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Resumo

Nas Ultimas décadas, Staphylococcus aureus (S. aureus) adquiriu consideravel importancia relacionada a satde
animal e humana pela elevada patogenicidade e aumento na prevaléncia de cepas multirresistentes aos
antibidticos. Sua elevada patogenicidade estd relacionada com mecanismos multifatoriais e complexos
determinados pela capacidade da bactéria de expressar uma variedade de fatores de viruléncia que facilitam a
ocorréncia de doencas. Objetivou-se com esta revisdo compilar informacGes referentes aos fatores de
viruléncia associados a superficie ou secretados por S. aureus que promovem adesdo aos componentes da
matriz extracelular do hospedeiro, danificam células hospedeiras e interferem no sistema imunolégico. A
implementacdo de estratégias para a prevencdo e terapia em infeccles associadas a S. aureus exige o
aprofundamento dos estudos nos diferentes mecanismos de ag&o dos fatores de viruléncia.
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Abstract

In the last decades, Staphylococcus aureus (S. aureus) acquired a dramatic relevance in human and veterinary
medicine by the high pathogenicity and increasing prevalence of antibiotic resistant strains. Its high
pathogenicity is driven by multifactorial and complex mechanisms determined by the ability of the bacterium
to express a wide variety of virulence factors that facilitate the infection. The aim of this review was to compile
information about S. aureus secreted or cell surface-associated virulence factors that promote adhesion to the
host extracellular matrix components, damage host cells, and fight the immune system. The successful
implementation of preventatives and therapeutics strategies in S. aureus infection will require an integrated
understanding of the molecular pathogenesis of principal virulence factors and an appreciation of the
immunologic responses that confer protection.
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Introducéo

Staphylococcus aureus (S. aureus) apresenta
uma marcada capacidade para se adaptar a
diferentes condigbes ambientais e representa um
importante agente causador de doencas infeciosas
em humanos e animais (Hasman et al., 2010; Al-
Dabbagh e Dobson 2011; Fluit 2012). Este micro-
organismo produz varios fatores de viruléncia que
promovem adesdo aos componentes da matriz
extracelular do hospedeiro, danificam suas células

e protegem a bactéria do sistema imunoldgico
(Foster 2005; Zecconi e Scali 2013).

Os fatores de viruléncia, ja descritos no
minimo 15 para S. aureus, s&0 componentes de
superficie microbiana que reconhecem as
moléculas da matriz extracelular do hospedeiro, 25
toxinas e 20 moléculas de evasao do sistema imune
do hospedeiro (Fluit, 2012). A ades&o de S. aureus
as proteinas da matriz extracelular do hospedeiro,
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como fibrinogénio, fibronectina e colageno é
importante para iniciar a infecdo. Esta adesdo é
mediada por proteinas associadas a parede da
celula  bacteriana chamadas MSCRAMMs
(Microbial Surface Components Recognizing
Adhesive Matrix Molecules) que estdo ancoradas
por uma ligacdo covalente ao peptidoglicano pela
acdo de uma transpeptidase denominada sortase
(Navarre e Schneewind 1994; Mazmanian et al.,
1999).

A maioria dos isolados de S. aureus secreta
um grupo de enzimas e citotoxinas que incluem as
toxinas hemoliticas, nucleases, proteases, lipases,
hialuronidase e colagenase. A principal funcéo
destas enzimas e citotoxinas seria a conversao dos
tecidos dos hospedeiros em nutrientes necessarios
para o crescimento bacteriano (Dinges et al., 2000).
Um ndmero significativo de isolados obtidos de
animais sdo produtores de outras exotoxinas como
a toxina da sindrome do choque toxico e
enterotoxinas (Sa et al., 2004; Lamaita et al., 2005;
Carfora et al., 2015).

A capacidade de resistir a fagocitose é um
importante fator que favorece a progressdo da
infecgdo por esta bactéria. Mediante a expresséo de
proteinas anti-opsdnicas associadas a superficie e
uma cépsula de polissacarideo que interfere com a
deposicdo de anticorpos e a formacdo de
complemento por vias classicas e alternativas que
dificulta a fagocitose desta bactéria (Foster, 2005).
A capacidade de formar biofilme em isolados de
S. aureus aumenta a complexidade das infec¢Ges
(Melchior et al., 2006). O biofilme é uma eficiente
estratégia de evasdo imunoldgica pelo bloqueio
fisico (Thurlow et al., 2011). As bactérias em
biofilmes também s80 menos sensiveis ao
tratamento com  agentes  antimicrobianos
(Costerton, 1995), o que colabora na manutencéo
das infec¢bes cronicas.

Nesta revisdo, objetivou-se compilar
informacdo dos fatores de viruléncia associados a
superficie ou secretada por S. aureus que
promovem adesdo aos componentes da matriz
extracelular do hospedeiro, danificam as células do
hospedeiro e protegem a bactéria do sistema
imunoldgico.

Proteina fibrolectina ligante (Fnbs do inglés
Fibronectin-binding protein)

A adesdo €& o0 pré-requisito para a
colonizacéo e o desenvolvimento de uma eventual
infeccdo no hospedeiro. S. aureus sintetiza duas
proteinas fibronectina ligantes homologas: FnbA e

FnbB (Shinji et al., 2011). Estas proteinas séo
codificadas por dois genes estreitamente ligados e
apos 682pb do codon de parada do fnbA, inicia-se
0 dominio S do gene fnbB (J6nsson et al., 1991). O
gene fnbA é formado por 3057pb distribuidos em
sete regides (Figura 1), codifica 1018 aminoacidos
e tem como codon de parada o TAA. Foram
identificadas trés regides repetidas no gene fnbA: a
regido B com 30 aminoécidos repetidos (B4, B2), a
regido D com 38 aminodacidos repetidos trés vezes
e parcialmente repetido uma quarta vez (D1-Ds) e a
regido Wr em que 14 aminoacidos sdo repetidos
cinco vezes (Wri-Wrs) (Signas et al., 1989).

O gene fnbB apresenta boa parte da
sequéncia homologa ao gene fnbA. Constatou-se
que 94% dos aminoacidos da regido sinal (S) sdo
idénticos entre as duas adesinas. A partir da regido
espacadora (C), 94% dos aminoéacidos séo
idénticos entre ambas as proteinas. O gene fnbB
ndo tem a regido repetida B (Jonsson et al., 1991).

Estas adesinas (FnbA e FnbB) sdo as duas
proteinas de grande importancia na fase inicial de
adesdo nos processos infeciosos por S. aureus (Hu
et al., 2010) e se ligam a fibronectina e a elastina, a
FnbA também pode se ligar ao fibrinogénio
(Peacock et al.,, 2002; Clarke e Foster 2006;
Chavakis et al., 2007; Speziale et al., 2009). A
fibronectina é uma glicoproteina de 440kDa
presente no hospedeiro na forma soltvel no sangue
e na forma fibrosa nas matrizes celulares. E
importante, pois permite a adesdo bacteriana a esta
proteina em diferentes momentos do processo
infeccioso (Patti et al., 1994). Por outro lado, dois
grupos de  pesquisadores  independentes
descreveram novos fenétipos de biofilmes de
S. aureus mediados pelas proteinas FnbA e FnbB
(O'Neill et al., 2008; Shanks et al., 2008).

Fator de agrupamento (CIfs do inglés Clumping
factor)

Os genes cIfA e cIfB ndo sdo variantes
alélicos, mas sim genes diferentes (Foster e H60k
1998). A CIfA esta presente em todas as fases do
crescimento de S. aureus e a CIfB est4 presente na
fase exponencial de crescimento da bactéria em
condi¢des de anaerobiose (Ni Eidhin et al., 1998).
A estrutura organizacional das adesinas CIfA e
CIfB ¢ similar as outras proteinas de superficie
ancoradas na parede celular como a FnbA (Figura
1). Um aspecto distinto destas adesinas é a
presenga do dominio R que consiste em uma longa
regido de dipeptideo Asp-Ser repetida que conecta
a regido espacadora A e o dominio da extensdo da
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membrana M, estando este dominio presente em
ambas as adesinas (Foster e Ho0k, 1998).

s A Bfe] ¢ [Diofpipdwr|weM

Figura 1. Diagrama esquematico das diferentes regides do
gene fnbA (Signas et al., 1989). S sequéncia sinal,
A e C regides espacadora, B e D regides diferentes
repetidas fora do dominio da parede celular, Wr
regido repetida do dominio da extensdo da parede
celular, Wc regido ndo repetida do dominio da
extensdo da parede celular e M dominio da
extensdo da membrana.

As CIfA e CIfB se ligam ao fibrinogénio e
promovem a agregacao das plaquetas (Peacock et
al., 2002; Clarke e Foster 2006; Speziale et al.,
2009). No entanto, a fibrina solUvel parece ser a
principal proteina responséavel pela formacdo de
agregados de plaquetas mediados pelas proteinas
Clfs de S. aureus (Niemann et al., 2004). O CIfB
também tem a capacidade de se ligar a
citoqueratina 10 (Clarke e Foster 2006; Speziale et
al., 2009) e a citoqueratina 8 (Haim et al., 2010).

Muitas moléculas que participam na adesao
também estdo envolvidas em  diferentes
mecanismos de evasdo imunolégica. Por exemplo,
a ativacdo do sistema complemento é prejudicada
por algumas destas adesinas. O CIfA se liga ao
fator regulador do complemento 1 (Cl)
aumentando a conversdo de C3b para uma forma
inativada (iC3b) e prejudicando a fagocitose de
S. aureus (Hair et al., 2010).

Toxinas hemoliticas

Inicialmente estas  toxinas  foram
denominadas desta forma tendo como base a sua
propriedade de causar a lise de eritrdcitos. O ferro
é um nutriente limitante para todos os organismos,
sendo necessario em muitos processos biologicos.
Um papel proposto para as hemolisinas bacterianas
¢ a liberacdo do grupo heme presente na
hemoglobina e mioglobina dos eritrécitos (Huseby
et al., 2007). S. aureus tem um sistema multiplo de
componentes que permite importar o grupo heme e
extrair o ferro (Torres et al., 2006). As toxinas alfa,
beta, delta e gama s@o produzidas por diferentes
isolados de S. aureus com efeito citotdxico frente a
varias células do hospedeiro, incluindo as
imunoldgicas (Dinges et al., 2000).

Toxina a hemolitica ou o toxina (Hla)

O gene que codifica para esta toxina (hla) foi
descrito em 1980, por meio da metodologia de
recombinacdo de fagos que transferiu a habilidade

de lisar células vermelhas as E. coli (Kehoe et al.,
1983). O locus hla estd constituido por 1620
nucleotideos (Fairweather et al., 1983) e codifica
para 319 aminoéacidos (Gray e Kehoe, 1984), sendo
secretada como um mondmero sollvel em agua
(Song et al, 1996). Apds o processo de
amadurecimento extracelular, a toxina perde 26
aminoacidos sendo esta sua forma ativa de
aproximadamente 33 kDa (Tweten et al., 1983). A
expressdo da Hla é controlada por diferentes
sistemas de regulacdo global (Recsei et al., 1986).
Estes circuitos de regulacdo permitem o controle
rigoroso da expressdo da Hla in vivo e
provavelmente facilitam uma resposta rapida e
especifica as mudancas das condi¢cdes do meio
(Berube e Wardenburg, 2013).

Por muito tempo, a atividade da Hla
concentrou os debates na alta suscetibilidade da
lise de eritrocitos de coelho frente a relativa ndo
sensibilizacdo dos eritrocitos humanos (Cassidy e
Harshman, 1973/1976; Hildebrand et al., 1991).
Nos ultimos anos, a ADAM10 (A Disintegrin And
Metalloprotease 10) foi assinalada como um
proteinaceo receptor do Hla (Wilke e Wardenburg,
2010), sustentado pelos seguintes achados: (1)
ADAM10 da membrana das células do hospedeiro
é precipitada pela Hla, (2) ADAM10 é requerida
para a construcdo da toxina e sua oligomerizagéo e
a exigéncia de ADAMI10 na citotoxicidade
mediada por Hla é maior em baixas concentra¢fes
de toxina onde se prevé a necessidade de um
receptor celular de alta afinidade (Cassidy e
Harshman, 1976), (3) a atividade hemolitica
espécie especifica exigida pela Hla est4 associada
a expressao da ADAM10 em eritrocitos de coelhos
em contraste com a auséncia na superficie dos
eritrocitos de humanos (Wilke e Wardenburg,
2010).

A o toxina é considerada a mais importante
citotoxina produzida por S. aureus, pois é capaz de
atuar contra uma gama de células do hospedeiro
como por exemplo eritrdcitos, células epiteliais,
células endoteliais, linfécitos T, mondcitos e
macréfagos (Berube e Wardenburg, 2013).
Considera-se que esta pode apresentar um
importante papel na patogenia das infecdes
ocasionadas por este agente, sendo esta afirmacéo
sustentada por duas linhas de evidéncias. Em
primeiro lugar, os hospedeiros acometidos por
doencas causadas por S. aureus desenvolvem uma
resposta de anticorpos séricos & Hla relacionada ao
grau de expressdo da toxina (Kolata et al., 2011,
Adhikari et al., 2012; Fritz et al., 2013). Individuos
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com risco de septicemia por S. aureus
apresentaram uma diminuicdo desse risco em
individuos com altos titulos de anticorpos séricos
contra Hla e outras quatro toxinas de S. aureus
(Adhikari et al., 2012). A segunda linha de
evidéncia estda fundamentada em estudos de
genética microbiana e da analise do perfil proteico.
A linhagem S. aureus denominada ‘“Phage-type
80/81” foi muito importante nas epidemias durante
as décadas 1950-1960, sendo caracterizada como
altamente virulenta. Quando foram estudados os
loci hla e agr (Accessory Gene Regulator) da
linhagem Phage-type 80/81 constatou-se a
capacidade de expressdo da Hla e produgdo de
infecBes mediadas por esta toxina. Ja no caso da
linhagem EMRSA-16 e seus clones associados
observou-se mutacfes pontuais em ambos loci, o
que impediu a producdo da Hla e reduziu a
viruléncia desta linhagem (DeLeo et al., 2011).

Toxina  hemolitica ou f toxina (Hlb)

A toxina B hemolitica foi identificada em
1935 por Glenny e Stevens (1935). E uma
esfingomielinase C dependente de Mg?* que
degrada a esfingomielina presente na membrana
celular de eritrécitos, leucocitos, neurdnios e outros
tipos de células, causando lise (Bernheimer et al.,
1974; Dinges et al., 2000). O gene hlb foi
identificado, clonado e sequenciado em 1989,
sendo HIb sintetizada como uma proteina de 39kDa
de 330 aminoacidos (Projan et al., 1989);
posteriormente é clivada e excretada na forma ativa
de 35kDa (Dinges et al.,, 2000). Quando foi
identificada a sequéncia de nucleotideo e
consequentemente a sequéncia de aminoéacidos
observou-se que existia 55,7% de similaridade com
a sequéncia de 200 aminoacidos da
esfingomielinase de Bacillus cereus (Projan et al.,
1989).

A B toxina também é conhecida como a
toxina quente-frio, pois a 37°C interage com as
celulas vermelhas do sangue de ovelha, mas néo as
lisam. Se os glébulos vermelhos sdo colocados a
4°C, as células sdo lisadas. Isto é observado pela
auséncia de hemdlise em placas de &gar sangue a
37°C e depois uma hemdlise completa a 4°C
(Huseby et al., 2007).

A B toxina é produzida pela maioria dos
isolados de S. aureus associados as mastites
bovinas (Aarestrup et al., 1999) e infecdes crbnicas
da pele de humanos (Katayama et al., 2013). O
estudo de Huseby et al. (2007) sobre mutacGes no
sitio ativo da HIb demonstraram que a atividade

hemolitica e linfotoxicidade estdo relacionadas a
funcéo esfingomielinase. Os estudos da HIb in vitro
e in vivo indicam a importancia desta toxina na
patogenia dos processos infeciosos e como um
problema potencial para a satde publica (Cifrian et
al., 1996; Katayama et al., 2013).

Em um experimento in vitro observou-se
que a Hlb lesionou as células do epitélio secretor
bovino, incrementou o efeito nocivo da o toxina e
aumentou a aderéncia de S. aureus as células do
epitélio secretor, 0 que permitiu uma maior
proliferacdo da bactéria (Cifrian et al., 1996). A lise
de mondcitos humanos pela HIb apresentou uma
cinética rapida, com lise de 50% dos mondcitos
(10% células/mL) em 60 min. por apenas
0,001U/mL de HIb com liberagdo no meio de
interleucina-1p, receptor soltvel de interleucina-6
e CD14 soluvel. Neste sentido, a destruicdo dos
mondacitos pela Hlb esteve associada a liberagéo de
citocinas que sdo importantes no inicio e na
progressdo de doencas infecciosas (Walev et al.,
1996). Por outro lado, Tajima et al. (2009)
observaram o efeito anti-inflamatério in vitro da
beta toxina, reduzindo a producdo de interleucina 8
mediante a atividade citotoxica das células
endoteliais. Huseby et al. (2010) relataram que a
HIb é uma esfingomielinase neutra que forma
ligagdes covalentes entre S. aureus na presenca de
DNA, sendo denominada atividade de ligacdo de
biofilme, independente da atividade da
esfingomielinase, sendo a B toxina uma potente
estimuladora da formacéo de biofilme.

Toxina v hemolitica ou gama toxina (Hlg)

O fragmento de ADN que possui a gama
toxina foi clonado em 1988, e a partir das
evidéncias genéticas constatou-se que para a
atividade hemolitica acontecer é necessaria a acao
conjunta de dois polipeptidios codificados por dois
genes independentes, sendo os polipeptideos
produzidos de 32kDa e 36kDa, respectivamente
(Cooney et al.,, 1988). A partir de estudos
realizados por Prevost et al. (1995) obteve-se um
maior entendimento sobre as propriedades fisico-
guimicas e bioldgicas desta toxina e das inter-
relacBes entre os polipeptideos que a compde. Os
polipeptideos s&o denominados componentes S e F
(Slow- and Fast-eluting Proteins). Em isolados que
produzem ambos polipeptideos podem estar
presentes uma das trés unidades S (HIgA, HIgC e
LukS-PV) e uma das duas unidades F (HIgB e
LukF-PV), existindo seis possiveis formas da
toxina y hemolitica. Também foi observado uma
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alta porcentagem de sequéncias idénticas entre as
unidades dentro de cada grupo.

Os genes IukS-PV e IlukF-PV (Panton-
Valenine-Leukocidin) ~ foram  clonados e
sequenciados por Prevost et al. (1995). O gene
lukS-PV codifica um polipeptideo de 312
aminoécidos que inclui os 28 aminoécidos
residuais que séo clivados para obter a forma ativa
do polipeptideo. J& o gene lukF-PV codifica para
325 aminoécidos, incluindo os 24 aminoacidos
residuais que sao clivados para obter a forma ativa
do polipeptideo.

Entre as seis possiveis formas da toxina y
hemolitica observou-se que as combinacgdes HIgA-
HlgB, HIgA-LukF-PV e HIgC-HIgB apresentaram
alta atividade hemolitica, sendo a HIgA-HIgB a que
apresentou a maior atividade. As combinagdes
restantes demonstraram baixa atividade hemolitica,
no entanto, as seis combinacdes foram eficientes na
lise de leucécitos (Konig e Prevost, 1997). O efeito
clinico e bioldgico das diferentes combinagdes da
toxina y hemolitica foi avaliado em um modelo in
vivo, observando-se a seguinte ordem das
diferentes combinagdes em relagdo a intensidade
da inflamacdo e necrose: HIgA-LukF-PV > HIgA-
HlgB > LukS-PV-HIgB > LukS-PV-LukF-PV >
HIgC-HIgB > HlgC-LukF-PV (Siqueira et al.,
1997).

Toxina 6 hemolitica ou delta toxina (Hld)

A delta toxina é uma exotoxina de baixo
peso molecular (26 aminoécidos) que forma
estruturas poliméricas com capacidade de lisar uma
ampla diversidade de células. Esta toxina é
codificada pelo gene que sintetiza simultaneamente
0 ARN III que funciona como um regulador global
da superficie celular e dos fatores de viruléncia
secretados (Novick, 2003).

O gene hld é formado por 514 nucleotideos
onde os primeiros 160 formam 45 c6dons de leitura
aberta. A delta toxina é produzida por 97% dos
isolados de S. aureus e calcula-se que entre 50 a
70% dos Staphylococcus Coagulase Negativos
produzam esta toxina (Dinges et al., 2000).

O mecanismo de acdo da delta toxina tem
sido objeto de interesse de diferentes estudos. A
partir da estrutura secundaria de a-hélice desta
toxina, com presenca de dominios hidrofobicos e
hidrofilicos em posicoes opostas foi proposto que a
delta toxina atua como agente surfactante,
destruindo a membrana celular. A velocidade com
que a célula alvo € lisada suporta esta hipotese,
onde primeiro sdo liberadas particulas de baixo

peso molecular com a subsequente exposi¢do a
toxina, sendo liberadas moléculas de maior
tamanho (Freer e Birkbeck, 1982; Lee et al., 1987).

Enterotoxinas estafilocdcica

As SEs sdo proteinas pequenas, secretadas
no meio, sdo sollveis em &gua e solucéo salina. Os
aminoécidos lisina, &cido aspartico, acido
glutdmico e tripsina sdo abundantes na estrutura
priméria destas enterotoxinas (Le Loir et al., 2003).
Até 0 momento sdo conhecidos 23 sorotipos entre
enterotoxinas e enterotoxinas-like (Enterotoxin-
like SEI) (Wilsonetal., 2011; Rall et al., 2014; Ono
etal., 2015).

As SEs constituem uma grande familia de
toxinas que apresentam uma estreita relagdo
filogenética, estruturas comuns, funcbes e
sequéncias homdlogas. Andlises cristalograficas
revelaram que estas moléculas possuem forma
elipsoidal e que sdo pregueadas de modo a formar
dois dominios contendo uma mistura de estruturas
a-hélices e folhas-B pregueadas (Balaban e
Rasooly, 2000). As SEs apresentam duas funcdes,
como toxina gastrointestinal e superantigeno que
estimula a proliferagdo de células T ndo especificas
(Jarraud et al., 2001). Estas fungdes encontram-se
localizadas em dominios separados das proteinas,
mas correlacionadas, por isto a perda de uma das
fungdes (que pode ser causada por mutagdes)
também determina a perda da outra fungdo (Harris
etal., 1993).

A enterotoxigenicidade e o efeito emético
estdo relacionados a estimulacdo do sistema
nervoso central, ap0s atuacdo da toxina nos
receptores neurais dos intestinos (Monday e
Bohach, 1999). As intoxicacOes alimentares por
SEs sdo caracterizadas por apresentar um curto
periodo de incubacdo (2 a 6 horas) apds ingestdo da
toxina, seguido por nausea, vomito, dor abdominal
e diarreia. Na maioria dos hospedeiros, a diarreia
ocorre devido ao aumento do peristaltismo
intestinal e perda de liquido pelo organismo
(Balaban e Rasooly, 2000). Também foi sugerido
por Hu et al. (2005) que o contato desta
enterotoxina com o epitélio intestinal compromete
a funcéo epitelial pelo aumento da liberacdo de
calcio intracelular, e seu efeito sobre a sinalizacéo
celular deste tecido. As SEs sdo resistentes a
atividade das proteases gastrointestinais como por
exemplo a pepsina e tripsina (Cretenet et al., 2011)
e mantém suas atividades biolégicas mesmo ap6s
serem submetidas a altas temperaturas (Senger e
Bizani, 2011).
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A atividade como superantigeno implica na
proliferacdo de células T ndo especificas. Para
desencadear a resposta imune celular mediada por
células T, o primeiro evento é o reconhecimento do
antigeno pelo receptor de membrana das células T
(T Cell Antigen Receptor TCR) (Fields et al.,
1996). O antigeno é apresentado pelo TCR na
forma de peptideo processado associado com
moléculas do complexo maior de
histocompatibilidade (Major Histocompatibility
Complex MHC) classe | e 1l, que sdo proteinas de
membrana exibidas na superficie de células
apresentadoras de antigeno (Fink et al., 1986). Este
tipo de reconhecimento é a base para a alta
especificidade da resposta imune onde poucas
células T podem reconhecer um antigeno
especifico.

Por outro lado, a atividade como
superantigeno das SEs permite interatuar com
muitas células T de forma inespecifica, sendo um
forte ativador de linfécitos T (Le Loir et al., 2003).
Os receptores (TCR Vp) para as SEs nas células
apresentadoras de antigeno interagem com a
molécula MHC da classe Il, promovendo a
ativacdo de forma inespecifica das células T (Choi
et al., 1989/1990). Devido a essa interagdo, as SEs
ativam até 25% dos linfdcitos T (Kappler et al.,
1994); em contraste, 0s antigenos classicos
estimulam 0,0001-0,01% das células T (Fink et al.,
1986). A ativagdo de forma inespecifica das células
T junto a segregagdo massiva de citocinas, como
por exemplo fator de necrose tumoral (TNF) a e j3,
interleucinas (IL) 1 e 2 e interferon (INF) y é
responsavel pelos sinais clinicos observados na
septicemia e na sindrome do choque tdxico,
levando as células a apoptose e resultando em
imunossupressdo (Rellahan et al., 1990).

Enterotoxina estafilocdcica A (SEA)

O gene que codifica para SEA (sea) é
carreado por um fago (®Sa3) (Betley e Mekalanos,
1985). Estudos de hibridaco do DNA sugerem que
este fago se integra ao cromossomo bacteriano por
circularizacdo e cruzamento reciproco. O gene é
composto por 771 nucleotideos que codificam o
precursor da enterotoxina A que apresenta 257
residuos de aminodcidos (Huang et al., 1987). A
forma ativa da SEA é obtida ap6s a remocao de 24
aminoacidos na porgdo hidrofébica final da
sequéncia (Betley e Mekalanos, 1988). Existem
trés isoformas com diferentes pontos isoelétricos
que sugerem variacBes no processamento ou

modificacBes pos-traducdo. A expressdo da SEA
comega desde a segunda metade da fase de
crescimento exponencial ndo sendo regulada pelo
gene acessorio regulador (agr) (Tremaine et al.,
1993).

Enterotoxina estafilocdcica B (SEB)

O gene seb pode ser encontrado no
cromossomo bacteriano (Shafer e landolo, 1978),
em um plasmideo de 0,75 x 10° Da (Shalita et al.,
1977) e no plasmideo pZA10 de 56,2 kilo-bases
(Altboum et al., 1985). O gene possui
aproximadamente 801 nucleotideos (Johns e Khan,
1988), e a proteina precursora da enterotoxina B
estd formada por 267 aminoacidos, incluindo 27
residuos de aminoacidos na porcdo final da
sequéncia que é removido para a obtencdo da SEB
funcional. O gene seb é observado no cromossomo
bacteriano em estirpes de S. aureus isoladas de
casos clinicos de intoxicacdo alimentar (Shafer e
landolo, 1978). Contudo, em outras estirpes de
S. aureus, 0 gene seb é carreado por um plasmideo
de 750kb (Shalita et al., 1977).

Enterotoxina estafilocdcica C (SEC)

As SECs sdo formadas por um grupo de
enterotoxinas (SEC1, SEC2 e SEC3) conservadas
com significativa relagdo imunoldgica cruzada
(Bergdoll et al., 1965). Em isolados obtidos de
bovinos observou-se que o0 gene sec € transportado
pela ilha de patogenicidade SaPIbov (Fitzgerald et
al., 2001). O gene secl é transportado pelo
plasmideo pZA10 de 56,2 kilo-bases (Altboum et
al., 1985). Os genes secl, sec2 e sec3 apresentam
801 nucleotideos e codificam proteinas precursoras
das enterotoxinas de 266 amino&cidos contendo 27
residuos de aminoacidos que sdo removidos para
obter as enterotoxinas na sua forma ativa
extracelular (Couch e Betley, 1989). A SEC3 difere
da SEC2 em quatro aminoacidos e da SEC1 em
nove aminodcidos; 0s 167 residuos de aminoacidos
terminais sdo idénticos nos trés tipos de
enterotoxinas com exce¢do de um aminoacido
conservado no SEC3 (Hovde et al., 1990).
Analisando isolados de S. aureus obtidos de
bovinos e ovinos Marr et al. (1993) observaram que
cada estirpe produzia uma variante especifica para
cada hospedeiro; este resultado sugere que a
heterogeneidade da toxina se deve a um processo
de modificacdo e selecdo do gene sec que facilite a
sobrevivéncia do S. aureus no respectivo
hospedeiro.
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Enterotoxina estafilocécica D (SED)

O gene sed esta localizado no plasmideo
penicilinase de 27,6 Kkilo-bases denominado
pIB485, estando este plasmideo presente em todas
os isolados de S. aureus produtores de SED. O gene
sed contém 777 nucleotideos e codifica a proteina
precursora de 258 aminoécidos que contém 30
residuos de amino&cidos que serdo removidos para
obter a enterotoxina na sua forma ativa (Bayles e
landolo, 1989). Esta enterotoxina é parte do grupo
dos superantigenos (SEA, SED, SEE, SEH, SEl e
SEJ) dependente de zinco para aumentar a
afinidade na interacdo com a molécula do MHC
classe Il (Petersson et al., 2001). A sintese da SED
é regulada mediante 0 gene acessorio regulador
(agr) de S. aureus. Como resultado dessa
regulacdo, a expressdo do sed acontece apos a fase
exponencial de crescimento (Bayles e landolo,
1989).

Enterotoxina estafilocdcica E (SEE)

O gene see localiza-se em bacteriéfago e
apresenta 84% da sequéncia de nucleotideos
homologa com a do gene sea. O gene see contém
774 nucleotideos sendo a SEE sintetizada como
uma proteina precursora de 257 aminoacidos e a
forma ativa da enterotoxina contém 230 residuos
de aminodcidos (Couch et al., 1988).

Enterotoxina estafilocdcica G (SEG)

Os genes seg e sei foram descritos
inicialmente em duas estirpes de S. aureus
(Munson et al.,, 1998), mas ambos 0s genes
coexistiram nos isolados clinicos de S. aureus
avaliados por Jarraud et al., (1999). O gene seg
encontra-se no agrupamento de genes de
enterotoxinas no  cromossomo  bacteriano
(Enterotoxin Gene Closter egc) (Jarraud et al.,
2001). Este gene contém 777 nucleotideos e
codifica uma proteina precursora de 258
aminoacidos que € clivada para obter-se a
enterotoxina ativa com 233 aminoécidos (Munson
etal., 1998).

Enterotoxina estafilococica H (SEH)

O gene seh descrito por Ren et al. (1994)
possui 654 nucleotideos em sua sequéncia de DNA
e codifica a proteina ativa de 218 aminoacidos. A
sequéncia de aminoacidos terminal NH; é Unica e
nos testes imunoldégicos ndo foi identificada
atividade cruzada entre a SEH e as enterotoxinas
previamente descritas (Su e Wong, 1995).

Enterotoxina estafilocdcica | (SEI)

O gene sei também ¢ localizado no
agrupamento de genes de enterotoxinas no
cromossomo bacteriano (Jarraud et al., 2001). E
formado por 729 nucleotideos e sintetiza o
precursor de 242 amino&cidos; a enterotoxina na
sua forma ativa é composta por 218 aminoécidos
(Munson et al., 1998).

Enterotoxina estafilocécica J (SEJ)

O plasmideo penicilinase de 27,6 kilo-bases
(pIB485) revelou um enquadramento de leitura
aberta que codifica a SEJ. Os genes sed e sgj
transcrevem-se em direcbes opostas e estdo
separados por 895 nucleotideos. Os estudos de
amplificacdo por PCR do gene sej sugerem que 0S
isolados de S. aureus portadores do plasmideo com
0 gene sed também apresentam o gene sej (Zhang
etal., 1998).

No espaco entre 0s genes seg e sei e as
regibes que limitam o agrupamento de genes de
enterotoxinas observam-se trés regides de leitura
aberta referentes as enterotoxinas-like designadas
sek, sel e sem e também dois pseudogenes y entl e
y ent2 (Jarraud et al., 2001).

Toxina da sindrome do choque toéxicoTSST-1
(Toxic Shock Syndrome Toxin-1)

Inicialmente, a TSST-1 foi classificada
como SEF, o que explica que na atualidade ndo
exista esse sorotipo. O gene tst é transportado pela
ilha de patogenicidade SaPIbov (Fitzgerald et al.,
2001). Este gene ¢ significativamente mais
frequente em isolados de S. aureus associados as
doencas em animais quando comparados aos
isolados de humanos (Van Leeuwen et al., 2005).
As SEs e as TSST-1 apresentam estrutura e
atividade bioldgica comuns (toxina gastrointestinal
e superantigeno), o que sugere que derivam de um
ancestral comum. Apresentam  significativa
homologia na estrutura primaria, secundaria e
tercidria (Marrack e Kappler, 1990). A toxina do
choque toxico determina manifestacfes clinicas
como febre acima de 39°C, exantema com
descamacdo, hipotensdo, podendo afetar o0s
sistemas muscular (mialgia severa), renal (elevacéo
de uréia e creatinina), hepatico (elevacdo das
transaminases e hiperbilirubinemia),
hematopoetico (trombocitopenia e linfocitopenia)
e nervoso central (desorientacdo, sem sinais
neuroldgicos focais) (Veronesi e Focaccia, 1997).
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Polissacarideo capsular

A maioria dos isolados de S. aureus
envolvidos em infe¢Bes tanto nos humanos como
em animais produzem polissacarideo capsular
(Capsular Polysaccharide CP), sendo os sorotipos
5 (CP5) e 8 (CP8), os mais frequentes (O'Riordan
e Lee, 2004). Outros dois sorotipos descritos foram
0s CP1 e CP2, baseados nas reacGes com antissoros
de coelho (Karakawa e VAnNn, 1982). Os isolados
com estes sorotipos produzem colénias mucoides
em meio solido e sdo raramente encontradas nos
isolados clinicos (Arbeit et al., 1984; Sompolinsky
et al., 1985). Os isolados que ndo reagem com 0s
antissoros CP1, 2, 5 e 8 devem ser denominados
como ndo tipificaveis (O'Riordan e Lee, 2004).

A expressdo dos sorotipos CP5 e CP8 é
influenciada por condigdes ambientais e de
crescimento da bactéria. Por exemplo, o
crescimento de S. aureus em meio de cultura com
limitagBes de ferro e sodio favorece a expressdo
CP8 (Lee et al., 1993). A expressdo do CP5 pode
ser comprometida por altas concentracbes de
extrato de levedura, condicBes de crescimento
alcalinas (Dassy et al., 1991), incremento nas
concentracdes de CO; (Stringfellow et al., 1991;
Herbert et al., 1997) e anaerobiose (Dassy et al.,
1991); porém a expressdo do CP5 é favorecida
guando o crescimento acontece no leite (Sutra et
al., 1990).

Em relacdo a funcdo do polissacarideo
capsular, a teoria mais aceita é de que a patogénese
das infecdes estafilococicas confere protecao
antifagocitaria o que permite a persisténcia do
micro-organismo no sangue ou em tecidos do
hospedeiro (Sutra et al., 1990; Thakker et al.,
1998). QOutros grupos de pesquisadores acreditam
gue a ndo expressdo do polissacarideo capsular
permite que esses isolados persistam por maior
tempo no nicho intracelular da glandula mamaria,
enquanto que os isolados que expressam 0S
polissacarideos capsulares promovem maior
reacdo inflamatéria e sdo eliminados mais
rapidamente (Tuchscherr et al., 2005). Estudos
recentes sugerem que isolados com genotipos
cap5-agr grupo | estdo melhores adaptados as
condi¢des ambientais hostis que os gendtipos cap8-
agr grupo Il, além de que este ultimo gendtipo
(cap8-agr 1) apresenta menor capacidade invasiva
(Bardiau et al., 2016).

As estruturas bioquimicas dos
polissacarideos capsular CP1 (Murthy et al., 1983),
CP2 (Hanessian e Haskell, 1964), CP5 (Moreau et
al., 1990) e CP8 (Fournier et al., 1984) podem ser

observadas na Figura 2. O CP5 e CP8 apresentam
aclcares similares repetidos, mas o0s dois
polissacarideos sdo sorologicamente distintos
devido as diferencas nas unides entre os aglcares e
o sitio de O-acetilacdo do monossacarideo residual
(Jones, 2005).

CP1: (- 4)-0-D-GalNAcA-(1 —» 4)-a-D-GalNAcA-(1 — 3)-a-D-FucNAc-(1 =),
CP2:(— 4)-f-D-GlcNAcA-(1 = 4)-B-D-GlcNAcA-(L-alanyl)-(1 =),

CP5: (- 4)-3-0-Ac-f-D-ManNAcA-(1 —» 4)-a-L-FucNAc-(1 — 3)-f-D-FucNAc-(1 =),
CP8: (- 4)-4-0-Ac-f-D-ManNAcA-(1 - 3)-a-L-FucNAc-(1 - 3)-f-D-FucNAc-(1 -),

Figura 2. Estruturas bioguimicas dos polissacarideos
capsulares.

Os genes que codificam para CP5 e CP8 séo
cromossdmicos e de natureza alélica. O cluster de
genes capsular estd formado por 16 genes
intimamente ligados, desde o cap5(8) A até
cap5(8) P transcritos em um Unico sentido. As
regibes centrais cap5(8) HIJK sdo homélogas entre
si e especifica para o alelo (Figura 3) (Cocchiaro et
al., 2006). Neste sentido, destaca-se que alguns
estudos descrevem isolados portadores de ambos
0s genes, quando isso biologicamente ndo poderia
ser possivel, sendo mais provavel o isolamento de
duas estirpes diferentes cada uma portadora de um
dos alelos. Por exemplo, no trabalho publicado por
Kumar et al. (2011) um dos isolados obtidos de
casos de mastites clinica seria hipoteticamente
portador dos dois alelos ou do trabalho publicado
por Ote et al. (2011) em que 5/229 isolados de
S. aureus causadores de mastite em bovinos
apresentariam iguais caracteristicas. Salasia et al.
(2011) ressaltam o grande numero de isolados que
sdo descritos como portadores dos dois alelos
cap5(8), sendo 39,02% (16/41) do total dos
isolados avaliados. Mais recentemente o trabalho
publicado por Waryah et al. (2014) descreve um
isolado como portador dos dois alelos.

s [alelc oleleleln[t]s[«[r][m[n]ofe]

Regides comuns | Regies especificas!  Regides comuns

cps [A[8]c] o [e[rle[n[1]s[k[L]m[n]ofP]

Figura 3. Diagrama esquematico das diferentes regides dos
loci cap5 e cap8 (Cocchiaro et al., 2006). Cada
quadrado representa 0s genes individuais
formadores de cada locus.

Formacéo de biofilme

Os biofilmes sdo comunidades estruturadas
de células bacterianas encapsuladas em uma matriz
de polimeros auto-produzidos e aderidos a uma
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superficie viva ou inerte (Costerton et al., 1999). O
modelo de crescimento bacteriano em biofilme
explica a ineficacia dos anticorpos (Lam et al.,
1987) e células brancas (Leid et al., 2005) frente a
estas comunidades bacterianas. Stewart (2002)
demonstrou a ineficécia de antimicrobianos frente
as bactérias com crescimento em biofilme.
Também foi observado que o biofilme tem a
capacidade de induzir hiper-inflamagdo no
hospedeiro favorecendo altos niveis de citocinas
pré-inflamatérias (Trengove et al., 1996) e grande
numero de neutrdfilos (Diegelmann, 2003).

A formacdo de biofilme é um dos mais
importantes mecanismos de sobrevivéncia da
bactéria no nicho extracelular. Confere protecéo
frente ao sistema imune do hospedeiro e atividade
aos agentes antimicrobianos (Jolivet-Gougeon e
Bonnaure-Mallet, 2014). A prote¢do frente ao
sistema imune do hospedeiro é conferida pelo
polimero formador do biofilme frente a atividade
fagocitaria dos macrofagos, opsonizacéo e frente as
espécies reativas de oxigénios dos
polimorfonucleares (Johnson et al., 1986; Yasuda
et al., 1994). Também foi observada uma
diminuicao da atividade bactericida dos neutréfilos
frente a isolados de S. aureus produtores de
biofilme (Barrio et al., 2000). Diferentes
mecanismos sdo conhecidos como responsaveis
pela resisténcia de micro-organismos com
crescimento em biofilme frente a agentes
antimicrobianos podendo ser mencionados:
diminuichio  da  penetragio do  agente
antimicrobiano dentro do biofilme, alteracdo da
taxa de crescimento dos micro-organismos dentro
do biofilme e modificacBes fisioldgicas nas
bactérias devido ao modo de crescimento no
biofilme, incluindo as células persistentes
(Melchior et al., 2006).

A fase planctonica de crescimento
microbiano pode ser vista como a fase de disperséo
do agente de uma superficie a outra. Na maioria dos
ambientes naturais, 0s micro-organismos tentam se
aderir as superficies disponiveis. Apos a aderéncia
inicial da bactéria na superficie, a motilidade
superficial e a divisdo binaria sdo responsaveis pela
incorporacdo de células aderidas (Stoodley et al.,
2002). A fase inicial de formacéo de biofilme inclui
duas sub-etapas: a primeira compreende a adesao
das células a uma superficie, facilitada por adesinas
associadas a parede celular que € resultado da
interacdo de diferentes genes (Mack, 1999). A
segunda  sub-etapa é caracterizada pela
multiplicacdo celular e formacdo da estrutura

madura de biofilme consistente em muitas camadas
de células conectadas entre si  por um
polissacarideo extracelular (Yarwood e Schlievert,
2003). Finalmente no processo de maturagdo,
muitos Staphylococcus geram uma camada viscosa
que oferece maior protecdo as bactérias no
biofilme. A natureza quimica dessa camada viscosa
ainda ndo foi bem definida, mas evidéncias
sugerem que esta é formada predominantemente
por polissacarideos hidratados (Melchior et al.,
2006).

O potencial de crescimento do biofilme
bacteriano ¢é limitado pela disponibilidade de
nutrientes dentro do biofilme e os diferentes canais
de fluxo através do biofilme visam manter a
perfusdo de nutrientes (Stoodley et al., 2002).
Outros fatores que influenciam a maturacdo do
biofilme sdo o pH interno, a perfusdo de oxigénio,
a fonte de carbono e a osmolaridade. Quando o
biofilme atinge uma massa critica, a camada de
células externas comeca a gerar células no estado
plancténico, as quais ficam livres do biofilme e
colonizam outras superficies (Dunne, 2002).

A capacidade de formar biofilme pelos
Staphylococcus pode ser estudada pela expressao
fenotipica do biofilme ou pela triagem dos genes
associados com esta formagdo. Estudo conduzido
por Oliveira et al. (2006) indicou que isolados de
S. aureus e S. epidermidis obtidos de amostras de
leite bovino com mastites subclinica séo produtores
de biofilme. Outro estudo conduzido na Argentina
revelou altas frequéncias na expressdo fenotipica
do biofilme, assim como de genes que favorecem a
adesdo e formacdo de biofilme nos isolados de
S. aureus e Staphylococcus coagulase-negativos
(SCN) causadores de mastites em bovinos (Felipe
et al., 2017). No caso do S. aureus, a producdo de
biofilme diminui significativamente nos casos de
mastites, mas aumenta a capacidade de colonizacéo
da glandula mamaria (Cucarella et al., 2004).

A producdo de biofilme esta associada aos
loci ica (Intercellular Adhesion), bap (Biofilm-
Associated Protein), agr (Accessory Gene
Regulator) e sar (Staphylococcal Accessory
Regulator). Porém, os isolados com capacidade de
produzir biofilme ndo necessariamente portam
todos estes genes, 0 que demonstra que outros
mecanismos também estdo relacionados a
formagdo de biofilme (Fox et al., 2005; Lasa e
Penades, 2006; Planchon et al., 2006).

No estudo de Tormo et al. (2005) foi
identificado, clonado e sequenciado o gene bap em
diferentes espécies de SCN (S. epidermidis, S.
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chromogenes, S. xylosus, S. simulans e S. hyicus).
Os autores observaram uma alta similaridade deste
gene gquando comparado com o gene ortlogo de
S. aureus, 0 que sugere uma transferéncia genética
horizontal da ilha de patogenicidade SaPlbov2; os
isolados portadores do gene bap foram fortes
produtores de biofilmes e ndo foram detectados os
operons icaABCD em nenhum deles.

No crescimento bacteriano em biofilme, a
deteccdo de qudérum constitui um mecanismo de
comunicacdo célula a célula que permite a
sincronia na expressdo de genes em resposta a
densidade na populacdo celular (Solano et al.,
2014). No caso de S. aureus, a regulacdo da
deteccdo de qudérum no desenvolvimento do
biofilme é dependente do sistema agr (Vuong et al.,
2000; Boles e Horswill, 2008). No estudo de
Solano et al. (2014) é salientado que moléculas
surfactantes similares em diferentes espécies
bacterianas sdo capazes de induzir a dispersdo do
biofilme; neste sentido a utilizacdo simultanea de
moléculas surfactantes com antimicrobianos
poderia ser uma alternativa promissora para a
erradicacdo de biofilmes bacterianos. Na reviséo de
Blackledge et al. (2013) é compilada informacgéo
referente a pequenas moléculas que interferem com
a comunicacao bacteriana e vias de sinalizagdo que
dificultam a deteccdo de quérum e dois
componentes do sistema de traducdo de sinais.
Também é abordada a utilizacdo de enzimas que
degradam componentes da matriz extracelular
provocando a destruicdo do mesmo (Blackledge et
al., 2013). Outras estratégias para combater a
formac&o de biofilme bacteriano séo a inibicéo da
adesdo bacteriana no primeiro estagio de formacéo
do biofilme (inibicdo n&o especifica e especifica da
adesdo) e estratégias que visam aumentar a
tolerancia de biofilme aos antibi6ticos para
aumentar o tempo de acdo dos mesmos (Beloin et
al., 2014).

Considerac0es Finais

Os estudos dos processos infeciosos com a
participacdo de S. aureus requerem a compreensao
dos mecanismos de adesdo bacterianas, toxicidade
celular e evasdo deste patdégeno, além do
conhecimento dos mecanismos de defesa do
hospedeiro, que sdo abordados frequentemente em
pesquisas. O aprofundamento nos estudos dos
diferentes mecanismos de acdo dos fatores de
viruléncia permitird vislumbrar novas estratégias
para interferir nas atividades de toxinas ou familia
de proteinas associadas a fatores de viruléncia.
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