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RESUMO

FABIENNE ANTUNES FERREIRA

Efeito do sensor de densidade populacional Agr na invasao de amostras de
Staphylococcus aureus em células epiteliais brénquicas humanas

Orientadora: Agnes Marie Sa Figueiredo

Resumo da Dissertagado de Mestrado submetida ao Programa de Pés-Graduagédo em
Ciéncias (Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Godes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencéao do titulo de Mestre em Ciéncias Bioldgicas (Microbiologia).

Os Staphylococcus aureus apresentam um conjunto de genes de viruléncia
cuja expressao € modulada por sistemas reguladores globais. Dentre esses, um dos
mais importantes é o sistema de quorum sensing Agr (do inglés: acessory gene
regulator). O lécus agr € capaz de regular positivamente a expressado de proteinas
extracelulares envolvidas na agressao ao hospedeiro e negativamente a expressao
de varias proteinas de superficie envolvidas nos processos de colonizacdo e
interagdo com o hospedeiro. Porém, poucos trabalhos analisaram o papel do agr na
invasao dos S. aureus, sendo que os modelos utilizados envolviam células mamarias
de bovinos, osteoblastos ou células endovenosas humanas. Além disso, a maior
parte dos estudos publicados utilizou a constru¢do agr-nula RN6911 (Aagr::tetM),
que é derivada da cepa laboratorial NTCC8325-4, que por sua vez possui uma
delecéo espontanea de cerca de 11pb no gene rsbU e uma mutagado no gene agrA.
Considerando que os S. aureus sao importantes agentes causadores de
pneumonias hospitalares e comunitarias, buscamos avaliar o efeito do agr na
invasdo de uma amostra clinica de S. aureus em células epiteliais brénquicas
humanas (16HBE140-). Para tanto, obtivemos uma constru¢ado nocaute para o gene
agr (Aagr:tetM) a partir da amostra clinica designada HC474 (S. aureus sensivel a
meticilina; apresentanto padrdo de PFGE semelhante ao de amostras pertencentes
ao clone pediatrico e do clone Nova lorque/Japao). A seguir, inserimos na
construgcdo nocaute um vetor de fusdo (pRN6848), contendo o gene de resisténcia
ao cloranfenicol e o promotor da B-lactamase (Pbla) ligado ao gene rnalll (Pbla-
rnalll-cat), obtendo uma construgcdo agr complementada. As construgcbes foram
obtidas a partir de experimentos de transducgao utilizando o bacteriéfago 80a, o qual
foi inicialmente propagado na cepa agr-nula RN6911 (Aagr::tetM), para obtencao do
nocaute e, posteriormente, na cepa RN8041 (que contém o plasmidio pRN6848 com
a construgdo Pbla-rnalll-cat), para a obtencdo da complementagdo. As colbnias



tetraciclinas-resistentes (construgbes agr deletadas) e colbnias tetraciclinas- e
cloranfenicol-resistentes (construgdes trans-complementadas) foram testadas quanto
a auséncia ou presencga do l6cus agr, através de PCR (do inglés: Polimerase Chain
Reaction), dot- e Northern-blotting, utilizando primers especificos para o gene rnalll.
Nossos dados demonstram que a delecdo do agr na amostra mutante resultou em
um aumento na percentagem de internalizacdo bacteriana durante a fase
estacionaria de crescimento, quando comparada as amostra selvagem e mutante
complementada isogénicas. O fato de o agr regular negativamente as FnBPs (do
inglés: fibronectin binding proteins; moléculas envolvidas na invasao bacteriana)
pode estar correlacionado com estes resultados. Resumidamente, os dados
apresentados neste trabalho demonstram o papel do agr-RNAIll nha modulagdo do
mecanismo de invasdo dos S. aureus em células epiteliais bronquicas humanas,
confirmando resultados experimentais anteriores que indicam um papel importante
do agr na patogénese (colonizagéo e invasao) das infec¢des estafilocdcicas.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus, mutantes agr-nulos, invasao bacteriana,
mutantes rnalll-complementados, l6cus agr, células epiteliais brénquicas humanas

Rio de Janeiro
Agosto de 2008
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ABSTRACT

FABIENNE ANTUNES FERREIRA

Efeito do sensor de densidade populacional Agr na invasao de amostras de
Staphylococcus aureus em células epiteliais brénquicas humanas

Orientadora: Agnes Marie Sa Figueiredo

Resumo da dissertagdo de Mestrado submetida ao programa de Pés-Graduagéo em
ciéncias (Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Goées da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requeridos necessarios
para obtencéao do titulo de Mestre em Ciéncias Bioldgicas (Microbiologia).

Staphylococcys aureus can express many virulence factors, which are tightly
modulated by global systems of gene regulation, including agr locus (the main
staphylococcal quorum sensing). agr system acts by up-regulating extracellular
proteins involved in host tissue damages and down-regulating cell surface proteins
that are required for bacteria adherence and internalization. However, few studies
have analised the agr effect in S. aureus internalization, and the models used
involved bovine mammary epithelial cell line and osteoblats or endovenous human
cells. Moreover, these estudies were carried out with the agr-null RN6911
(Aagr.:tetM), derived from the Ilaboratory strain NTCC8325-4, which has a
spontaneous deletion of 11pb in the rsbU gene and a mutation in the agrA gene.
Because S. aureus are importants agents associated with nosocomial and
community pneumonia the aim of this study was to evaluate the role of Agr system
on internalization of S. aureus clinical isolates in the human bronchial cell line
(16HBE1407). Using a agr-null construction (Aagr::tetM) derived from a current
clinical isolate of S. aureus (HC474; MSSA that has a PFGE pattern to that of
isolates belonging to pediatric and New York/Japan clones). The complementation of
the agr function in the agr-null construction was achieved by the acquisition of a
plasmid pRN6848 carrying chloranphenicol resistance gene and the fusion beta-
lactamase promoter-rnalll gene (Pbla-rnalll-cat). The constructions were generated
using homologous recombination via 80a bacteriophage after propagation in RN6911
(Aagr::tetM) and subsequently propagation in RN8041 strain (which contain the
fusion Pbla-rnalll-cat). agr constructions were selected in the appropriate antibiotic
and the agr-elimination and rnalll complementation were confirmed by PCR, dot-blot
hybridization and Northern-blotting, using specific primers or probe for an internal
fragment of the rnalll. Our data showed that agr elimination could increase the

xii



internalization in the agr-null construction at stationary phase. The fact that agr down-
regulates FnBPs (Fibronectin binding proteins; major molecules involved in bacterial
internalization) could be associated with these data. Finally, the results of this work
showed agr-RNAIlll has a role on S. aureus internalization in human epithelial
bronchial cells, corroborating previous experimental results that have indicated an
important role of agr on the pathogenesis (colonization and invasion) of the
staphylococcal infections.

Key-words: Staphylococcus aureus, agr-nulls mutants, bacteria internalization, rnalll-
complemented mutants, agr locus, the human bronchial cell line.

Rio de Janeiro
Agosto de 2008
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1 INTRODUGAO

1.1 Staphylococcus aureus

Microrganismos classificados como Staphylococcus aureus subsp. aureus,
frequentemente referidos como S. aureus (terminologia que sera aqui adotada), séo
atualmente alocados como componentes da familia Staphylococcaceae. Esses
microrganismos sao cocos Gram-positivos e podem ser encontrados como parte da
microbiota anfibidntica da pele e membranas mucosas de humanos e outros
mamiferos. Em humanos, elevadas concentragdes deste microrganismo sao
encontradas colonizando mucosas nasais, perineo, axilas, e em menores
quantidades a boca, orofaringe, vagina, glandulas mamarias e trato intestinal
(CHILLER, SELKIN & MURAKAWA, 2001; MURRAY et al., 2003; LOUGHMAN et al.,
2008).

Mais de dois tergos da populagdo saudavel estd permanente ou
transitoriamente colonizada por S. aureus, com algumas variagdes dependendo dos
fatores geograficos, étnicos, sociais e médicos (LOWY, 1998). A colonizagdo do
individuo pode servir como uma fonte enddgena de infecgdao (LUZAR et al., 1990;
PEACOCK, SILVA & LOWY, 2001; VON EIFF et al., 2001; BAMBERGER, 2007).
S. aureus sao reconhecidos como importantes patdogenos e estdo envolvidos em
uma série de doengas. Essas infecgdes podem ser relativamente benignas e
localizadas, como as infecgdes na pele, ou mais graves e disseminadas, incluindo as
pneumonias e bacteremias (MURRAY et al., 2003; BAMBERGER, 2007). Dentre as
principais infeccbes de pele, incluem-se o impetigo e a celulite; e nos foliculos
pilosos, podemos citar a foliculite, a furunculose e a carbunculose, esta ultima
caracterizada por pequenos furunculos coalescentes na altura da cabeca e pescoco,
podendo envolver tecidos subcutadneos e levar a sintomas sistémicos, como febre.
Estes microrganismos também sao frequentemente isolados de feridas pos-
cirurgicas, o que pode servir como um foco de desenvolvimento de infec¢des
sistémicas (KONEMAN, 1997; GARZONI et al., 2007). Com relacdo as infecg¢des
mais graves, pode-se citar quadros de carbunculo renal, artrite séptica, meningite,

pneumonia, endocardite, osteomielite, dentre outras (YAMAGUCHI et al., 2002;



MURRAY et al., 2003; PREVOST, COUPPIE & MONTEIL, 2003; BAMBERGER,
2007).

As amostras de S. aureus apresentam genoma substancialmente menor
(~2.5-2.9 Mb), quando comparadas as bactérias Gram-negativas, como Escherichia
coli (~4.1-5.6 Mb) e Pseudomonas aeruginosa (~6.2-6.4 Mb). Porém, a
complexidade dos mecanismos genéticos desta bactéria € marcante. Virtualmente,
esses microrganismos podem colonizar e infectar qualquer tecido ou 6érgéo e
apresentam elevada plasticidade para adaptagdo (SINHA & HERRMANN, 2005).
Além disso, essas bactérias podem estar associadas tanto a infecgdes de natureza
hospitalar (DEURENBERG et al., 2007) quanto a infec¢gdes comunitarias (KENNEDY
et al., 2008), demonstrando assim uma ampla versatilidade. Esta extraordinaria
plasticidade dos S. aureus tem sido atribuida aos numerosos fatores de viruléncia
que sao capazes de produzir, podendo estes estar ancorados a superficie celular ou
ser secretados para o meio extracelular. Os fatores de viruléncia produzidos pelos S.
aureus que estao ancorados a parede celular sdo importantes, principalmente, na
interacdo do microrganismo com o0 hospedeiro, durante o processo inicial de
colonizacao (adesao e invasao), nos mecanismos de evasao (fuga) das defesas do
hospedeiro e na modulacédo da resposta imune. Além disso, a ampla variedade de
proteinas secretadas por esse microrganismo, conhecidas como exoproteinas,
podem funcionar, por exemplo, como agressinas (causando danos aos tecidos e
orgaos do hospedeiro), evasinas (evadindo a agdo de componentes de defesa do
hospedeiro) ou modulinas, modulando a resposta imune (SALYERS & WHITT,
2002). Assim, a patogénese das infec¢gdes causadas pelos S. aureus pode ser
considerada multifatorial (KATAYAMA, ITO & HIRAMATSU, 2000; GARZONI et al.,
2007).

Outra caracteristica importante desse patdégeno é a facilidade de aquisigao e
transferéncia de genes, tanto relacionados a viruléncia quanto aqueles que conferem
multirresisténcia aos antimicrobianos normalmente prescritos no tratamento de

infeccbes associadas a esses microrganismos (NOTO et al., 2008).



1.2 Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA)

Observando o histérico do desenvolvimento de agentes terapéuticos, verifica-
se que pouco tempo depois da introducdo da penicilina no tratamento das infeccoes
estafilococicas surgiram cepas de Staphylococcus resistentes a este antibidtico,
devido a produgao de B-lactamase (enzima capaz de hidrolisar o anel B-lactamico
dessa classe de antimicrobiano). Desta forma, diante da necessidade de se
disponibilizar novas drogas resistentes a agdo desta enzima, foram desenvolvidas as
penicilinas semi-sintéticas, como a meticilina e a oxacilina (JEVONS, 1961).
Entretanto, no inicio da década de 1960, foram detectadas as primeiras cepas de S.
aureus resistentes a penicilinas semi-sintéticas (MRSA, do inglés: Methicillin-
resistant Staphylococcus aureus; JEVONS, 1961; OLIVEIRA, TOMASZ &
LENCASTRE, 2002). Neste contexto, uma evolugdo acelerada desses
microrganismos foi revelada através da emergéncia de amostras que adquiriram, de
forma rapida, mecanismos de resisténcia a virtualmente quase todos os agentes
antimicrobianos, logo apds a introdugdo dos mesmos na pratica médica (OLIVEIRA,
TOMASZ & LENCASTRE, 2002).

O marco inicial de evolugéo da resisténcia a meticilina em S. aureus ocorreu
quando da aquisi¢ao do gene mecA, o qual codifica uma nova proteina de ligagao a
penicilina (PBP2'ou PBP2a; do inglés: Penicillin binding protein), que confere
resisténcia a meticilina e a outros B-lactamicos. Esta proteina possui baixa afinidade
pelos antibidticos B-lactamicos e, portanto, € capaz de catalisar a reagdao de
transpeptidacao (formacdo das pontes transversas na peptidioglicana) e garantir a
formacdo da parede celular bacteriana, mesmo que as PBPs normais estejam
bloqueadas pela ligagdo covalente ao anel B-lactamico do antimicrobiano (JONGE et
al., 1992; BERGER-BACHI, 1995).

O gene mecA é um segmento de DNA de 2,1 Kb que ndo € nativo da espécie
S. aureus. Tal elemento genético encontra-se inserido em um grande bloco de DNA
exdgeno, conhecido como cassete cromossémico estafilocécico mec (SCCmec; do
inglés: staphylococcal cassette chromosome mec; KATAYAMA, ITO & HIRAMATSU,
2000; LIVERMORE, 2000; HIRAMATSU et al., 2002; NOTO et al., 2008).

O SCCmec é um elemento genético movel, integrado ao cromossomo dos

MRSA em um sitio especifico (attBscc), localizado proximo a origem de replicagao, e
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flanqueado por sequéncias diretas e repetidas. Este segmento de DNA, que pode
variar de 21-67 Kb, carreia o chamado complexo gene mec, correspondendo as
regides do gene mecA e de seus reguladores, mecRl e mecl; assim como o
complexo ccr, correspondendo a regiao onde se encontram os genes que codificam
para recombinases, as quais sao responsaveis pela mobilidade do SCCmec. O
produto do gene mecl/ reprime a expressdo do mecA ao se ligar ao operador. Ja o
produto do gene mecRI constitui uma proteina de membrana envolvida em um
sistema de transducao de sinais (do inglés: signal-transduction), a qual reconhece a
presencga de [(B-lactamico através de seu dominio extracelular de ligagéo a penicilina.
Seu dominio citoplasmatico apresenta atividade de protease e degrada o produto do
gene mecl, permitindo assim a transcrigdo do gene mecA (MCKINNEY et al., 2001;
NOTO et al., 2008).

Além desses genes, outros elementos genéticos também podem estar
presentes, dentre eles os elementos de insercdo 1S437 e 1S257, os plasmidios
pUB110 e pT181 e o transposon Tn554. Alguns destes elementos carreiam genes
de resisténcia a eritromicina, tetraciclina, kanamicina, espectinomicina e tobramicina
(HIRAMATSU et al., 2002). Adicionalmente, a presenga de mais de uma copia do
IS256 parece servir como hot spot (regibes de elevada frequéncia de
recombinacdes) para a inser¢cao de outros genes de resisténcia a drogas. Assim,
torna-se claro o porqué dos MRSA apresentarem, freqientemente, multipla
resisténcia aos antimicrobianos associada a presenga do gene mecA (KATAYAMA,
ITO & HIRAMATSU, 2000). Devido a todas essas caracteristicas citadas, o SCCmec
pode ser definido como uma ilha de resisténcia a antimicrobianos (HIRAMATSU et
al., 2002).

Até o momento, ja foram descritos seis tipos de elementos SCCmec distintos,
cada qual carreando uma combinacao caracteristica dos complexos ccr, mec e do
repertério de determinantes de resisténcia (Tabela 1). O SCCmec tipo | foi
encontrado em cepas de MRSA que predominavam na década de 1960 no Reino
Unido. Este tipo ndo contém outros genes de resisténcia a antibidticos além do
mecA. Ja os tipos Il e Il de SCCmec foram associados a cepas predominantes na
década de 1980 e carreiam multiplos genes de resisténcia. Esses trés tipos de
SCCmec tém sido isolados, comumente, em cepas de MRSA associadas a

infeccdes nosocomiais (ITO et al., 2001). Ja o SCCmec tipo IV tem sido encontrado,



predominantemente, em cepas de MRSA que vém emergindo em infecgbes na
comunidade (CA-MRSA; do inglés: community-acquired methicillin-resistant
Staphylococcus aureus), e que ja foram isoladas em diversos paises, incluindo os
EUA, Franca, Suica, Holanda, Australia, Nova Zelandia, Brasil, Italia, dentre outros
(ITO et al., 2001; DAUM et al., 2002; RIBEIRO et al., 2005; VALENTINI et al., 2008).
Além disso, este tipo de elemento também pode ser encontrado em clones de MRSA
associados a infec¢des hospitalares conhecidos como clone pediatrico e EMRSA-15
(AIRES DE SOUZA et al., 2005; MIRANDA et al., 2007). J& o SCCmec tipo V, além
de carrear somente o gene mecA como gene de resisténcia, carreia também um
complexo ccrC diferente dos descritos anteriormente. Este ultimo SCCmec foi
detectado em somente algumas amostras de MRSA causando infec¢gdes na
comunidade (COOMBS et al, 2004; ITO et al., 2004; O'BRIEN et al., 2005).

Tabela 1: Tipos de cassete cromossOmico estafilocécico mec (SCCmec) encontrados em
amostras de MRSA, resisténcia a antimicrobianos, respectivos clones e sequence type (ST)
associados

ILHA GENES DE RESISTENCIA A EXEMPLOS DE CLONES
SCCmec ANTIMICROBIANOS ASSOCIADOS

Possui somente o mecA como

o Clone ibérico (ST247)
gene de resisténcia

Carreiam multiplos genes de Clone Nova lorque/Japéao (ST5) e

resisténcia, além do mecA EMRSA-16 (ST36)
Il Carreiam multiplos genes de Clone epidémico brasileiro e
resisténcia, além do mecA hangaro (ST239)

. Clones CA-MRSA (ST1; ST8;
Possui somente o mecA como

v ene de resisténcia ST30, etc); clone pediatrico (ST5)
9 e EMRSA-15 (ST22)

Vv Possui somente 0 mecA como Algumas amostras de CA-MRSA
gene de resisténcia (ST5, ST8, ST45, etc)

VI Possui somente o mecA como Amostras do clone pediatrico
gene de resisténcia encontradas em Portugal (ST5)

Recentemente foi descrito um novo tipo de SCCmec (tipo VI), que apresenta

um ccrAB alotipo 4, diferente de todos os descritos. Até 0 momento, o SCCmec VI
s6 foi encontrado em amostras pertencentes ao clone pediatrico isoladas em
Portugal (OLIVEIRA, MILHEIRICO & LENCASTRE, 2006). Variantes dos tipos
principais de SCCmec tém sido descritas. As variacbes sdo baseadas na presenca
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ou auséncia de elementos genéticos moveis no cassete (OLIVEIRA & LENCASTRE,
2002; SHORE et al., 2005; MILHEIRICO, OLIVEIRA & LENCASTRE, 2007).

A multirresisténcia adquirida pelos S. aureus emergiu de forma acelerada.
Estima-se que na década de 1970, somente 2% das bactérias encontradas em
hospitais eram MRSA. Ja em 2004, nos EUA, 60% dos S. aureus isolados em
unidades de terapia intensiva eram MRSA, em relagdo aos S. aureus sensiveis a
meticilina (NNIS, 2004). A literatura aponta que a partir do inicio da década de 1990
ocorreu uma rapida e crescente disseminacdo de amostras de S. aureus
apresentando elevada multirresisténcia a antimicrobianos (AL-MASSAUD, DAY &
RUSSEL, 1991; TEIXEIRA et al., 1995; CHAMBERS, 1997). Atualmente sabe-se
que essa acelerada evolugao bacteriana é resultante, principalmente, da pressao
seletiva decorrente da imensa quantidade de agentes antimicrobianos aplicados em
todo o mundo (OLIVEIRA, TOMASZ & LENCASTRE, 2002). Assim, devido a esse e
outros fatores, como o avango das técnicas terapéuticas e diagnodsticas, as
caracteristicas intrinsecas dos pacientes (incluindo aumento da populagéo
apresentando extremos de idade e de pacientes portadores de imunossupressao ou
outras doencas de base) e os fatores de viruléncia desses microrganismos, o0s
MRSA tornaram-se o principal patégeno hospitalar em termos de incidéncia e
gravidade das infecgdes, sendo importantes agentes etioldgicos de pneumonias e
bacteremias nosocomiais (SCHABERG, CULVER & GAYNES, 1991; RODRIGUEZ-
BANO et al., 2008).

E importante citar que a disseminacdo dos MRSA associados a infeccdes
hospitalares (HA-MRSA; do inglés: hospital-acquired  methicillin-resistant
Staphylococcus aureus) é de propor¢cdao mundial. Clones especificos de MRSA sao
capazes de se disseminar através dos continentes, podendo, desta forma, causar
infeccbes nosocomiais de natureza pandémica (TEIXEIRA et al., 1995; SOUZA et
al., 1998; COIMBRA et al., 2000; SOARES et al., 2001; COIMBRA et al., 2003;
RODRIGUEZ-BANO et al., 2008).

Amostras de MRSA geneticamente muito semelhantes ou mesmo iguais
(mesmo tipo clonal) quanto ao padrdo de PFGE (do inglés: pulsed-field gel
electrophoresis;, SANCHES et al., 1995), MLST (do inglés: multilocus sequencing
typing; ENRIGHT et al., 2000), tipo SCCmec e de polimorfismos dos genes que

codificam para coagulase (gene coa) e proteina A (gene spa), tém sido detectadas
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como agentes etiologicos de infecgbes nosocomiais em varios paises do mundo.
Assim, vé-se que um grande numero de infec¢gdes adquiridas em hospitais é
causado por alguns poucos clones especificos de HA-MRSA, sendo estes, deste
modo, reconhecidos como um sério problema de saude publica (VAN BELKUM et
al., 1997a; VAN BELKUM et al., 1997b; SA-LEAO et al., 1999; COIMBRA et al.,
2003; DEURENBERG et al., 2007; KENNEDY et al., 2008).

Conforme citado na Tabela 1, os principais clones de MRSA relacionados a
infeccbes nosocomiais pandémicas sdo: o clone ibérico (Cl ou USA500), o clone
pediatrico (CP ou USA800), o clone Nova lorque/Japao (CNI/J ou USA100), os
clones EMRSA 15 e EMRSA 16 (este ultimo também chamado USA200) e o clone
epidémico brasileiro/hungaro (CEB/CH). O clone hungaro, na realidade, € um
variante do CEB detectado inicialmente na Hungria e que se diferencia deste por
possuir uma variagdo no SCCmec (o plasmidio pT181 substituindo o plasmidio
pl258). Devido a isso, o CH foi classificado como SCCmec lll, enquanto o CEB foi
considerado SCCmec IlIA (OLIVEIRA & LENCASTRE, 2002).

O clone ibérico, classificado como ST247 (ST do inglés: sequencing typing),
SCCmec |IA e agr tipo | foi detectado, inicialmente, em um surto em hospital de
Barcelona, Espanha, em 1989 (DOMINGUEZ et al., 1994; FERRY et al., 2006).
Posteriormente, o Cl foi encontrado também em hospitais de Portugal, Italia, Bélgica,
Escocia, Alemanha e Estados Unidos (SANCHES et al., 1995; OLIVEIRA et al.,
1998; SOUZA et al., 1998).

No ano de 1999, Sa-Leédo e colaboradores descreveram a emergéncia de um
outro clone de MRSA, que foi chamado de clone pediatrico (SCCmec IV ou VI, agr
tipo Il e ST5), causando infecgdes em criangas em hospitais localizados em
Portugal, Polénia, Argentina, Colémbia e Estados Unidos (SA-LEAO et al., 1999;
AIRES DE SOUZA et al., 2005). Recentemente, amostras relacionadas ao CP foram
também isoladas de profissionais de saude e pacientes infectados no Brasil (MELO
et al., 2004; MIRANDA et al., 2007).

O clone Nova lorque/Japao (SCCmec IlI, agr tipo Il e ST5), geneticamente
relacionado ao clone pediatrico, foi detectado inicialmente nas cidades de Nova
lorque e Toquio e, posteriormente, em varios hospitais localizados em diferentes
estados norte-americanos (COIMBRA et al., 2003; FERRY et al., 2006).



Amostras pertencentes aos clones designados como EMRSA 15 (SCCmec 1V,
agr tipo | e ST22) e EMRSA 16 (SCCmec |l, agr tipo Il e ST36) foram observadas
causando infeccbes no Reino Unido e em paises como Finlandia, Alemanha,
Bélgica, Suécia e Dinamarca (MURCHAN et al., 2003). Em estudo recente foi
demonstrado que amostras relacionadas ao clone EMRSA 15 foram capazes de
suplantar aquelas do clone epidémico brasileiro, previamente predominantes em
hospitais localizados em zonas portuarias de Portugal (AIRES DE SOUZA et al.,
2005). Ja o clone EMRSA 16 tem sido relacionado a elevados indices de infec¢des
nosocomiais na Espanha (CUEVAS et al., 2007).

Finalmente, o CEB (SCCmec llIA, agr tipo | e ST239), que foi inicialmente
detectado em hospitais de todo o Brasil (TEIXEIRA et al., 1995), foi posteriormente
encontrado em hospitais da Argentina, Uruguai, Paraguai, Chile, Portugal, Italia,
Republica Tcheca, Australia, Irlanda, Singapura, Coréia, Alemanha, Pol6nia,
Espanha, Argélia, Austria, Eslovénia, Estados Unidos, Finlandia, Republica da
Georgia, Grécia, Holanda, Indonésia, india, Mongdlia, Reino Unido, Siri Lanka,
Suécia, Tailandia e Vietna (OLIVEIRA et al., 1998; MELTER et al., 1999; AIRES DE
SOUZA et al., 2001; CAMPANILE et al., 2001; COIMBRA et al., 2003; SOUZA et al.,
2003; SHORE et al., 2004; COOMBS et al., 2005; HSU et al., 2005; SOO KO et al.,
2005; WISPLINGHOFF et al., 2005; LUCZAK- KADLUBOWSKA, KRZYSZTON-
RUSSJAN & HRYNIEWICZ, 2006; DEURENBERG et al., 2007; POTEL et al., 2007;
BARTELS et al., 2008).

Relatos de infecgbes comunitarias por MRSA tém sido motivo de grande
interesse médico-cientifico. Estas infecgdes envolvem pacientes que nao
apresentam riscos classicos para infecgbes nosocomiais (CA-MRSA sem risco).
Doengas associadas aos CA-MRSA foram inicialmente observadas na Australia e
Nova Zelandia e, posteriormente, nos Estados Unidos e em alguns paises da Europa
(VANDENESCH et al., 2003). Mais recentemente, casos bem documentados de CA-
MRSA foram também descritos em outros paises, como por exemplo, Brasil, Suica,
Taiwan, Espanha, Japao e ltalia (CHEN & HUANG, 2005; HARBARTH et al., 2005;
RIBEIRO et al., 2005; TAKIZAWA et al., 2005; MANZUR et al., 2008; VALENTINI et
al., 2008). As linhagens de CA-MRSA séo tipicamente diferentes das de HA-MRSA
(VANDENESCH et al.,, 2003). Cepas de CA-MRSA sem risco geralmente causam

infeccbes envolvendo pele e tecidos moles. Porém, infec¢des mais graves, como



bacteremias e pneumonias, apesar de mais raras, tém sido relatadas. Cepas de CA-
MRSA sem risco apresentam caracteristicas bastantes particulares, como a
presenca de SCCmec tipo IV ou V, frequentemente produzem leucocidina de
Panton-Valentine (PVL) e apresentam maior susceptibilidade a antimicrobianos,
sendo geralmente resistentes somente aos [(-lactamicos e, em algumas casos, a
eritromicina (VALENTINI et al., 2008). Entretanto, tais cepas podem, eventualmente,
adquirir genes de resisténcia aos demais antimicrobianos. Como exemplo, pode-se
citar uma cepa de CA-MRSA descrita no Japao apresentando resisténcia a varios
antimicrobianos, por carrear um plasmidio de multirresisténcia (TAKIZAWA et al.,
2005).

Uma vez que a grande maioria dos clones de MRSA disseminados
internacionalmente apresenta, frequentemente, multirresisténcia a drogas, o
antibidtico de escolha para o tratamento das infecgbes hospitalares causadas por
esses microrganismos ainda é a vancomicina. O uso dessa droga requer a
internagédo do paciente, pois sé é administrada na forma intravenosa, o que aumenta
os custos do tratamento (MAINARDI et al., 1995; LYER & HITTINAHALLI, 2008).

No final da década de 1980 foram encontradas as primeiras cepas de
enterococos apresentando perfil de elevada resisténcia aos antimicrobianos
glicopeptideos, como a vancomicina e a teicoplanina. Esta resisténcia é adquirida
normalmente através de plasmidios carreando um transposon conjugativo da familia
do Tn1546 e os genes vanA ou vanB (NICAS et al., 1989; SIERADZKI & TOMASZ,
1997). A partir dai, surgiu, entdo, a preocupacao entre os cientistas de que os
enterococos pudessem transferir tais genes de resisténcia para o MRSA
(BRAKSTAD & MAELAND, 1997). Nos anos de 2002 e 2004 foi relatado o
aparecimento, nos EUA, de algumas amostras de S. aureus resistente a
vancomicina, denominadas VRSA (do inglés: vancomicin-resistant staphylococcus
aureus; CDC, 2004; TENOVER et al., 2004; WHITENER et al., 2004). Felizmente, a
publicagdo de relatos sobre a emergéncia de VRSA em outros paises tem sido rara
(TIWARI & SEN, 2006; WEIGEL et al., 2007 e SAHA et al., 2008), e até o momento,

nao houve registro de isolamento de amostras de VRSA no Brasil.

O aumento de amostras de enterococos e o surgimento de MRSA
apresentando resisténcia aos glicopeptideos tém estimulado o desenvolvimento de

novas classes de agentes antimicrobianos para o tratamento de infecgbes causadas
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por patégenos bacterianos resistentes (AL-TATARI et al., 2006). Entre essas novas
classes pode-se citar a oxazolidinona e combinag¢des de estreptogaminas A e B, que
tém sido utilizadas em varios paises no tratamento de infecgdes graves por MRSA e
sao conhecidas comercialmente como Linezolida e Sinercide, respectivamente
(HEDSTROM, 2002; WOLFF, 2003). Ambos os antimicrobianos s&o capazes de se
ligar a subunidade ribossomal 50S bacteriana e inibir a sintese protéica (CEPEDA et
al., 2004; AL-TATARI et al., 2006). Apesar de ser uma droga moderna, foi relatado
recentemente a emergéncia de cepas de S. aureus resistentes a linezolida. Essa
resisténcia foi relacionada a mutagbes pontuais no gene que codifica o rRNA 23S
bacteriano e acarreta resisténcia cruzada a outros antimicrobianos como
cloranfenicol e sinercide (BESIER et al., 2008).

Outros agentes antimicrobianos disponiveis para uso clinico tém sido
descritos como eficazes para o tratamento de infec¢des por MRSA. Entre eles, pode-
se citar a Daptomicina, um lipopeptidio ciclico e a Tigeciclina, uma glicil-ciclina semi-
sintética (POSTIER et al., 2004; ENOCH et al., 2007; KANAFANI & COREY, 2007).
A Daptomicina foi lancada nos EUA em 2003 para o tratamento de infecgdes de pele
e tecidos moles causadas por S. aureus, porém resultados satisfatoérios ja foram
obtidos no tratamento de endocardites causadas por estes microrganismos. Esta
droga atua na membrana plasmatica bacteriana, formando canais que despolarizam
tal estrutura, causando morte celular. A Tigeciclina ja foi liberada para uso nos EUA,
Europa e também no Brasil, porém apenas para uso hospitalar. Essa droga
apresenta atividade contra MRSA e outros microrganismos resistentes, como o
Enterococcus faecium resistente a vancomicina (TOWNSEND, POUND & DREW,
2006) e tem efeito comprovado em infec¢gdes de pele severas e infecgdes intra-
abdominais, sem causar intolerancia significativa nos pacientes. A Tigeciclina
apresenta um mecanismo de acdo semelhante as tetraciclinas, sendo capaz de ligar-
se a subunidade ribossomal 30S e inibir a sintese de proteinas (DOAN et al., 2006;
ROSE & RYBAK, 2006; GROLMAN, 2007).

A Telavancina e a Dalbavancina sdo os agentes mais recentemente
aprovados para uso como antimicrobianos. Estas drogas sao glicopeptideos que
podem ser utilizados no tratamento de pacientes com infecgcdes graves causadas por
S. aureus e outros patdégenos Gram-positivos. A Telavancina € derivada da

vancomicina, enquanto que a Dalbavancina € um glicopeptidio analogo a
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teicoplanina. Ambos sao capazes de inibir a biossintese da parede celular
bacteriana (ZHANEL et al., 2008). Outro antimicrobiano recentemente desenvolvido
foi chamado Ceftobiprole, uma cefalosporina com atividade contra MRSA. Esta
droga possui alta afinidade de ligagdo a PBP2a (bem como as PBPs normais),

impedindo a formacgéao da parede celular bacteriana (PILLAR et al., 2008).

Apesar da queda de interesse da industria farmacéutica no langamento de
antibidticos durante os ultimos anos, novos agentes antimicrobianos ainda tém sido
desenvolvidos e testados (SPELLBERG et al., 2004). Entre estes, pode-se citar as
fluoroquinolonas denominadas WCK 771 e clinafloxacina, que inibem a agao da
enzima DNA-girase; a ramoplanina (lipoglicodepsipeptideo), que inibe a biossintese
do peptidoglicano; a muraimicina, inibidora semi-sintética de biossintese da parede
celular, e a mannopeptimicina, que também age inibindo a biossintese do
peptidoglicano (WOODFORD, 2003; YAMASHITA et al., 2003; JACOBS et al., 2004;
LEVINE et al., 2004; RUZIN et al., 2004).

1.3 Mecanismos de adesao e invasdao em Staphylococcus aureus

Microrganismos pertencentes a espécie S. aureus nado sado considerados
patdgenos intracelulares classicos (FINLAY & COSSART, 1997; GARZONI et al.,
2007). Porém, através de diversos estudos in vitro ja foi demonstrado que essas
bactérias sdo capazes de aderir e invadir diferentes células do hospedeiro. Alguns
pesquisadores tém estudado tais mecanismos utilizando como modelos células
mamarias bovinas; entretanto, a invasdo dos S. aureus em células humanas tem
sido também investigada utilizando-se células endoteliais, epiteliais, osteoblastos e
fibroblastos (DRAKE & PANG, 1988; JEVON et al., 1999; SINHA et al., 1999;
AMARAL et al., 2005).

Sugere-se que 0s mecanismos de adesdo e invasao bacterianos sejam
cruciais para a colonizagao da bactéria e o estabelecimento de doengas, uma vez
que parecem estar associados a infecgdes endovasculares causadas pelos
S. aureus, como endocardite. Além disso, estes fendmenos também podem estar
envolvidos na patogénese de outras infeccbes que ocorrem via disseminagao

hematogénica, como osteomielite e formagao de abscesso (POHLMANN-DIETZE et
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al., 2000; SINHA & HERRMANN, 2005). Garzoni e colaboradores (2007) sugerem,

ainda, que a internalizagao dos S. aureus é o fator chave nas infeccdes crénicas.

E importante citar que infecgdes endovasculares sdo dificeis de serem
tratadas, uma vez que, provavelmente, envolvem uma complexa rede de fatores
bacterianos e do hospedeiro, que podem inclusive levar a rapida destruicdo de
valvulas estruturais (endocardite), formagdo de trombos, disseminagao
hematogénica e sepse. A taxa de mortalidade derivada destas complicagcbes é
relativamente alta, mesmo quando o paciente € medicado apropriadamente. Além
disso, pacientes com este tipo de infeccao necessitam de tratamento por semanas
ou meses (SINHA & HERRMANN, 2005).

Através de estudos publicados ja na década de 1990, pesquisadores
relataram que o0 mecanismo de invasao bacteriana requer rearranjos do
citoesqueleto das células do hospedeiro e induz a formacdo de estruturas de
membrana similares as observadas durante a internalizacdo de espécies de Listeria
e Yersinia em fagécitos nao profissionais (BAYLES et al., 1998). Além disso, com o
processo de invasdo, as bactérias podem: (i) escapar da fagocitose por fagdcitos
profissionais (neutréfilos e macréfagos, por exemplo); (ii) obter um ambiente rico em

nutrientes; e (iii) ficar protegidas da agao de certos antibioticos (SINHA et al., 1999).

Evidéncias substanciais sustentam que o S. aureus pode ser internalizado e
sobreviver em uma variedade de fagécitos nao-profissionais in vitro (BAYLES et al.,
1998; LOWY, 1998) e in vivo (BROUILLETTE et al., 2004; CLEMENT et al., 2005).
Apos internalizagdo, o comportamento da bactéria varia de acordo com a linhagem
celular e a cepa bacteriana. Por exemplo, alguns autores relatam uma ativa
replicacdo bacteriana dentro dos vacuolos (KAHL et al., 2000) ou o escape da
bactéria do vacuolo e inducdo de apoptose celular (WESSON et al., 1998;
HASLINGER-LOFFLER et al., 2005), enquanto outros descrevem a persisténcia dos
S. aureus na célula por diversos dias, antes da indugao dos processos de escape; 0
que poderia contribuir para os quadros de infeccdo crénica (MENZIES &
KOURTEVA, 1998; GARZONI et al., 2007). Foi recentemente relatado que a
producao de a-toxina, uma citolisina formadora de poros, parece ser importante no
escape da bactéria dos vacuolos (JARRY, MEMMI & CHEUNG, 2008).

Adicionalmente, esta toxina foi associada a inducao de apoptose celular (BANTEL et
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al., 2001; MEMPEL et al., 2002; HASLINGER-LOFFLER et al., 2005; GARZONI et
al., 2007).

O processo inicial de adesao dos S. aureus, bem como o curso da infecgao,
sdo modulados por uma complexa rede de diferentes sistemas regulatorios globais
de viruléncia destes microrganismos e ativacao ou repressao de diversos processos
nas ceélulas hospedeiras (SINHA & HERRMANN, 2005). Um grande numero de
proteinas de superficie produzidas pelos S. aureus, chamadas adesinas, parecem
estar envolvidas na adeséo. Estas moléculas podem ligar-se a certos componentes
das células hospedeiras ou a proteinas plasmaticas, incluindo fibronectina,
fibrinogénio, colageno, dentre outras. Os achados de que os genes para tais
proteinas de superficie foram detectados em aproximadamente 100% das amostras
clinicas de S. aureus parecem indicar a importancia dessas proteinas para a bactéria
(SINHA & HERRMANN, 2005; LOUGHMAN et al., 2008).

As adesinas estdo geralmente ancoradas a parede celular bacteriana e
algumas podem ser agrupadas sob a sigla de MSCRAMMs (do inglés: microbial
surface components recognizing adhesive matrix molecules). Estas moléculas sao
covalentemente ligadas a peptidioglicana através de wuma ligagdo de
transpeptidacdo. Tais proteinas apresentam um sinal C-terminal peptidico (LPXTG),
0 qual é reconhecido pela enzima sortase, que esta localizada na membrana do
S. aureus. A enzima cliva os peptideos entre a treonina e a glicina do dominio
LPXTG e catalisa a formacdao de uma ponte amida entre o radical carboxil da
treonina e o grupamento amina da ponte cruzada da peptidioglicana (TON-THAT et
al., 1999; BOEKHORST et al., 2005). Através de um estudo realizado em 2003 foi
constatado que construgdes nocautes de S. aureus deficientes em sortase néao
apresentavam uma série de proteinas em sua superficie e ndo induziam doenga em
modelo animal (ROCHE et al., 2003).

Como membros classicos das proteinas de superfice que participam dos
eventos de colonizagdo bacteriana podemos citar as proteinas que se ligam a
fibronectina (FNBPA e B; do inglés: fibronectin binding proteins A and B), as
proteinas que se ligam ao fibrinogénio (FbBP; do inglés: fibrinogen binding protein),
a coagulase ligada (Coa), a proteina que se liga ao colageno (CoBP; do inglés:

collagen binding protein), os fatores clumping (CIfA e B; do inglés: clumping factor A
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and B) e a proteina A (Spa; do inglés: staphylococcal protein A) (PROJAN &
NOVICK, 1997; SALYERS & WHITT, 2002; GARZONI et al., 2007).

A primeira observacdo de que o S. aureus € capaz de se ligar
especificamente a fibronectina de humanos foi relatada em 1981 (ESPERSEN &
CLEMMENSEN, 1981). Em 1987, foi isolada uma FnBP (fibronectin binding protein)
da cepa Newman, com peso molecular de 210 kDa (FROMAN et al., 1987). Além
disso, foi relatado que a regido de ligagdo dos S. aureus a fibronectina esta
localizada na regido N-terminal de um fragmento proteolitico de 27 kDa, que
corresponde a uma regiao de ligagao de heparina (MOSHER & PROCTOR, 1980).

As FnBPs sao codificadas por dois genes denominados de fnbA e fnbB, que
conferem o fendtipo de ligagdo a fibronectina. Estas proteinas ligam moléculas de
fibronectina aos S. aureus com elevada afinidade (K4 = 1.8 nM), sendo a interacao
praticamente irreversivel sob condigdes fisiologicas (KUUSELA et al., 1984; MAXE et
al., 1986).

A regiao de interagao entre o principal dominio de ligagdo das FnBPs com as
células hospedeiras foi mapeada recentemente. Relatou-se que a fibronectina da
matriz atua como uma ponte de ligacao entre a FnBP e o receptor de fibronectina,
que corresponde a uma integrina asB1, molécula de adesdo na célula hospedeira.
Sugeriu-se, ainda, que a interacdo destas moléculas de superficie bacterianas com
os receptores da célula, ativaria a maquinaria fagocitica da célula hospedeira
(SINHA et al., 2000; MEENAN et al., 2007). Este mecanismo foi também observado
em um trabalho publicado pela equipe de nosso laboratério, em 2005, em um
modelo utilizando células respiratorias brénquicas humanas 16HBE140" (AMARAL et
al., 2005). Varios outros patégenos utilizam integrinas como receptores celulares,
como, por exemplo, os Streptococcus pyogenes, que também apresentam a
capacidade de invadir células epiteliais através de interagdes entre fibronectina e
integrinas de superficie celular (BERENDT & MCCORMICK, 1997; OZERI et al.,
1998).

Diversos estudos publicados apontam que as FnBPs s&o essenciais para a
adeséo e para a invasao de células endoteliais humanas, células epiteliais mamarias
de bovinos e fibroblastos de ratos. Esta conclusao foi obtida através da observacéao

de que mutantes defectivos para expressdo de FnBPs apresentaram grande
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reducdo na adesao e internalizagédo bacterianas. Assim, foi sugerido que as FnBPs
representam a via dominante para a aderéncia dos S. aureus a células do
hospedeiro e que estas sdao também essenciais para a subsequente internalizacao
bacteriana. Porém, estes dados ndo excluem a participagao de outros mediadores
(DZIEWANOWSKA et al., 1999; LAMMERS et al., 1999; PEACOCK et al., 1999;
FOWLER et al, 2000; SINHA et al, 2000; SINHA & HERRMANN, 2005;
SCHRODER et al., 2006; LOUGHMAN et al., 2008).

O grupo de Bohach (1999) sugere, ainda, que a interagao dos S. aureus com
a fibronectina induz, além de transducao de sinais, atividade de tirosina quinase e
rearranjos do citoesqueleto, que parecem ser importantes nos eventos de
internalizagao bacteriana (DZIEWANOWSKA et al., 1999). Verificou-se que tanto a
FnBPA quanto a FnBPB sdo expressas predominantemente durante a fase
exponencial de crescimento (SARAVIA-OTTEN, MULLER & ARVIDSON, 1997) e
que estas proteinas podem ligar-se, além da fibronectina, as moléculas de
fibrinogénio e elastina, demonstrando seu carater multifuncional. Assim, a FnBPA,
por exemplo, seria capaz de agregar plaquetas humanas, sugerindo que esta
interagdo poderia indiretamente promover a aderéncia dos S. aureus a células
endoteliais (LOUGHMAN et al., 2008). Devido a tais propriedades, foi sugerido que a
FnBPA também seja um importante fator de viruléncia em endocardites (QUE et al.,
2005; RINDI et al., 2006). Quanto a FnBPB, ao contrario, foi observado que, apesar
de se ligar ao fibrinogénio, parece nao estar envolvida no processo de agregacao de
plaquetas (HEILMANN et al., 2004; HEYING et al., 2007).

Outros dados experimentais também apontam que interagdes entre adesinas,
plaquetas e proteinas plasmaticas, e células endoteliais estdo envolvidas nos
processos de infecgdo nos vasos sanguineos (VAUDAUX et al.,, 1990; ING,
BADDOUR & BAYER, 1997; YEAMAN, 1997; FOSTER & HOOK, 1998). O
fibrinogénio e a fibrina sdo as principais proteinas plasmaticas associadas a
formacao de coagulos sanguineos e na deposi¢cdo de componentes em biomateriais
implantados. Assim, a habilidade dos S. aureus em aderir a estas moléculas pode

ser de grande importancia para o inicio de uma infecgdo (NI EIDHIN et al., 1998).

Os fatores clumping A e B (CIfA e CIfB, respectivamente) sdo proteinas
capazes de se ligar a moléculas de fibrinogénio. A interagdo entre a bactéria e o

fibrinogénio em solugdo resulta em uma instantdnea agregagao de células
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bacterianas. A afinidade de ligacdo é alta e parece ocorrer mesmo em baixas
concentragdes de fibrinogénio (NI EIDHIN et al., 1998; MIAJLOVIC et al., 2007). Ja
que o fibrinogénio possui um papel significante na formagao de trombos, parece que
os Clfs podem também estar envolvidos nas interagbdes bactérias-plaquetas (SIBOO
et al., 2001; GEORGE et al., 2006).

O fator clumping A (CIfA), codificado pelo gene cIfA, é uma das primeiras
adesinas estudadas em S. aureus e tem sido relacionado com a patogénese de
varias infecgdes, como endocardite e danos a valvulas cardiacas (VAUDAUX et al.,
1995; QUE et al., 2001; MIAJLOVIC et al., 2007). Além disso, ja foi visto que o CIfA
€ um dos principais fatores de viruléncia para indugcdo de artrite séptica em
camundongos (JOSEFSSON et al., 2001; JOSEFSSON et al., 2008). A estrutura
desta proteina revela a existéncia da sequéncia sinal (LPXTG), localizada na regiao
C-terminal, seguida de uma longa regiao chamada A, que contém o dominio de
ligagéo ao fibrinogénio (NI EIDHIN et al., 1998; JOSEFSSON et al., 2008).

O fator clumping B (CIfB), codificado pelo gene cIfB, é estruturalmente similar
ao CIfA. A regidao C-terminal é 41% idéntica, enquanto que a regido A possui
somente 26% de similaridade. Foi verificado que esta proteina é capaz de promover
interacbes com fibrinogénio solavel ou imobilizado, induzindo a formagdo de
coagulos. Além disso, o CIfB foi associado com a aderéncia dos S. aureus a mucosa
nasal (NI EIDHIN et al., 1998; MIAJLOVIC et al., 2007; WERTHEIM et al., 2008).

Assim como o fator clumpling, a coagulase ligada (Coa) tem sido relacionada
a interagdo com o fibrinogénio, porém, um estudo de 1995 sugeriu que esta
associagao é mais fraca que a interagao fator clumping-fibrinogénio e, portanto,
menos eficiente na adesao a superficie celular do hospedeiro (DICKINSON et al.,
1995).

Alguns estudos sugerem que a presenca de fibrinogénio é necessaria para a
aderéncia dos S. aureus ao epitélio, mas que esta ndo € a unica molécula requerida
neste processo (CHEUNG et al., 1991). Além disso, um trabalho publicado em 1999
apontou que mutantes para proteinas ligadoras de fibrinogénio nao tiveram reducéo
significativa na internalizagdo em células epiteliais, quando comparados a amostra
selvagem isogénica, a qual apresentava FnBPs intactas (DZIEWANOWSKA et al.,
1999).
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Como ja mencionado, outras proteinas de superficie dos S. aureus também
foram associadas a adesao e invasdo, como a proteina A (Spa) e as proteinas
ligadoras de colageno (CoBP). Entretanto, ndo foi observada participagdo crucial
destas moléculas na internalizagdo bacteriana (DZIEWANOWSKA et al., 1999;
SINHA et al., 2000). Acredita-se que a proteina A deva interagir com varios
componentes do hospedeiro durante o processo de colonizagao, o que poderia estar
relacionado com os mecanismos de adesao bacteriana. Um estudo realizado por
Hartleib e colaboradores (2000) mostra que a Spa pode interagir com uma
glicoproteina multifuncional liberada pelas células endoteliais e plaquetas humanas

chamada de von willebrand factor (WWF), o que ja Ihe daria a fungédo de adesina.

Ja as proteinas ligadoras de colageno (CoBPs), codificadas pelo gene cna,
parecem interagir com plaquetas, uma vez que a agregagcdo destas ocorre
predominantemente sobre o colageno na matriz extracelular e esta superficie
poderia servir como potencial sitio de ligacdo para S. aureus em endocardites
(MASCARI & ROSS, 2003). Porém, sugere-se que a adesao dos Staphylococcus
aureus ao colageno nao € o principal determinante de viruléncia nas osteomielites,
artrites sépticas e endocardites (THOMAS et al., 1999).

1.4 Sistemas de regulagao global em Staphylococcus aureus

A patogénese das infecgdes causadas pelo S. aureus é de natureza
multifatorial e modulada por uma complexa e intrincada rede de regulacdo génica.
Atualmente, sdo descritos diversos sistemas globais de regulagdo deste
microrganismo. Tais sistemas sao capazes de modular finamente a expressao de
multiplos genes, incluindo genes de viruléncia. Dentre estes sistemas podemos citar
o Agr (do inglés: acessory gene regulator), o principal sensor de densidade
populacional dos S. aureus; o SaeRS (do inglés: S. aureus exoprotein expression) e
o ArlRS (do inglés: ADP ribosylation factor); estes dois ultimos funcionando como
sistemas de tradugéo de sinais via dois componentes (JI, BEAVIS & NOVICK, 1995;
PROJAN & NOVICK, 1997). Além disso, S. aureus possuem diversas proteinas
reguladoras como SigB (um fator sigma alternativo de fase estacionaria; do inglés:
Sigma factor B) e SarA (do inglés: staphylococcal accessory regulator); esta ultima,
uma proteina reguladora transcricional que atua sobre diversos genes de viruléncia
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dos S. aureus. Além desses reguladores, varias proteinas com homologia com a
proteina SarA (Homodlogos Sar) ja foram descritas e também podem atuar na
regulacédo de genes viruléncia direta ou indiretamente, via agr ou sarA. Dentre essas
proteinas podemos citar o regulador Rot, que, além de apresentar fungdo de um
repressor de toxinas, também parece atuar como um regulador global, com efeitos
negativos e positivos na expressédo de varios genes dos S. aureus (SAID-SALIM et
al., 2003).

O sistema de dois componentes arlR-arlS codifica um sistema regulador
aparentemente envolvido na autdlise, na atividade proteolitica extracelular e na
regulacao negativa do biofilme (FOURNIER & HOOPER, 2000). Esse sistema esta
diretamente envolvido na modulagdo de alguns genes de viruléncia tais como hld
(que codifica a delta hemolisina), lukDE (codificadores de leucocidinas) e genes
relacionados ao crescimento bacteriano (LIANG et al., 2005). Ja o sistema SaeRS
parece estar envolvido no controle da expressédo de genes relacionados a viruléncia,
incluindo genes importantes para aderéncia bacteriana e invasdo em células
epiteliais (LIANG et al., 2006; LIANG & JI, 2007).

O lécus agr (FIGURA 1) codifica um sistema de quorum sensing que promove
uma regulacao negativa de proteinas de superficie envolvidas na colonizagdo do
hospedeiro e positiva na expressdao de proteinas extracelulares envolvidas na
agressao ao hospedeiro (NOVICK et al., 1993; JI, BEAVIS & NOVICK, 1997; LYON
et al., 2002; ZHANG et al., 2002; BOLES & HORSWILL, 2008). Foi verificado que o
l6cus agr é constituido por duas regides divergentes de transcrigdo, denominadas
RNAII e RNAIIl, as quais sédo transcritas sob a diregdo dos promotores agrP2 e
agrP3, respectivamente (KOREM et al., 2005).

O RNAII é composto de quatro genes: agrBDCA. O gene agrD codifica para
uma proteina que origina o peptideo autoindutor do sistema Agr, conhecido com AIP
(do inglés: autoinducing peptide). A proteina AgrD é sintetizada ao nivel ribossomal
e ancorada a parte interna da bicamada de fosfolipidios da membrana, através de
uma hélice com dominios hidrofébicos na sua regido N-terminal, que a dirige ao
mesmo compartimento onde se encontra a proteina AgrB, codificada pelo gene agrB
(ZHANG & JI, 2004). Chegando até AgrB, a proteina AgrD é processada (através de
digestéo proteolitica e formagédo de ligagao tioéster) e secretada ja como AIP. As

proteinas AgrC e AgrA (codificadas pelos genes agrC e agrA, respectivamente)
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participam de um sistema de transducao de sinais via dois componentes. O peptideo
AIP ativa o lécus agr ao se ligar hidrofobicamente a proteina sensora AgrC
(WRIGHT Il et al., 2004), uma proteina exposta na membrana da célula bacteriana
que apresenta, portanto, um dominio transmembranoso e um outro dominio histidina
quinase. Por sua vez, essa proteina se auto-fosforila em seu dominio histidina e
ativa (fosforilando) a proteina AgrA; uma proteina reguladora de resposta do sistema
de dois componentes, com capacidade de se ligar a DNA e funcionar como fator de
transcricdo. Assim, a proteina AgrA fosforilada, em conjunto com a proteina SarA,
sdo capazes de se ligar aos promotores agrP2P3, ativando assim a transcricao de
todo operon Agr (NOVICK et al., 1993; MORFELDT, TEGMARK & ARVIDSON,
1996; JI, BEAVIS & NOVICK, 1997; NOVICK & MUIR, 1999; LYON et al., 2002;
ZHANG et al., 2002; NOVICK, 2003).

O RNAIII é a molécula efetora do l6cus agr, atuando na regulagao a distancia
(em trans) de diversos fatores de viruléncia. Desta forma, no meio da fase
exponencial do crescimento bacteriano, o RNAIlIl comecga a ser expresso. A porcao
3" terminal da molécula de RNAIIl é capaz de parear com a regido Shine-Dalgarno
(SD; local de ligagao dos ribossomos) dos genes codificadores de proteinas de
superficie, importantes para a adesao e/ou invasao as células do hospedeiro. Assim,
a molécula efetora do l6cus agr pode regular, em nivel de tradugdo, negativa e
diretamente estas proteinas. Por outro lado, o RNAIIl também é capaz de suprimir a
proteina Rot (inibidor global de exoproteinas), pareando com a regido SD do gene
responsavel por sua transcricao, permitindo, assim, a regulagédo positiva e indireta
das exoproteinas produzidas pelos S. aureus (MORFELDT, TEGMARK &
ARVIDSON, 1996; GEISINGER et al., 2006; HSIEH, TSENG & STEWART, 2008). A
figura 1 (adaptada de IWATSUKI et al., 2006) apresenta um esquema que ilustra o

funcionamento do locus agr.

Os peptideos autoindutores (AIP) produzidos a partir do l6cus agr possuem
algumas variagdes na sequéncia de aminoacidos e nos dominios histidina-quinase
de seus receptores. A partir dessas variagdes, foram determinados, até o momento,
quatro tipos polimérficos de agr: agr, agrll, agrll e agrlV (JI, BEAVIS & NOVICK,
1997; JARRAUD et al.,, 2000). O agrlV foi detectado em um clone envolvido em
surtos de Sindrome de pele escaldada nos EUA e na Franga. O agrll foi inicialmente

verificado, nos EUA, nas primeiras amostras de S. aureus relacionadas com a
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Sindrome do choque toxico associada ao uso de absorventes internos e tem
aparecido, atualmente, em amostras associadas a infec¢gdes comunitarias. As
amostras agrl e Il foram encontradas em infec¢gdes comunitarias e hospitalares de
um modo geral (JARRAUD et al., 2000). Estudos descritos na literatura apontam que
estes grupos alélicos podem induzir a atividade de agr em amostras de S. aureus
apresentando um mesmo grupo e inibir a expressao deste l6cus entre amostras
possuindo grupos diferentes de agr. Assim, foi proposto que a inibicdo cruzada da
expressao deste operon representaria um tipo de interferéncia bacteriana, que
poderia ser correlacionada com a habilidade de uma cepa suplantar outra, nos locais
da infec¢ao ou de colonizagao, ou de ambos (JI, BEAVIS & NOVICK, 1997).

AIP
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Figura 1: Modelo esquematico do sistema de quorum sensing agr (Adaptado de IWATSUKI
et al., 2006). RNAIIl é a molécula efetora do I6cus agr, transcrita a partir do promotor agrP3
e que regula positivamente a expressao de exoproteinas e negativamente de proteinas de
superficie. O RNAII, transcrito a partir do promotor agrP2, é composto dos genes agrBDCA.
O gene agrD codifica para a proteina AgrD, que origina o peptideo autoindutor do sistema
Agr (AIP). A proteina AgrD se dirige ao mesmo compartimento onde se encontra a proteina
AgrB. A proteina AgrD é processada pela AgrB e secretada ja como AIP. As proteinas AgrC
e AgrA participam de um sistema de transdugéo de sinais via dois componentes. O peptideo
AIP ativa o l6cus agr ao se ligar hidrofobicamente a proteina transmembrana sensora AgrC.
Por sua vez, essa proteina se auto-fosforila e ativa (fosforilando) a proteina AgrA, a qual, em
conjunto com a proteina SarA, sao capazes de se ligarem aos promotores agrP2P3,
ativando assim a transcrigdo de todo operon Agr.

Existem diversas evidéncias de que os reguladores globais de viruléncia

(como o agr-RNAIll e SarA) desempenham papéis fundamentais na modulacédo da
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viruléncia e patogénese bacteriana. Assim, é cada vez maior a busca pela
compreensao dos mecanismos envolvidos nessa complexa teia formada pelos
sistemas de regulagdo. Bunce e colaboradores (1992), assim como Cheug e
colaboradores (1994), observaram uma atenuacdo da viruléncia em diferentes
modelos de infec¢do animal, quando utilizaram amostras de S. aureus mutantes agr.
Por outro lado, o papel do Agr na formacao/acumulagao de biofilme por S. aureus
parecia contraditério, uma vez que a maioria dos trabalhos apontava para um efeito
minimo ou neutro (BEENKEN, BLEVINS & SMELTZER, 2003; TOLEDO-ARANA et
al., 2005), enquanto outros indicavam um efeito negativo (VUONG et al., 2000;
O'NEILL et al., 2007; BOLES & HORSWILL, 2008). Porém, dados recentes de nosso
laboratério, utilizando construgbes agr deletadas, demonstraram que o Agr pode,
significativamente, afetar o biofilme, tanto positivamente como negativamente, na
maioria das amostras clinicas de S. aureus (COELHO et al., 2008). Essa regulagao
divergente promovida pelo Agr no biofilme poderia ser consequéncia de uma
provavel natureza multifatorial do filme biolégico, o qual seria mediado,
provavelmente, por multiplos componentes (natureza multifatorial). Dentre provaveis
componentes incluem-se tanto proteinas de superficie negativamente reguladas pelo
RNAIIl, como as FnBPs (O’'NEILL et al., 2008), quanto proteinas secretadas
reguladas positivamentes pelo RNAIIl, como a a-hemolisina (CAIAZZA & O'TOLLE,
2003).

Os mecanismos de invasdo e aderéncia bacterianos também parecem
envolver proteinas e outras moléculas que estdo, principalmente, ancoradas a
parede celular e, como dito anteriormente, muitos destes componentes podem ser
negativamente regulados pelo l6cus agr. Desta forma, este sistema regulador pode

apresentar grande influéncia nestes processos.

Buzzola e colaboradores (2007) analisaram a habilidade de amostras de
S. aureus pertencentes a diversos grupos agr de invadir células epiteliais mamarias
bovinas e verificaram um aumento significativo na percentagem de invasdao em
amostras mutantes agr quando comparada as selvagens isogénicas. Além disso,
houve também um aumento na percentagem de invasao nas amostras agr tipo |,
quando comparadas a outros tipos de agr. Interessante notar que, naquele estudo,
88% das amostras isoladas de mastite bovina pertenciam ao agr tipo I, sugerindo

que tais amostras clinicas poderiam possuir maior habilidade para invadir células do
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hospedeiro. Cabe aqui também ressaltar que estudos anteriores, realizados pelo
nosso grupo, demonstraram que amostras de MRSA hospitalares se concentram nos
grupos Agr | e Il (JARRAUD et al., 2000). Adicionalmente, demonstramos ainda que
o CEB (ST239 e SCCmec IlIA) é um clone de MRSA altamente invasor e também
possui agr tipo | (AMARAL et al., 2005). Entretanto, outros estudos sdo necessarios
para se atribuir uma associacado entre tipos agr e propriedades de viruléncia dos

S. aureus, como por exemplo a invasao.

Alguns estudos foram realizados visando-se verificar a influéncia do agr nos
processos de adesao e invasdo. Utilizando a construcdo RN6911 (agr nula; e que
portanto possui um aumento na expressao de FnBPs), foi observado um aumento na
percentagem de internalizacdo desta cepa, tanto em células epiteliais mamarias
bovinas como em células endoteliais, quando comparada com a amostra agr’
RN6390B (selvagem isogénica; derivada da cepa laboratorial NTCC8325-4). Os
autores sugeriram que a amostra mutante, apresentando o agr inativado,
expressaria niveis elevados de proteinas de superficie, os quais culminariam com
uma maior capacidade desse mutante para invadir células do hospedeiro (WESSON
et al., 1998; LAMMERS, NUIJTEN & SMITH, 1999; SHENKMAN et al., 2001;
SHENKMAN et al., 2002). O grupo de Rubinstein em 2002 verificou, ainda, uma
maior habilidade desse mesmo mutante agr de induzir agregacao de plaquetas em
suspensdo, quando comparado & amostra selvagem (agr’), correlacionando este
resultado ao aumento da ligagao ao fibrinogénio na amostra agr (SHENKMAN et al.,
2002).

Outro estudo comparou a percentagem de adesao e invasao entre o mutante
agr (RN6911) e a amostra selvagem isogénica agr’ (RN6390B), nas fases
exponencial e estacionaria de crescimento. Foi observado que na fase exponencial a
amostra selvagem apresentou valores de adesdo e invasao as ceélulas mamarias
bovinas semelhantes ao da amostra agr RN6911. Porém, na fase estacionaria, a
amostra selvagem exibiu niveis de ades&o e invasdo bem menores que a amostra
mutante (LAMMERS, NUIJTEN & SMITH, 1999).

Um trabalho publicado por Amaral e colaboradores em 2005 utilizou células
epiteliais brénquicas humanas e as mesmas amostras bacterianas (RN6390B e
RN6911) com o objetivo de estudar a atividade de ligagéo a fibronectina de células

bacterianas em fase logaritmica de crescimento e em fase estacionaria. O
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comportamento bacteriano observado neste caso foi semelhante ao encontrado por
Lammers, Nuijten e Smith (1999). Na fase estacionaria a amostra selvagem exibiu
niveis de atividade de ligagdo a fibronectina significativamente inferiores aos da
amostra mutante, que por sua vez permaneceu com alta atividade de ligagao a
fibronectina (AMARAL et al., 2005).

Estes dados parecem indicar que as diferengas observadas nas fases de
crescimento estavam relacionadas as variacbes na expressdo das proteinas
envolvidas na adesao e invasao bacterianas, as quais sao controladas pelo l6cus
agr, incluindo as FnBPs (LAMMERS, NUIJTEN & SMITH., 1999; AMARAL et al.,
2005). Como o locus agr € um sistema de quorum sensing, ha, na fase estacionaria,
maior numero de células, mais peptideo agr (AIP) e, portanto, maior ativacdo deste

l6cus.

A proteina SarA é ativadora do sistema Agr, por ser capaz de se ligar aos
promotores agr, aumentando suas expressdes e, consequentemente, a transcri¢ao
da molécula de RNAIIl (HEINRICHS, BAYER & CHEUNG, 1996; MANNA &
CHEUNG, 2006). Esta proteina também regula a expressdo de outros genes de
modo independente do lécus agr, podendo inclusive ativar genes associados a
ligacao da bactéria ao fibrinogénio, fibronectina e outras proteinas plasmaticas do
hospedeiro. Durante o inicio da fase exponencial de crescimento bacteriano, o
sistema SarA promove a sintese de adesinas. Porém, ao contrario, da metade para
o final da fase exponencial, o RNAIIl ativa a transcrigdo de varios genes que
codificam para proteinas secretadas e inibe outros que codificam para proteinas de
superficie (WOLZ et al., 2000; DUNMAN et al., 2001; SHENKMAN et al., 2001).

Acredita-se que o grande numero de fatores de viruléncia produzidos pelos
S. aureus, em sintonia com a regulagao global de tais produtos, sejam responsaveis
pela sua extraordinaria capacidade de adaptacdo aos diferentes nichos do
hospedeiro e, ainda, pela modulagdao da patogenicidade bacteriana, tornando assim
esses microrganismos extremamente versateis como agentes de diversas doencgas

hospitalares e comunitarias.

Como exposto anteriormente, alguns estudos publicados na literatura ja
demonstraram a influéncia do I6cus agr na invaséo e aderéncia dos Staphylococcus
aureus a certos tipos de células, regulando negativamente proteinas envolvidas
nestes processos (WESSON et al., 1998; LAMMERS, NUIJTEN & SMITH, 1999;
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SHENKMAN et al., 2001; SHENKMAN et al., 2002; AMARAL et al., 2005; BUZZOLA
et al., 2007). Porém, em nenhum destes trabalhos utilizou-se mutantes agr
construidos a partir de cepas clinicas. A grande maioria fez uso da contrugdo agr-
nula RN6911, que é derivada da cepa laboratorial NTCC8325-4 (NOVICK et al.,
1991), a qual apresenta uma dele¢cao natural de 11pb no gene rsbU (fosfatase
regulada pelo fator Sigma B; KULLIK, GIACHINO, & FUCHS, 1998; CASSAT et al.,
2006) e no gene agrA (ADHIKARI, ARVIDSON & NOVICK, 2007). Por outro lado, foi
observado que o comportamento desta amostra mutante agr pbde variar,
dependendo do laboratério no qual encontrava-se estocada (VALLE et al., 2003). E
notorio ainda que esses trabalhos tiveram como modelos de estudo, principalmente,
células mamarias bovinas ou células endoteliais. Considerando que Staphylococcus
aureus sao um dos principais causadores de infecgbes pulmonares e estao
envolvidos em quadros graves de pneumonias associadas a infecgdes hospitalares
e comunitarias (SILVA et al., 2004; EBERT, SHETH & FISHMAN, 2008; VENTURA
et al., 2008), nos parece interessante verificar o efeito do agr na invasédo de células
epiteliais da via respiratoria de humanos, utilizando agr-nocautes construidos a partir
de uma cepa clinica de S. aureus. O estudo da viruléncia bacteriana e seus
mecanismos de regulagao génica tem sido apontado como de grande importancia,
uma vez que poderia implicar na obtengdo de alvos promissores para o
desenvolvimento de terapias alternativas, tendo em vista a faléncia dos esquemas
na antibioticoterapia atual (SPELLBERG et al., 2004).
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2 OBJETIVOS

Avaliar a influéncia do lécus agr na invasdo bacteriana, utilizando como

modelo células epiteliais brébnquicas humanas transformadas (16HBE1407). Para

tanto, foram utilizadas duas construgées, uma nocaute agr (Aagr::tetM) e uma trans-

complementada (Pbla-rnalll-cat), ambas derivadas de uma cepa clinica de

Staphylococcus aureus sensivel a meticilina. Além disso, foi ainda nosso objetivo,

analisar o papel da atenuagdo natural do agr na invasdo de amostras de MRSA

pertencentes ao clone epidémico brasileiro (CEB).

Objetivos especificos:

Obter uma construgdo nocaute agr (Aagr::tetM) a partir de uma cepa
clinica de MSSA, através de experimentos genéticos envolvendo troca

alélica, via recombinagdo homaologa por duplo crossing.

Complementar a construcdo nocaute agr através da introducdo do
plasmidio de expressao pRN6848 contendo a fusdo Pbla-rnalll-cat, via

transducéo.

Analisar o efeito do l6cus agr quanto a invasao bacteriana utilizando as
construgbes agr-nula e rmalll-complementada, em modelo de
monocamandas de células epiteliais bronquicas humanas transformadas
(16HBE140).

Avaliar o papel da atenuagdo natural do lécus agr na invasdo de duas
amostras de MRSA pertencentes ao clone epidémico brasileiro: BMB9393

(agr-funcional) e GV69 (agr-atenuada).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostras bacterianas, plasmidios e construgoes

As amostras clinicas de S. aureus utilizadas neste trabalho (HC474, GV69 e
BMB9393) fazem parte da colegao do laboratério de Biologia Molecular de Bactérias
(IMPPG - UFRJ) e foram isoladas em diferentes hospitais e ambulatérios do pais a
partir de origens clinicas diversas. Os experimentos para a obtencao dos mutantes
foram realizados com uma amostra clinica de S. aureus sensivel a meticilina
(MSSA), denominada HC474, a qual apresenta um padrdo de PFGE similar ao de
amostras de MRSA pertencentes ao clone pediatrico (linhagem ST5-SCCmec IV) e

clone Nova lorque (ST5-SCCmec I).

A construgdo do mutante agr nulo (Aagr.:tetM) foi obtida através de
transducgéo utilizando o bacteriofago 80a, propagado inicialmente na cepa de S.
aureus RN450 e, posteriormente, na cepa agr-nula RN6911 (gentilmente cedidas
pelo Dr. Richard Novick, do Skirball Institute of Molecular Medicine, NY, EUA). Nesta
etapa, o lécus agr foi totalmente removido através de troca alélica, via recombinacao
homodloga por duplo crossing, utilizando a cepa RN6911, na qual foi previamente
inserido 0 gene de resisténcia a tetraciclina no local onde deveria estar inserido o
operon agrBDCA, que constitui o l6cus agr (FIGURA 2; adaptada de NOVICK et al.,
1993).

A construgao agr-nula complementada em trans com o gene que codifica para
o RNAIIl [molécula reguladora (efetora) do lécus agr] foi obtida através de
transdugéo utilizando o bacteriéfago 80c, propagado inicialmente na cepa de
S. aureus RN450 e, posteriormente, na cepa RN8041 (também gentilmente cedida
pelo Dr. Richard Novick). A cepa RN8041 carreia o plasmidio pRN6848, que contém
clonado o gene codificador do RNAIIIl fundido ao promotor do gene da p-lactamase
(Pbla) e o gene de resisténcia ao cloranfenicol (PRN5548::Pbla-rnalll-cat ; NOVICK
et al., 1993).
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Figura 2: Organizacao do locus agr (Adaptada de NOVICK et al., 1993). Mapa de restricao
do lécus agr mostrando as ORFs (do inglés: open reading frame), promotores e transcritos.
Logo abaixo esta apresentada a regido correspondente ao cromossomo da amostra agr nula
RN6911, em que o fragmento de 3,4kb Clal (1187) — Hpal (4546) foi substituido pelo
marcador tetM

Duas amostras representantes do clone epidémico brasileiro (CEB) foram
utilizadas nos experimentos de invasdo bacteriana: a amostra BMB9393 (agr-
funcional e isolada de colonizagado de profissional de saude) e a amostra GV69 (agr

naturalmente atenuada, isolada de um caso de pneumonia em paciente

hospitalizado).

3.2 Solugoes e meios de cultura utilizados na transdugao

Todos os meios de cultura e solugdes listados a seguir foram preparados de

acordo com o descrito por Novick em 1991.

3.21 GL Agar (1L)

- Casoaminoacido: 3 g

- Extrato de levedura: 3 g
- Cloreto de sédio: 5,9 g

- Lactato de sédio: 3,3 g

- Glicerol 25% (p/v): 4 mL
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-Agar: 15 g
- Agua destilada q. s. p.: 1000 mL

3.2.2 Phage Buffer (1L)

- Sulfato de magnésio 0,1 M: 10 mL
- Cloreto de calcio 0,4 M: 10 mL

- Tris-HCI 2,5 M pH 7,8: 20 mL

- Cloreto de sédio: 5,9 g

- Gelatina: 1,0 g

- Agua destilada q. s. p.: 1000 mL

3.2.3 CY Broth (1L)

- Casoaminoacido: 10 g

- Extrato de levedura: 10 g

- Cloreto de sédio: 5,9 g

- Glicose: 5 g

- Agua destilada q. s. p.: 1000 mL

3.2.4 Top Agar (1L)

- Casoaminoacido: 3 g

- Extrato de levedura: 3 g

- Cloreto de sédio: 5,9 g

- Lactato de sédio: 3,3 g

- Glicerol 25% (p/v): 4 mL
-Agar:7,5¢

- Agua destilada q. s. p.: 1000 mL

3.3 Propagacao do bacteriofago 80a

A partir do estoque, a amostra RN450 foi plaqueada em GL Agar e incubada a
37°C por 24 h. Em seguida, uma suspenséao bacteriana foi feita em uma mistura (1:1
28



v/v) de CY broth e phage buffer. A essa suspenséo foi acrescido o lisado contendo o
bacteriéfago 80a, esterilizado por filtragao (filtros Millipore 0,22 um), de forma a
atingir 1 MOI (multiplicidade de infeccdo). A mistura foi incubada a 30°C por
aproximadamente 2 h, sob leve agitacdo, ou até que a lise bacteriana completa
fosse observada (pela diminui¢do da turvagdo no meio). Em seguida, esta mistura foi
centrifugada (900 g por 10 min a 4°C), filtrada (filtros Millipore 0,22 um), diluida e,
posteriormente, 10 ul de cada diluicdo foram aplicados sobre um “tapete” da cepa
RN450. Este tapete foi preparado a partir de uma suspensao bacteriana em fase
logaritmica de crescimento (10’-10® UFC/mL), obtida a partir de um cultivo em GL
Agar. As placas foram incubadas a 30°C por 24 h e as unidades de placas de lise
por mililitro (upl/mL) foram contadas. Os fagos assim propagados na amostra RN450
foram novamente propagados na cepa agr nula RN6911 e, separadamente, na cepa
RN8041 (Pbla-rnalll-cat), para que fossem realizados os experimentos de

transducéo.

3.4 Transdugao em cepa clinica

Para a obtencado da construgdo agr-nula, a amostra HC474 foi cultivada em
GL Agar e incubada a 37°C por 24 h. Uma suspenséo bacteriana, preparada em CY
broth:phage Agar (1:1 v/v), foi diluida em uma suspensao do fago 80a, previamente
propagado na amostra agr-nula RN6911 (contendo aproximadamente 10"%"'ufp/mL),
de modo a conter 1 multiplicidade de infecgdo (1 MOI). A mistura foi incubada a
32°C por 30 min sob suave agitacdo. Em seguida, acrescentou-se Top agar e
verteu-se todo o conteudo sobre uma placa contendo GL Agar suplementada com 5
ug/mL de tetraciclina (GL-Tc). Esta placa foi incubada a 32°C por 24 h a 48 h.
Somente as células bacterianas transdutantes (resistentes a tetraciclina: Tc') devem
crescer no GL-Tc. As coldnias Tc' foram isoladas, re-testadas quanto a resisténcia a
tetraciclina através de nova passagem em GL-Tc e finalmente estocadas a —70°C.
Foi realizado ainda um controle negativo para os experimentos de transdug¢ao, onde
foram procedidas todas as etapas descritas acima, excluindo-se a adicao de

suspensao fagica, a qual foi substituida por igual volume de CY broth:phage Agar

(1:1).
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Para a construgdo da amostra rnalll-complementada, o mutante agr nulo
obtido foi cultivado em placa com GL Agar a 37°C por 24 h. Em seguida, foram
realizados os mesmos experimentos de transdugcdo como descrito acima, com
excegao da propagagao do fago 80a, que foi realizada com a amostra RN8041 (a
qual contém o plasmidio pPRN6848 com o gene codificador do RNAIII). Além disso, a
selecao das colbnias transdutantes foi realizada em placas contendo GL Agar com
5 ug/mL de tetraciclina e 10 ug/mL de cloranfenicol (GL-Tc+Cm), uma vez que a

construcao rnalll-complementada apresenta estas marcas de resisténcia.

3.5 Confirmagao das construgoes agr-nula e rnalll-complementada

3.5.1 Deteccgao do locus agr através de PCR

O DNA total das colénias transdutantes obtidas foi obtido através do método
da lise térmica, conforme descrito por Pacheco e colaboradores (1997). As
transdutantes foram cultivadas em TSA (do inglés: trypcase soy agar) e incubadas a
37°C por 24 h. Uma leve massa bacteriana foi suspensa em TE (Tris 1 mM pH 7 ,4;
EDTA 1 mM pH 8 e agua bidestilada) e a densidade 6tica (DO) a 600 nm da mesma,
determinada. Com auxilio da férmula abaixo, foi calculado o volume da suspenséao
inicial a ser transferido para um novo tubo tipo Eppendorf para que a extracao fosse

realizada.

X= 80/ DO da suspensao

X = Volume da suspensao em pL
que sera utilizado para a
preparacdo do DNA

O volume da suspensdo em TE calculado (através da férmula acima) foi
centrifugado por 2 min a 1000 g. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi
ressuspenso em TE. Apds vigorosa homogeneizagao, a suspensao celular foi fervida
por 10 min e, em seguida, centrifugada (2 min a 1000 g). O sobrenadante obtido
contendo o DNA foi estocado a —20°C, até o momento do uso (PACHECO et al.,
1997).
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O DNA obtido foi amplificado pelo método da reagcdo em cadeia da polimerase
(PCR; do inglés: Polimerase Chain Reaction). Foram utilizados iniciadores (do
inglés: primers) especificos para um fragmento de DNA correspondente a uma
regidao interna do RNAIIl, que apresenta 292pb de tamanho (iniciador 1:
®catagcactgagtccaagga® e iniciador 3: ° caatcggtgacttagtaaaatg® ). Para um volume
de reacgao final de 50 pl, foram utilizados os seguintes reagentes: 100 uM de cada
dNTP, 100 pmoles de cada iniciador, aproximadamente 50 ng de DNA molde
extraido previamente, 1,5 uM de cloreto de magnésio (MgCl,), 1,25 U de Taqg DNA
polimerase (Gibco), 1x tampéo da enzima (Gibco) e agua bidestilada estéril g.s.p.
50pl.

A amplificagdo foi realizada em um termociclador GeneAmp (PCR system
9700, Perkin-elmer Cetus), programado de acordo com as seguintes etapas (INNIS
et al., 1990):

a) Pré-desnaturagao a 94°C por 4 min, sem a adi¢ao da Tag-polimerase.
b) Adicdo da Taq e realizagao de 30 ciclos:

- Desnaturagao a 94°C por 30 s;

- Anelamento a 55°C por 30 s;

- Extenséo a 72°C por 1 min e 30 s.

c) Extensao final a 72°C por 4 min.

Como controle positivo dos experimentos de PCR utilizamos o DNA da
amostra agr’ BMB9393 e como controle negativo o DNA da amostra agr-nula
RN6911. Para o controle interno utilizamos iniciadores especificos para amplificar
um fragmento interno de 701 pb dos genes icaAD (icaAF: °tcaagggggacacgaagtat®

e icaAR: ® gattctcctectctctgeca®).

Apos amplificagdo, uma aliquota do produto da reagdo e um volume de 2 pl
do marcador de tamanho molecular 123 (Invitrogen), foram adicionados,
separadamente, a um volume igual do corante de corrida contendo glicerol [azul de
bromofenol a 0,25% (p/v); xyleno-cianol FF a 0,25% (p/v); glicerol a 30% (v/v) em
agua). Os DNA foram aplicados em canaletas de um mini-gel de agarose 1,2% (p/v)
e submetidos a eletroforese a 90 V, por 90 min. Posteriormente, o gel foi tratado com

brometo de etidio a 0,5 pug/mL e o DNA visualizado com auxilio de um

31



transiluminador de luz ultravioleta (UV) e fotografado com filme Polaroid tipo 667
(SAMBROOK, FRITSCH & MANIATIS, 1989).

As col6nias bacterianas que cresceram no agar GL-Tc, provavelmente
correspondentes as construgdes agr-nulas (Aagr::tetM), cujos DNA ndo promoveram
a amplificagdo do fragmento do rnalll, apesar da amplificacdo do controle interno
icaAD, foram selecionadas e estocadas a -70°C em presencga de glicerol a 12%. Do
mesmo modo, as colbnias bacterianas que cresceram em agar GL-Tc+Cm,
possivelmente correspondentes as construgbes rnalll-complementadas (Pbla-rnalll-
cat), cujos DNA permitiram a amplificacdo do fragmento interno do rnalll foram

selecionadas e estocadas conforme acima.

3.5.2 Deteccgao do rnalll através da técnica de dot-blotting

Para confirmar se a construgéo agr-nula obtida realmente néo possuia o rnalll
em seu genoma, o DNA foi extraido e hibridizado com sonda especifica para rnalll.
A extracao foi realizada através da técnica que utiliza fenol-cloroférmio, descrita por
Sambrook, Fritsch & Maniatis (1989), com algumas modificagbes: as células
bacterianas foram lisadas com lisostafina (100 U/mL; Sigma), homogeneizadas e
incubadas por 1 h a 37°C. Posteriormente, o material foi processado como
recomendado. O DNA obtido foi purificado, utilizando-se o kit GFXTM PCR DNA and
Gel Band Purification (Amersham Biosciences do Brasil Ltda.), de acordo com as

recomendacgdes do fabricante.

Em seguida, 10 ug da preparagédo do DNA purificado foi fervido por 5 min,
para abertura das fitas de DNA, e colocado imediatamente no gelo por mais 5 min.
Apos rapida centrifugagdo, toda a solugdo de DNA foi aplicada sobre uma
membrana de nitrocelulose (Hybond-N*, Amersham Biosciences), e o DNA foi fixado

em forno (Famo; mod. st. 200) a 80°C por 2 h.

A sonda para o rnalll foi obtida através de PCR utilizando os mesmos
iniciadores descritos anteriormente (item 3.5.1). O produto da PCR foi purificado com
o kit comercial GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification (Amersham Biosciences
do Brasil Ltda. Sao Paulo, Brasil), de acordo com as recomendacgdes do fabricante.

O produto purificado foi marcado utilizando-se o kit Gene Images Alkphos Direct
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Labelling and Detection System with CDP Star (Amersham Biosciences) também de

acordo com as instru¢des do fabricante.

Para a hibridizacdo do DNA fixado a membrana com as sondas marcadas e
deteccao do sinal quimioluminescente, foi utilizado o mesmo kit. A membrana foi,
entdo, exposta a um filme de raio X (X-OMAT-XK1; Kodak) por 1 h, conforme
recomendado pelo fabricante, e o filme foi revelado automaticamente em maquina
apropriada: X-OMAT/M20-BR; Kodak. Como controle positivo do dot-blotting foi
utilizado o DNA da amostra GV69 (representante do CEB).

3.5.3 Analise da transcricao do rnalll através da técnica de Northern-blotting

Os RNA totais do set da amostra MHC474 (Aagr::tetM), construgao rnalll-
complementada (Pbla-rnalll-cat) e a respectiva amostra selvagem isogénica foram
obtidos utilizando o kit de extracdo Rneasy Mini Kit (Qiagen), de acordo com as

instru¢des do fabricante.

Em seguida, os RNA obtidos foram quantificados em espectrofotdmetro
(GeneQuant RNA/DNA calculator; Pharmacia Biotech) e volumes contendo 10 ug da
preparacao de RNA foram aplicados em gel de agarose 1,2% (p/v), em presenga de
tampdo de corrida contendo MOPS 10X {200 mM MOPS (3-[N-morpholino]
propanesulfonic acid), 10 mM EDTA, 50 mM acetato de sddio e agua bidestilada, pH
7,0], 12,3 M de formaldeido e agua bidestilada g.s.p. 500mL} como preconizado pelo

fabricante.

A transferéncia do RNA do gel de agarose para membrana de nitrocelulose
(Hybond-N*, Amersham Pharmacia) foi realizada através de vacuo (Vacum geneXL;
Pharmacia) por 2 h a 55 mmHg, conforme recomendagdo do manual do fabricante.
Apos transferéncia, a membrana foi colocada em um forno (Famo; mod. st. 200) a

80°C por 2 h para que o RNA fosse fixado.

A sonda para o rnalll foi obtida por PCR utilizando os mesmo iniciadores
descritos anteriormente. O produto da PCR foi purificado com o kit comercial GFXTM
PCR DNA and Gel Band Purification (Amersham Biosciences do Brasil Ltda.), de
acordo com as instru¢des do fabricante. O produto purificado foi marcado utilizando-
se o kit Gene Images Alkphos Direct Labelling and Detection System with CDP Star

(Amersham Biosciences) conforme protocolo do fabricante. Para a hibridizagdo do
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RNA fixado a membrana com as sondas marcadas e deteccdo do sinal
quimioluminescente, foi utilizado o mesmo kit. A membrana foi entdo exposta a um
filme de raio X (X-OMAT-XK1; Kodak) por 1 h e o filme revelado automaticamente
em maquina apropriada (X-OMAT/M20-BR; Kodak).

O Northern-blotting das amostras pertencentes ao CEB, GV69 e BMB9393 foi
realizado com o objetivo de confirmarmos a atenuacdo natural do l6cus agr na
amostra GV69. Os experimentos foram feitos da mesma forma como descrito para o
set da amostra HC474. Como controle da técnica, foi utilizada uma sonda especifica
para o rrma 16S utilizando os iniciadores: F16S: °aacgcattaagcactccgc® e R16S:
®gtgtgtagcccaaatcataa® . A reacdo de PCR para obtencdo desta sonda foi realizada

conforme descrito no item 3.5.1.

3.6 Gel de eletroforese submetido a campos elétricos alternados (PFGE)

A técnica de PFGE foi utilizada para confirmar o perfil genético do set
composto da amostra selvagem e das construgdes obtidas [HC474 (selvagem
isogénica), MHC474 (agr-nula) e CMHCA474 (rnalll-complementada)]. O DNA total foi
preparado utilizando a metodologia descrita por Sanches e colaboradores em 1995.
Resumidamente, as células bacterianas foram inicialmente embebidas em agarose
de baixo ponto de geleificacéo e a parede celular lisada com 100 U/mL de lisostafina
(Sigma). Posteriormente, o material foi tratado com 4,27 U/mL de proteinase K
(Amersham) e submetido a uma série de lavagens em tampao TE (10 mM Tris pH
7,5 e 1 mMEDTA pH 8,0). Em seguida, o DNA inserido nos blocos de agarose foi
clivado pela enzima de restricdo Smal (40 U/mL - Amersham Bioscience do Brasil
Ltda; Sdo Paulo, SP, Brasil) e separado no aparelho CHEF-DR Il (Bio-Rad Brasil)
por 23 h. Os parametros de corrida utilizados foram: pulso inicial, 1 s; pulso final, 30
s; 5,5 V/cm de voltagem e 11°C de temperatura. Métodos anteriormente descritos
foram utilizados para tratar e fotografar os géis (SAMBROOK, FRITSCH &
MANIATIS, 1989).
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3.7 Ensaio de invasao bacteriana

A invasdo bacteriana foi investigada utilizando a linhagem de células
16HBE140" (células epiteliais bronquicas humanas transformadas; COZENS et al.,
1992). Monocamadas destas células foram preparadas em garrafas de vidro
(Corning) com meio de cultura M199 (Sigma) contendo 2,5 mg/L de fungizona
(Bristol-Myers Squibb Brasil), 50 mg/L de gentamicina (Sigma) e 10% (v/v) de soro
fetal bovino (Gibco). Quando a monocamada de células formou um tapete
homogéneo, apds incubagao a 37°C e 5% CO,, por cerca de 2 dias, as células foram
transferidas [utilizando solugéo estéril de tripsina contendo 10 uM de NaCl, 5 uM de
KCI, 5 uM de dextrose, 6 uM de NaHCOs3, tripsina 0,025% (Invitrogen), 0,5 uM de
EDTA, vermelho de fenol 1% (p/v) e agua destilada q.s.p. 1000mL] para placas de
24 pocgos (Nunc) e incubadas por 2-3 dias a 37°C e 5% de CO,. Previamente ao
experimento de invasdo, a monocamada foi lavada 2x com meio M199 sem

antibidticos para retirada da gentacimina do cultivo.

A amostra clinica de S. aureus selvagem, assim como a amostra agr-nula
(Aagr::tetM) e rnalll-complementada (Pbla-rnalll-cat) isogénicas, foram utilizadas
nestes experimentos de forma a analisarmos o efeito da presenga ou auséncia do
rnalll na invasdo bacteriana. Para tanto, culturas bacterianas (37°C a 250 rpm),
obtidas em caldo TSB (do inglés: trypcase soy broth), tanto na fase logaritmica
(DOsoonm de 0,3) quanto na fase estacionaria de crescimento (DOgponm de 2,0) foram
utilizadas. Em seguida, a cultura foi centrifugada (2000 g por 15 min), o sedimento
ressuspenso em solugao salina estéril 0,85% (p/v) e o in6culo padronizado para
turvacdo correspondente a escala 0,5 de McFarland. Diluicbes seriadas desta
suspensdo foram plaqueadas em TSA para se obter as unidades formadoras de

colénias (UFC) iniciais (antes da invasao), para posterior comparagao.

Um volume de 500 uL do inéculo bacteriano de cada amostra na fase
logaritmica e na fase estacionaria de crescimento foi adicionado a monocamada de
células em quadruplicata. Apés 3,5 h de incubacédo a 37°C e 5% de CO,, a
monocamada foi lavada 2x com meio M199 e incubada com 100 U/mL de lisostafina
(Sigma) por 20 min a 37°C e 5% de CO,, para lisar as bactérias que nao invadiram.
Em seguida, a monocamada foi lavada novamente (2x) com meio M199, incubada

por 5 min e 5% de CO,; com 0,25% (p/v) de tripsina (Invitrogen) e lisada durante
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mais 5 min de incubagao (37°C e 5% de CO;) com 0,025% (v/v) de Triton X-100
(Sigma). Por ultimo, o conteudo dos pocos foi totalmente retirado, diluido e
plagueado em TSA. O numero de unidades formadoras de colbnias por mL
(UFC/mL) foi determinado e a percentagem de invasdo bacteriana calculada de
acordo com a equagao abaixo, comparando-se os valores obtidos com o numero

inicial de células bacterianas (YAO et al., 1995):

% invasao = UFC/mL internalizada x 100
UFC/mL indculo inicial

As amostras estudadas foram classificadas com base na percentagem de
invasao bacteriana como altamente invasiva (>10% de bactérias internalizadas),
invasiva (1% a <10% de bactérias internalizadas), pobremente invasivas (>0,001% a
<1% de bactérias internalizadas) ou n&o invasivas (< 0,001% de bactérias
internalizadas; AMARAL et al., 2005).

As amostras clinicas BMB9393 e GV69 (representantes do CEB) também
foram adicionadas a este estudo, uma vez que a GV69 possui 0 agr naturalmente

atenuado.

Foram realizados dois experimentos independentes para cada set de
amostras (set da HC474 e das amostras GV69 e BMB9393) e, para analise
estatistica da invasao, foi utilizado o teste t de Student, considerando populagdes

nao pareadas, para a=0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Obtenc¢ao das contrugoes agr

4.1.1 Delegao do lécus agr

A delecado do lécus agr na amostra clinica de S. aureus HC474 foi realizada
através de recombinagdo por duplo crossing, resultando na troca alélica de todo
operon agr pelo gene de resisténcia a tetraciclina, tetM. A mutagdo Aagr::tetM foi
introduzida no S. aureus via fago 80a, anteriormente propagado na construgao agr
nula RN6911 (Aagr:tetM). Apdés o experimento de transducdo, as coldnias
resistentes a tetraciclina foram selecionadas e estocadas a -70°C, para posterior

confirmacao da mutacao, conforme descrito abaixo.

4.1.2 Trans-complementagao do rnalll

A partir da construgdo agr-nula (MHC474) foi construido o mutante rnalll-
complementado (CMHC474), através da introdugdo do plasmidio (pRN6848)
contendo o gene de resisténcia ao cloranfenicol (cat), como marcador, e a fusédo
Pbla-rnalll (rnalll ligado ao promotor do gene que codifica para a B-lactamase; Pbla).
Apos propagacgao do fago 80a na cepa RN8041, a qual contém o vetor de fuséo
Pbla-rnalll-cat, foi realizado o experimento de transducao na construgao agr nula. As
colénias tetraciclina-cloranfenicol resistentes foram entao selecionadas e estocadas
a temperatura de -70°C, para posterior confirmagédo da mutagdo conforme descrito

abaixo.

4.2 Verificagao da auséncia e da presencga do rnalll na construgao agr-nula e
trans-complementada, respectivamente, através de PCR

A auséncia do rnalll na construgdao agr-nula foi verificada, inicialmente,
através da técnica de PCR. A auséncia de amplificacdo do fragmento interno do
rnalll foi indicativa da ocorréncia de troca alélica, ou seja, da substituicdo do Iécus

agr pelo tetM. Na figura 3 podemos observar o resultado da PCR com a amplificagao
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do fragmento do rnalll na amostra selvagem HC474 (linha 3) e auséncia deste
fragmento na construgdo agr-nula (MHC474; linha 4). Um fragmento de tamanho
correspondente ao esperado (292pb) para a amplificacao do rnalll foi observado na
preparacdo de DNA obtida a partir da construcdo RNAIIl trans-complementada,

indicando o sucesso na obtengao de tal construgao (Figura 3).

4.3 Confirmagao da auséncia e da presencga do rnalll nas construgoes agr-
nula e trans-complementada, respectivamente, através de dot-blotting

Uma vez que a técnica de PCR pode ser passivel de erros (contaminacgodes e
falhas na amplificagdo), a presenga ou auséncia do rnalll foi mais uma vez
confirmada, nas constru¢des agr, através da hibridizagdo DNA-DNA pela técnica de
dot-blotting. Nenhum sinal quimioluminescente pd6de se observado a partir da
preparagcao de DNA obtida da construgcdo agr-nula (MHC474), cujo fragmento do
rmalll nao foi amplificado por PCR, demonstrando que o I6cus agr havia sido
deletado nessa construgdo (Figura 4). Por outro lado, os experimentos com a
construgéo rnalll-complementada, cujo rnalll foi amplificado através da técnica de
PCR, produziu sinais quimioluminescentes, o que pode ser visualizado na figura 4.
Tais dados confirmam a auséncia e presenca do rnalll nas constru¢coes MHC474
(Aagr::tetM) e CMHCA474 (Pbla-rnalll-cat), respectivamente, refletindo o sucesso dos

experimentos de troca alélica e trans-complementacao.

4.4 Analise da transcricao do rnalll através da técnica de Northern-blotting
nas constru¢coes agr nula e trans-complementada, e na amostra selvagem
isogénica

Os experimentos de Northern-blotting demonstraram que a amostra selvagem
isogénica (HC474) apresenta o agr funcional. Da mesma forma, a expressdo do
RNAIII foi observada na construgao trans-complementada. Como esperado, nenhum
sinal foi obtido na hibridizacdo DNA-RNA quando o RNA total da amostra MHC474
(Aagr:tetM) foi utilizado. A figura 5B mostra os resultados do Northern-blotting obtido
para o set formado pela amostra selvagem isogénica (HC474), a constru¢do agr-nula
(MHC474) e o mutante rnalll-complementado (CMHC474).
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4.5 Experimentos de Northern-blotting para as amostras pertencentes ao CEB
GV69 e BMB9393

O RNA total das amostras CEB (GV69 e BMB9393) foram também obtidos
com o objetivo de confirmar a atenuacéo natural do l6cus agr na amostra GV69.
Conforme demonstrado na figura 6B, a expressédo do RNAIIl encontra-se diminuida
nesta amostra, quando comparada com a BMB9393. Como controle da expressao
génica, a mesma membrana foi re-hibridizada com uma sonda especifica para o
rrma 16S, o qual é expresso constitutivamente nas diferentes fases do crescimento

bacteriano (Figura 6B).

4.6 Gel de Eletroforese submetido a campos elétricos alternados (PFGE) para
confirmagao do perfil genético das construgcoes agr

Através da técnica de PFGE, o padrdo de polimorfismo de fragmentagéo do
DNA (RFLP; do inglés: restriction fragment lenght polymorphism) do set de
construgdes agr-nula (MHC474), rnalll-trans-complementada (CMHC474) e amostra
selvagem isogénica (HC474) foi analisado. Tanto a amostra selvagem como as
respectivas construgdes apresentaram, exatamente como esperado, 0 mesmo

padréo de fragmentacéo pela enzima Smal (Figura 7).

4.7 Invasao Bacteriana

Os resultados obtidos confirmam a capacidade invasiva aumentada em
células epiteliais bronquicas humanas (16HBE1407) da construgcédo agr nula derivada
de amostra clinica de S. aureus (HC474). Adicionalmente, as amostras clinicas de
MRSA pertencentes ao CEB, GV69 (agr-atenuada) e BMB9393 (agr-funcional) foram
também estudadas, confirmando, do mesmo modo, o efeito negativo do agr sobre o

processo de invasao.

Nossos dados demonstraram que na fase logaritmica de crescimento (fase
log; DOs0oonm=0,3) as percentagens de invasao foram estatisticamente semelhantes
(14,5% = 5,5%, 16,35% = 7,57% e 9,1% * 4,95%) para a amostra selvagem,
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construgcédo agr-nula e mutante rnalll-trans-complementada, respectivamente (Figura
5A). Nesta fase de crescimento (devido a baixa densidade populacional), a
expressdo do quorum-sensing agr € fraca ou inexistente, e as percentagens de
invasao observadas foram elevadas. Ja na fase estacionaria de crescimento (fase
est.; DOeoonm=2,0), quando ocorre acumulo de AIP no meio extracelular, e
consequente aumento da expressdo do RNAIIl, observamos uma queda na
percentagem de invasdo da amostra selvagem HC474 (2,8% + 1,2%; p=0,0033),
enquanto que no mutante agr-nulo (MHC474) a percentagem de invasao ficou em
torno de 10,6% * 0,14%, estatisticamente semelhante a percentagem observada na
fase logaritmica de crescimento. A introducao da fusdo Pbla-rnalll-cat na construgao
agr-nula levou a expressdo do RNAIIl nesta mutante (CMHC474; Figura 5A) e ao
decréscimo da taxa de invasao (2,3% + 0,74%; p=0,0033), na fase estacionaria de
crescimento (quando a expressao do agr encontra-se aumentada), para o nivel da
amostra selvagem isogénica. Os resultados dos experimentos de invasao com este
set de mutantes e dos experimentos de Northern blotting utilizando uma sonda

especifica para o rnalll podem ser observados na figura 5.

Como dissemos, os resultados obtidos com amostras clinicas representantes
do CEB, apresentando o mesmo MLST (ST239), o mesmo padrdo de PFGE e
SCCmec IlIA, denominadas BMB9393 (agr funcional) e GV69 (que possui uma
expressao do agr naturalmente atenuada), também comprovaram o efeito da inibicéo
do agr sobre o processo de invasdo bacteriana. Percentagem de invasdo mais
elevada, na fase log de crescimento, foi obtida para a amostra agr atenuada GV69
(6,95% % 1,77%), quando comparada a da amostra BMB9393 (2,25% % 0,21%;
p=0,032). Na fase estacionaria de crescimento, por outro lado, observou-se uma
qgueda significativa na invasao de ambas as amostras (p=0,0388, GV69 e p=0,0069,
BMB9393), sendo que a percentagem de internalizacdo da amostra GV69
permaneceu um pouco mais elevada (0,76% £ 0,21%) do que a da amostra
BMB9393 (0,35% + 0,07%; figura 6A). Estes resultados sugerem que a atenuagao
natural do agr em amostras clinicas interfere com o mecanismo de invasdo em
células epiteliais humanas, processo este reconhecido como sendo importante para

a patogenicidade e pesisténcia do microrganismo no hospedeiro.
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Figura 3: Fotografia do gel de agarose correspondente a amplificagdo por PCR de uma
regido interna do rnalll de 292pb e do gene icaAD de 701pb (controle interno da reagao).
Linhas 1: padréo de peso molecular 100pb; 2: controle dos iniciadores (do inglés: primers)
especificos para o rnalll, amostra BMB9393; 3: amostra selvagem, HC474; 4. mutante agr-
nulo, MHC474; 5: mutante trans-complementado, CMHC474.
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Figura 4: Fotografia do experimento de dot-blotting utilizando uma sonda especifica
correspondente a um fragmento interno do rnalll. Linha 1: controle positivo, DNA da amostra
GV69; 2: DNA da amostra selvagem isogénica, HC474; 3: DNA do mutante agr-nulo,
MHC474; 4: DNA do mutante rnalll-trans-complementado, CMHC474.
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Figura 5: A. Invasdo bacteriana das amostras HC474, MHC474 e CMHC474 em células
epiteliais brédnquicas humanas (16HBE1407). A fase logaritimica de crescimento bacteriano
corresponde a DOgyonm de 0,3 e a fase estacionaria a DOgoonm de 2,0. B. Fotografia do
experimento de Northern-blotting utilizando uma sonda especifica correspondente a um
fragmento interno do rnalll. Linhas 1: RNA total obtido da amostra selvagem, HC474; 2:
RNA total obtido da construcdo agr-nula, MHC474; e 3: RNA total obtido do mutante rnalll-
complementado, CMHCA474.
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Figura 6: A. Grafico resultante dos experimentos de invasdao das amostras de
Staphylococcus aureus BMB9393 (agr funcional) e GV69 (agr atenuado) em células
epiteliais brénquicas humanas (16HBE140-). A fase logaritimica de crescimento bacteriano
corresponde a DOgonm de 0,3 e a fase estacionaria a DOgoonm de 2,0. B. Fotografia dos
experimentos de Northern-blotting utilizando RNA total das amostras clinicas GV69 (linha 1)
e BMB9393 (linha 2), hibridizados com sondas especificas para o rnalll e para o rrna 16S
(controle).
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Figura 7: Fotografia do padrdo de bandas resultantes da eletroforese em campos elétricos
alternados (PFGE), ap6s fragmentagéo do genoma total da amostra selvagem de S. aureus
HC474 e mutantes isogénicas. Linhas 1: padrdo de peso molecular (Lambda); 2: amostra
selvagem isogénica, HC474; 3: construcado agr-nula, MHC474 e 4: rnalll-complementada,

MCHCA474.
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5 DISCUSSAO

Os resultados apresentados neste trabalho, utilizando estratégias de
manipulagéo genética, demonstram claramente que o agr exerce um efeito negativo
na internalizacdo de S. aureus em células epiteliais brénquicas humanas
transformadas (16HBE1407). Estes resultados confirmam dados anteriormente
descritos na literatura, nos quais foram utilizados outros modelos experimentais
(WESSON et al., 1998; LAMMERS, NUIJTEN & SMITH, 1999; SHENKMAN et al.,
2001; SHENKMAN et al., 2002). Estudos sobre o papel do agr na invasibilidade de
S. aureus utilizaram, em sua grande maioria, células epiteliais mamarias bovinas ou
células endoteliais humanas. Até o momento, ndo temos conhecimento de nenhum
outro estudo sobre o efeito do agr na internalizacdo de células respiratdrias
humanas. Além disso, os trabalhos publicados anteriormente utilizaram,
principalmente, mutantes derivadas da cepa NTCC 8325-4, a qual apresenta
mutagdes no operon sigB e ainda no gene agrA, o que poderia interferir em tais
sistemas experimentais (KULLIK et al., 1998; ADHIKARI, ARVIDSON & NOVICK,
2007). Adicionalmente, foi relatado que a NTCC 8325-4 pbde variar quanto a certas
caracteristicas de viruléncia (como por exemplo em relagdo a produgao de biofilme),

dependendo do laboratério onde encontrava-se estocada (VALLE et al., 2003).

Na fase logaritmica de crescimento bacteriano, verificamos que nao houve
diferenga estatisticamente significativa entre as percentagens de invasdo da amostra
selvagem (HC474; amostra clinica de MSSA) e dos mutantes isogénicos agr-nulo
(Aagr::tetM; MHC474) e rnalll-complementado (CMHC474; Aagr::tetM, Pbla-rnalll-
cat) em células epiteliais brébnquicas humanas. Porém, na fase estacionaria de
crescimento, a invasdo foi significativamente inibida (p=0,0033) na amostra
selvagem e no mutante rnalll-complementado, o que ndo foi observado para a
construcado agr nula, cuja percentagem de invasao foi estatisticamente comparavel

aos valores obtidos na fase logaritmica de crescimento.

Lammers, Nuijten e Smith (1999) analisaram a internalizagao bacteriana em
células epiteliais mamarias bovinas de amostras derivadas da cepa NTCC 8325-4,
designadas RN6911 (agr nula) e RN6390B (selvagem isogénica), tanto utilizando um
in6culo na fase logaritmica (DOesoonm= 0,3), quanto na fase estacionaria de

crescimento (18 h de incubagao). Estes autores observaram que, na fase log, os
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valores das unidades formadoras de colénias por pogo da microplaca (UFC/pogo)
foram similares para ambas (aproximadamente 10° UFC/poco). Por outro lado, na
fase estacionaria de crescimento, a amostra selvagem RN6390B exibiu niveis
consideravelmente menores de bactérias internalizadas (103 UFC/pogo), enquanto
que o numero de UFC/pogo na amostra agr-nula RN6911 permaneceu em torno
de 10°.

Diversos autores ja demonstraram que as proteinas de ligagao a fibronectina
(do inglés: fibronectin-binding proteins; FnBPs) sao as principais moléculas
envolvidas na internalizagcéo dos S. aureus em células hospedeiras (AMARAL et. al.,
2005; GARZONI et al., 2007; LOUGHMAN et al., 2008). Amaral e colaboradores
(2005) compararam a atividade de ligacao a fibronectina da cepa RN6390B e do
mutante agr RN6911, tanto na fase logaritmica (DOgoonm= 0,3) como na fase
estacionaria de crescimento (DOgoonm= 2,0). Os autores observaram que, na fase
log, a percentagem de atividade de ligacdo a fibronectina foi estatisticamente
semelhante na amostra RN6390B (15,3%) e na construgdo agr-nula RN6911
(13,5%). Ja na fase estacionaria, foi observada uma reducdo significativa na
atividade de ligagao a fibronectina na RN6390B (2%), enquanto que na RN6911 tal
atividade permaneceu semelhante aos indices obtidos na fase log (11,4%). Esses
autores também observaram que algumas amostras de S. aureus, inclusive de
MRSA, foram capazes de invadir eficientemente células epiteliais das vias
respiratérias de humanos, e que o tratamento prévio de S. aureus com fibronectina
soluvel inibiu significativamente o processo de internalizagdo dessas amostras em
células 16HBE140". Assim, foi sugerido que as FnBPs poderiam apresentar um
papel fundamental para a invasao do S. aureus em células respiratérias humanas.
Porém, Amaral e colaboradores (2005) ndo chegaram a estudar o efeito da delegao

do agr na internalizagédo bacteriana nessa linhagem de células epiteliais.

O fato de o agr-RNAIIll regular negativamente FnBPs (NOVICK et al., 2000)
sugere que as amostras selvagem e trans-complementada isogénica, na fase
estacionaria de crescimento, estariam expressando menores niveis de FnBPs e, por
isso, apresentando menores percentagens de internalizagdo, quando comparada a
amostra mutante agr-nula. Como o lécus agr é um sistema de quorum sensing, ha,
na fase estacionaria, maior numero de células bacterianas e, portanto, maior

quantidade de moléculas de AIP no meio e, consequentemente, maior ativagcao de
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todo o lécus agr, culminando com uma transcricdo aumentada de sua molécula
reguladora, o RNAIIl. Assim, espera-se que a amostra selvagem e o mutante
complementado, na fase estacionaria de crescimento, possuam a expressao de suas
proteinas de superficie inibidas, provavelmente, através de um mecanismo antisense
direto, envolvendo a ligagado do RNAIII na regidao de Shine-Dalgarno do mRNA da
proteina alvo (MORFELDT, TEGMARK & ARVIDSON, 1996). Possivelmente por
este motivo, a invasdo as células do hospedeiro diminui significativamente nesta
fase de crescimento, o que nao ocorre na amostra agr-nula, ja que esta continua

expressando proteinas de superficie constitutivamente devido a auséncia do RNAIII.

Os dados obtidos na fase logaritmica de crescimento para a HC474 indicam
que esta amostra clinica de MSSA ¢é altamente invasiva (percentagem de invasao >
10%; AMARAL et al., 2005). A construgao trans-complementada correspondente
(CMHCA474) apresentou percentagem de invasdo estatisticamente semelhante a
cepa selvagem na mesma fase de crescimento. Por outro lado, na fase estacionaria,
a reintroducdo do RNAIIl na construcdo agr nula (MHC474) levou a uma queda na
percentagem de invasédo de 10,6% para 2,3% (valor semelhante ao obtido para a
amostra selvagem, 2,8%), o que permite inferir que o experimento de
complementagdo no mutante agr-nulo (MHC474) foi bem sucedido (p=0.0033).
Assim, a restauragao do sistema Agr no mutante agr-nulo foi capaz de recuperar o
fenodtipo de internalizagdo em niveis préximos aos observados na respectiva amostra

selvagem.

Um dado interessante recentemente publicado por O’Neill e colaboradores
(2008), sugere que as proteinas de ligacao a fibronectina (FNnBPs) parecem estar
também envolvidas na acumulacdo de biofime de S. aureus. Este fendmeno
envolveria um dominio diferente dos dominios de ligacdo a fibronectina e
fibrinogénio apresentados por esta proteina multifuncional (O’NEILL et al., 2008).
Assim sendo, é importante citar que a amostra HC474 foi anteriormente classificada
por nds como forte produtora de biofime (COELHO et al., 2008). Embora nao
tenhamos realizado experimentos que comprovem tal hipétese, € possivel que a
elevada percentagem de invaséo observada para a HC474 esteja relacionada a uma
elevada expressao de FnBPs da amostra selvagem, o que também explicaria o seu
fendtipo de biofilme forte. Adicionalmente, estudos prévios de nosso laboratério

demonstraram que o mutante agr-nulo MHC474 apresenta uma queda consideravel
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na expressao do biofilme, defeito esse que pdde ser regenerado pela introdugao da
fusdo Pbla-rnalll-cat na construcao agr deletada (COELHO et al., 2008).

Os MRSA pertencentes a linhagem ST239-SCCmec IlIIA (CEB) estéao
amplamente disseminados em diferentes hospitais no Brasil e em varios paises no
mundo. Este clone tem sido associado a milhares de mortes e aumento dos gastos
hospitalares, o que constitui um grave problema de saude publica global (OLIVEIRA
et al., 2001; SOARES et al., 2001; BARTELS et al., 2008). Dados anteriores de
nosso laboratério indicam que a variante predominante do CEB, chamada A
(padrao no PFGE) é, frequentemente, altamente invasora em modelos que utilizam
monocamadas de células 16HBE140°, o que poderia estar contribuindo para sua
persisténcia no hospedeiro e, consequentemente, para o aumento de sua
disseminagao. A figura 8 ilustra os resultados de microscopia eletrénica obtidos por
Amaral e colaboradores, utilizando uma cepa CEB. Nesta figura, podemos observar
a invasao macigca dos S. aureus na célula epitelial respiratéria (16HBE1407) apds 1 h
de contato célula-bactéria, representada por um grande numero de microrganismos

internalizados.

Figura 8: Micrografia eletrbnica de transmissao da invasao, in vitro, de uma amostra de S.
aureus representante do CEB, apos 1 h de contato com a monocamada de células epiteliais
brénquicas humanas (16HBE1407). Observar intensa invasdo bacteriana, com células
bacterianas no interior de vacuolos, apresentando septos transversos, sugerindo a
ocorréncia de divisao celular (com permissdo, AMARAL et al., 2005).
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Além disso, resultados deste ultimo trabalho e de Coelho e colaboradores
(2008) indicaram que algumas amostras CEB apresentam uma atenuacao natural do
l6cus agr, levando, consequentemente, a uma diminuig&o significativa na expressao
do transcrito de RNAIIl. Complementando estes dados, nés demonstramos que a
internalizacdo realizada pela amostra CEB designada GV69 (agr naturalmente
atenuada), na fase logaritmica de crescimento, encontra-se cerca de 3 vezes
(p=0,032) aumentada em relagdo a BMB9393, cujo transcrito de RNAIIl parece ser
expresso normalmente. Por outro lado, na fase estacionaria de crescimento, quando
o numero de transcritos de RNAIIl aumentam consideravelmente, a invasao foi
significantemente inibida nessas duas amostras (p=0,069, BMB9393 e p=0,0388,
GV69). Tais resultados, mais uma vez, comprovam a regulagcado negativa do agr
neste modelo de invasdo bacteriana e indica que a atenuagao natural do agr em
amostras clinicas poderia ter um significado importante na patogénese das infec¢des

estafilocécicas em determinados cenarios epidemioldgicos.

De maneira geral, os estudos de internalizacdo bacteriana utilizando
S. aureus sugerem que este microrganismo nao pode ser considerado um patégeno
intracelular classico, uma vez que a grande maioria das amostras testadas
apresenta baixo indice de invasdo (FOWLER et al., 2000; GARZONI et al., 2007).
Porém, também foi sugerido que a habilidade dos S. aureus de invadir células
epiteliais, mesmo que em percentagens relativamente baixas, poderia explicar a
capacidade da bactéria de colonizar e persistir no tecido hospedeiro (BAYLES et al.,
1998; SINHA et al., 2000). De fato, a grande maioria dos trabalhos aponta que a
persisténcia bacteriana no hospedeiro e o desenvolvimento de infecgbes
disseminadas podem estar relacionados com a habilidade dos S. aureus de invadir
células e escapar dos mecanismos de defesa (GARZONI et al., 2007). Entretanto,
nossos estudos demonstram que algumas linhagens de MRSA (como por exemplo a
ST239-SCCmec llIA - CEB) e mesmo algumas cepas de MSSA, como a amostra
HC474, podem apresentar um fendtipo altamente invasor em células epiteliais

humanas respiratérias.

Staphylococcus aureus representam um dos principais causadores de
pneumonias hospitalares e vém emergindo como importantes agentes etiologicos de
pneumonias associadas a infecgcbes comunitarias (SILVA et al., 2004
MONTGOMERY et al, 2008; RUBINSTEIN, KOLLEF & NATHWANI, 2008;
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VENTURA et al., 2008). Apesar de ser relativamente rara em individuos saudaveis, a
pneumonia estafilococica constitui uma infecgdo grave, podendo produzir abscessos
pulmonares e acumulo de secregao purulenta no espago pleural (HOSHINO et al.,
2007; RUBINSTEIN, KOLLEF & NATHWANI, 2008). Além disso, amostras de
S. aureus associadas a infecgcdes comunitarias e produtoras da leucocidina de
Panton-Valentine (PVL) tém sido relacionadas com quadros de pneumonia
necrosante, caracterizada por extensas lesbes cavitarias (CHEUNG et al., 2008;
VALENTINI et al., 2008).

Ja foi demonstrado que S. aureus sao capazes de aderir e invadir diferentes
tipos de células da via respiratéria humana (MONGODIN et al., 2000; MONGODIN et
al., 2002; SILVA et al, 2004; JARRY, MEMMI & GHEUNG, 2008) e que, ap6s um
periodo inicial na fase lag, a bactéria comega a se replicar dentro das células,
podendo causar apoptose (KAHL et al., 2000; SILVA et al., 2004).

Estudos utilizando modelos animais verificaram que amostras contendo
mutagdes nos genes que codificam para a enzima sortase, alfa-hemolisina, proteina
A e reguladores génicos globais (tais como SarA e Agr) exibiram atenuagdo da
viruléncia nos quadros de pneumonia, sugerindo que estas moléculas apresentam
um papel importante na patogénese das pneumonias estafilococicas (HEYER et al.,
2002; GOMEZ et al., 2004; WARDENBURG, PATEL & SCHNEEWIND, 2007;
VENTURA et al.,, 2008). Interessante notar que a amostra GV69 (utilizada neste
estudo), obtida de um quadro de pneumonia de um paciente hospitalizado, exibiu
uma percentagem de invasdo relativamente elevada (6,9%) na fase log de
crescimento, quando a expressdao de proteinas de superficie encontra-se
aumentada. Desta forma, como S. aureus sdo importantes agentes de pneumonias,
seria interessante avaliar o papel do fendtipo altamente invasor na gravidade de
certas infeccbes respiratérias associadas a intensa necrose e hemoptise pulmonar,

principalmente daquelas associadas as infecgcdes comunitarias.

Apesar de ser dificil relacionar diretamente os resultados obtidos in vitro com
0 que ocorre exatamente durante o processo infeccioso, é provavel que a
internalizagcdo dos S. aureus em células respiratérias humanas, observada neste
estudo, possa apresentar implicacbes nos processos de infeccdo e na persisténcia
bacteriana no hospedeiro humano. Fowler e colaboradores (2004) verificaram que a

maioria das amostras isoladas de bacteremias estafilocdcicas persistentes
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apresentavam disfungdes no locus agr, sugerindo que a atenuacédo deste lécus
poderia contribuir para a patogénese das infegdes endovasculares. Adicionalmente,
um trabalho recentemente publicado demonstrou que a atividade da alfa-hemolisina
(também regulada por agr) era necessaria para o escape dos S. aureus dos
vacuolos para o citoplasma, quando internalizados em células epiteliais respitatérias
em um modelo de fibrose cistica (JARRY, MEMMI & CHEUNG, 2008). Além disso,
Jarry, Memmi & Cheung (2008) e outros autores também observaram indugéo
eventual de apoptose celular apds internalizagcao dos S. aureus e associaram tal
mecanismo com quadros de infecgbes cronicas, dano vascular e sepse (WESSON et
al., 1998; SILVA et al., 2004; HASLINGER-LOFFLER et al., 2005; GARZONI et al.,
2007).

Alguns estudos tém apontado o l6cus agr como alvo para o desenvolvimento
de novas terapias (BALABAN et al, 2007; KAVANAUGH, THOENDEL &
HORSWILL, 2007). Uma dessas estratégias seria a utilizagdo de um inibidor
sintético da proteina SpsB (do inglés: S. aureus signal peptidase B), que, segundo
tais estudos, estaria envolvida na biossintese do AIP. Os autores verificaram que,
além de inibir o AIP, tal produto demonstrou uma significativa agao antimicrobiana
sobre S. aureus testados (KAVANAUGH, THOENDEL & HORSWILL, 2007).

Porém, estudos experimentais in vitro de nosso laboratério demonstraram que
0 agr exerce um efeito divergentemente na expressao de biofilme em S. aureus, ou
seja, podendo tanto aumentar como diminuir o fenétipo do biofilme, dependendo da
amostra testada. Deste modo, tais dados parecem sugerir que estratégias
terapéuticas visando a inibigdo do agr poderiam nao ser tdo eficazes na inibigdo de
biofiimes formados sobre a superficie cateteres (COELHO et al., 2008).
Adicionalmente, vimos que a delecdo do agr também acarreta em aumento da
internalizagao bacteriana, sugerindo que a inativagao de tal I6cus poderia, em certos
processos infecciosos, aumentar a persisténcia da bactéria no hospedeiro. Por outro
lado, modelos de infeccdo animal utilizando mutantes agr de S. aureus resultaram
em atenuacao da viruléncia em infecgbes cutaneas e endocardite (BUNCE et al,,
1992; CHEUNG et al., 1994). Considerando os dados controversos, estudos mais
mais detalhados necessitam ser realizados para se avaliar, claramente, o papel de

inibidores do agr como agentes terapéuticos potenciais.
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Resumindo, os resultados apresentados nesta dissertacdo demonstraram que
0 agr regula negativamente a invasdo dos S. aureus em células respiratorias
humanas e corroboram experimentos prévios sobre o efeito do locus agr na
internalizagao dos S. aureus, sugerindo sua provavel implicagao na patogénese das

infecgdes estafilococicas.
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6 CONCLUSOES

1. Através de manipulagao genética, demonstramos que o sistema Agr regula
negativamente o processo de internalizagcéo bacteriana em células epiteliais

brénquicas humanas transformadas (16HBE140).

2. Esse efeito do agr foi detectado tanto em amostras clinicas de MRSA (agr

naturalmente atenuada) como de MSSA (construgao agr-nula).

3. E provavel que a regulacdo negativa promovida pelo Agr esteja associada &
diminuicdo da expressdo de FnBPs, a qual é promovida pelo aumento do
numero de moléculas de RNAIIl na fase estacionaria do crescimento

bacteriano.
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