGTAATGTATGTAAGCGTARGGGTCTTCTCCGATCATGETGG
TTATAAAACGATACATTATATGTAATGTATGTAAGCGTARGGGTCTTCTCCGATCATGEGTGG
TTATAAAACGATACATTATATGTAATGTATGTAAGCGTARGGGTCTTCTCCGATCATGETGG
TTATAAAACGATACATTATATGTAATGTATGTAAGCGTARGGGTCTTCTCCGATCATGETGG
TTATAAAACGATACATTATATGTAATGTATGTAAGCGTARGGGTCTTCTCCCGATCATGETGE
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TTATARAARACGATACATTATATGTAATGTATGTARAGCGTAAGGGTCTTCTCCGATCATGGTGGGAAGGCTTAGAACGCCAT

=1

%00 910

=4
—

Shigella-M%0T ATTCAGTTTCCCATAGTGGAARCATCACTCCCAGCT



