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RESUMO

NINO-ARIAS, F. C. Estudos de viruléncia, adesdo e invas&do in vitro de
Staphylococcus aureus isolado de queijo tipo Minas. 2017. 077f. Dissertacéo
(Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade
de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2017.

Staphylococcus aureus € um micro-organismo amplamente adaptavel, assim, pode
viver em uma grande variedade de ambientes, inclusive nos alimentos. Dentre as
toxi-infeccbes alimentares de origem bacteriana relatadas, cerca de 50% estéo
relacionadas com a producdo de enterotoxina estafilococica. No Brasil, 0 queijo
Minas frescal € o tipo de queijo mais consumido (aproximadamente 30g/pessoa/dia)
e a ocorréncia desta bactéria € alta em queijos artesanais. Para este estudo, foram
obtidos isolados de S. aureus produtores de enterotoxina e foram selecionados
também dez isolados bacterianos, como microbiota acompanhante de uma amostra
de queijo Minas. Foi avaliada a atividade inibitéria da microbiota acompanhante
frente a S. aureus, por meio de testes de antagonismo em agar. Dentre as bactérias
testadas, um isolado de Leuconostoc mesenteroides MC5 e um isolado de
Lactococcus lactis MC5 mostraram atividade antiestafilocécica. Foi realizado
também teste em agar, com utilizacdo de proteases, para avaliacdo da natureza
proteica do inibidor, que seria indicativa da presenca de bacteriocinas. Esses
compostos sdo de grande interesse para bioconservacdo de alimentos e, neste
trabalho, foi verificada a natureza proteica do (s) inibidor (es) produzido (os) por L.
lactis. A persisténcia de S. aureus no ambiente de producdo de alimentos derivados
de leite depende, em parte, de sua capacidade de adesdo e invasdo em células
eucaridticas, causando mastite em gado leiteiro. Além disso, S. aureus é um
importante patégeno nosocomial, com potencial para causar além de gastrenterite
por producdo de enterotoxinas, quadros de infeccdo em outros sitios anatémicos.
Desse modo, foi avaliada também neste trabalho, a capacidade de adeséo e invaséao
de um isolado selecionado de S. aureus isolado de queijo Minas, utilizando como
modelo cultura de células eucaridticas das linhagens Hep-2 e Caco-2. Para este
ensaio, culturas de células eucaritticas foram infectadas com S. aureus em
combinac¢éo com L. lactis MC5 e/ou L. mesenteroides MC5, bem como foi avaliada a
atividade antimicrobiana do extrato bruto da cultura de L. lactis MC5(sobrenadante
livre de células - SLC). Os resultados dos testes de adesédo-invasao foram altamente
dependentes da cultura celular avaliada e das condicGes experimentais relativas ao
metabolismo bacteriano e da célula hospedeira. Finalmente, foram selecionados
genes importantes para a viruléncia de S. aureus (hla, icaA e sea) para estudos de
expressdo génica por meio da técnica de PCR em tempo real, demonstrando
diferencas significativas na expressao dos trés genes quando testados em diferentes
condi¢gbes de cultivo, o que poderia sugerir que o potencial virulento de S. aureus
esta diretamente relacionado a condi¢cdes ambientais e locais de isolamento, com
implicagdes importantes para a garantia da inocuidade de alimentos.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus, laticinios, viruléncia, adesao e invasao de
células eucaridticas, atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

NINO ARIAS, F. C. Virulence studies, in vitro adhesion and invasion of
Staphylococcus aureus isolated from Minas cheese. 2017. 077p. Dissertation
(Master). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de
Séo Paulo, Ribeirdo Preto, 2017.

Staphylococcus aureus is a widely adaptable microorganism, it can live in a wide
variety of environments including food. Among the bacterial foodborne reports, about
50% are related to the enterotoxins production. In Brazil, Minas frescal cheese is the
most consumed cheese type (approximately 30g / person / day) and the occurrence
of this bacterium is high in artisanal cheeses. For this study, isolates of S. aureus
enterotoxin producer were obtained and ten bacterial isolates were selected such as
microbiota from a Minas cheese sample. The inhibitory activity of the microbiota
against S. aureus was evaluated by antagonism agar tests. Among the bacteria
tested, one isolate of Leuconostoc mesenteroides and one isolate of Lactococcus
lactis showed antiesthetikococcal activity. Agar test using proteases, was also carried
out to evaluate the protein nature of the inhibitor, which would be indicative of
bacteriocin production. These compounds have a great interest for food
bioconservation; in this work was determined the protein nature of the inhibitor (s)
produced by L. lactis. The persistence of S. aureus in the milk-derived food
production environment depends, in part, on its capacity for adhesion and invasion in
eukaryotic cells, causing mastitis in dairy cattle. In addition, S. aureus is an important
nosocomial pathogen causing of gastroenteritis by enterotoxin production and
infection in other anatomical sites. Thus, the capacity of adhesion and invasion of a
selected isolate of S. aureus isolated from Minas cheese, using a Hep-2 and Caco-2
models of eukaryotics cells cultures was also evaluated. For this assay, eukaryotic
cell cultures were infected with S. aureus in combination with L. lactis and/or L.
mesenteroides, as well the antimicrobial activity of crude extract from L. lactis (cell
free supernatant - SLC). The results of the adhesion-invasion tests were highly
dependent on the assessed cell culture and experimental conditions concerning
bacterial and host cell metabolism. Finally, important S. aureus virulence genes (hla,
icaA and SEA) were selected for the study of gene expression through the real-time
PCR technigue demonstrating significant differences in the expression of the three
genes when tested in the different media, which could suggest that the virulent
potential of S. aureus is directly related to environmental and local conditions of
isolation, with important implications for food safety assurance.

Keywords: Staphylococcus aureus, dairy products, virulence, cell culture, inhibitory
activity.
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Introducéao

Leite e derivados constituem parte importante da dieta da maioria da
populacao e, dentro desta categoria de alimentos, encontra-se o queijo frescal - um
dos derivados lacteos artesanais mais produzidos no mundo. Sua composicao, rica
em proteinas, carboidratos, gorduras, sais, lactose e sua alta atividade de agua,
oferecem condicdes favoraveis para o crescimento de diversos micro-organismos,
tanto patogénicos quanto nao patogénicos (DA SILVA et al., 2013).

Dentre 0s micro-organismos ndo patogénicos encontram-se as bactérias
acido lacticas (BAL), que desempenham um papel primordial no processo de
fermentacdo do leite, sendo sua utilizacdo um dos métodos mais antigos de
conservacdo de alimentos. As BAL s&do capazes de produzir acido lactico
rapidamente, ocasionando uma diminuicdo do pH do leite e a remocédo da fonte
fermentescivel, promovendo um ambiente desfavoravel ao desenvolvimento de
micro-organismos deteriorantes e patogénicos (WIDYASTUTI; FEBRISIANTOSA,
2014, HOSSEIN et al., 2015). Aléem disso, essas bactérias produzem determinados
compostos antagbnicos de origem protéica, formados em pequenas quantidades a
partir do metabolismo celular, dentre os quais podemos citar as bacteriocinas
(PEREZ; ZENDO; SONOMOTO, 2014). Algumas bacteriocinas séo ativas frente a
micro-organismos indesejaveis em alimentos, incluindo Escherichia coli,
Pseudomonas aeuruginosa, Bacillus cereus e Listeria monocytogenes entre outros
(YANG et al.,, 2014; EBBENSGAARD et al., 2015) Além de bacteriocinas, sao
produzidos outros compostos extracelulares com propriedades antagonistas, tais
como acidos organicos, diacetil e perdxido de hidrogénio, entre outros, que podem
ter acao frente a Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e Salmonella
typhimurium (BERMUDEZ-BRITO et al., 2013, DAVIDSON; TAYLOR; SCHMIDT,
2013) .

Staphylococus aureus nos alimentos
S. aureus é encontrado naturalmente no meio ambiente e também faz parte

da microbiota humana e animal, fazendo parte da microbiota da pele, nariz, faringe,

boca, saliva e tratos digestivo e respiratorio (BOUMLIL et al., 2016). A intoxicacao



causada por este micro-organismo é oriunda da contaminacdo de alimentos por
enterotoxinas termoestaveis, sendo resistentes ao cozimento. Dentre as
intoxicacdes alimentares de origem bacteriana, cerca de 45% estdo relacionadas
com esta bactéria (RATTI; SOUZA, 2009, TONG et al., 2015). A intoxicacéo
manifesta-se apds um curto periodo de incubacéo (1 - 6 horas), sendo caracterizada
por nausea, vOmito, dores abdominais e diarréia (AYDIN; SUDAGINAN;
MURATOGLU, 2011).

S. aureus € um organismo amplamente adaptavel e pode viver em uma
grande variedade de meios e em superficies, formando biofiimes (TONG et al.,
2015). A producdo de biofilmes é reconhecida como um fator importante que
contribui para a persisténcia de bactérias do género Staphylococcus em superficies
de equipamentos e instalacées de processamento de alimentos (KHORAMIAN et al.,
2015). A presenca desta bactéria no leite e derivados pode ser decorrente da
ordenha de animais com mastite ou ainda, pode provir de uma contaminagao
secundaria, a partir da pele e fossas nasais de manipuladores ou por condi¢cdes
higiénico-sanitarias insatisfatorias da agua e de utensilios empregados na ordenha
(PEARCE et al., 2012).

Staphylococcus aureus em queijos artesanais

Muitos queijos artesanais, incluindo o tipo Minas, séo tradicionalmente
produzidos com leite cru, 0 que aumenta drasticamente riscos de contaminacao por
micro-organismos patogénicos; a lei estadual No. 20.549 de 18/12/2012 do estado
de Minas Gerais dispde sobre a producdo e a comercializacdo dos queijos
artesanais de Minas Gerais, permitindo a producéo deste tipo de queijos a partir de
leite cru devido a ser um produto elaborado tradicionalmente no Brasil com leite de
vaca, sem tratamento térmico de massa.Além disso, a producdo de enterotoxinas
termoestaveis por S. aureus aumenta o risco ocorréncia de toxi-infec¢os alimentares,
se nao forem adotadas medidas de controle desde o0s primeiros estagios de
producéo de laticinios, ainda que o leite seja pasteurizado (FERREIRA et al., 2011,
MORAES et al., 2009). Estudos realizados na Europa e no Brasil demonstraram a

grande ocorréncia de S. aureus produtores de enterotoxinas em queijos artesanais,



sendo 38% na Suécia, 61% na Italia e 70% no Brasil (CREMONESI et al., 2007,
GOMES; FRANCO; DE MARTINIS,2013, RODRIGUEZ et al. 2011).

No Brasil o "Minas" é o queijo tipo mais consumido (aproximadamente 30
g/pessoal/dia) e este produto apresenta condi¢cdes favoraveis para a multiplicacéo
microbiana, com umidade acima de 45,9 %, pH entre 5 e 6, além de sua composi¢ao
altamente nutritiva (MENEZES; DUTRA, 2017).

Isolados de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) do complexo clonal 1
(CC1)

Depois da descoberta da penicillina, a qual funcionou muito bem como
agente antimicrobiano até a década de 1960, comecaram a aparecer isolados de S.
aureus resistentes. Em seguida, foi sintetizado o beta-lactamico meticilina, que néo
era afetado pelas beta-lactamases, enzimas produzidas por S. aureus e que eram
responsaveis pela degradacdo e ineficacia da penicilina. Entretanto, logo houve
também relatos da ocorréncia de bactérias resistentes a esse novo antimicrobiano,
sendo estes isolados denominados Staphylococcus aureus resistentes a meticilina -
MRSA (MIAO et al., 2017).

Desse modo, métodos para tipagem subespécie aplicados ao estudo de
isolados de S. aureus sao ferramentas epidemioldgicas essenciais na prevencao e
controle de infeccdes. Sistemas de tipagem tradicionais baseados em tipagem
fenotipica, tais como sorotipagem, biotipagem, fagotipagem, ou testes de
suceptibilidade a antimicrobianos tém sido bastante utilizados mas, métodos mais
recentes que examinam a relacdo dos isolados a nivel molecular revolucionaram a
capacidade de diferenciacdo entre os tipos e subtipos bacterianos (SABAT et al.,
2013).

Multilocus sequence typing (MLST) é uma das ferramentas mais utilizadas
para identificacdo de subtipos bacterianos, a metodologia foi descrita por Maiden e
colaboradores em 1998 e tem sido utilizada para identificacdo epidemiologica de
diferentes micro-organismos, incluindo S. aureus. Essa técnica se baseia no
sequenciamento de 7 genes housekeeping de cada amostra a ser avaliada e as
sequéncias sado depositadas em banco de dados online, sendo que cada sequéncia

corresponde a um alelo. Sequéncias diferentes dao origem a alelos diferentes e o



conjunto de alelos de cada amostra bacteriana origina um sequence typing (ST) que
séo finalmente classificados em complexos clonais (CC) e utilizados para analises
epidemioldgicas, filogenéticas, populacionais e evolucionarias (MAIDEN et al.,
1998).

O complexo clonal um (CC1) é um dos mais importantes das espécies de S.
aureus, sendo preocupante porgue todas as linhagens deste grupo séo produtoras
de enterotoxina e também, porque engloba linhagens de S. aureus resistentes a
meticilina (MRSA). O CC1 tem sido identificado em diferentes partes do mundo em
amostras provenientes de humanos, de ambiente e de alimentos (RABELLO et al.,
2007, MONECKE et al., 2011, DABUL; CAMARGO, 2014, PLANET et al., 2017,
THAPALIYA et al., 2017).

Fatores de viruléncia em S. aureus

O mecanismo das toxi-infeccbes causadas por S. aureus envolve a
producdo de varios tipos de enterotoxinas (SEA, SEB, SEC1, SEC2, SEC3, SED,
SEE, SEH); as enterotoxinas estafilocécicas sdo peptideos pequenos (26-29 kDa)
secretados durante o crescimento bacteriano na matriz alimentar. A intoxicagao por
enterotoxinas € a segunda causa mais associada a doencas de origem alimentar. As
enterotoxinas interferem na funcéo intestinal e tipicamente causam gastroenterite
aguda com vomitos e diarreia (MEHROTRA; WANG; JONHSON, 2000).

Estas toxinas sdo consideradas superantigenos, pois estimulam células T de forma
ndo especifica, sem qualquer reconhecimento especifico de antigeno. Numa
resposta antigénica normal, apenas uma célula T numa populacdo de cerca de
10.000 é estimulada, mas no caso um superantigeno, uma de cada cinco células T é
estimulada, levando a uma enorme liberacdo de citocinas, permitindo interacdo do
principal complexo de histocompatibilidade (MHC) da classe Il com receptores de
células T. Os mecanismos pelos quais as enterotoxinas estafilocdcicas atuam néo
sdo bem conhecidos, mas podem incluir a ativacdo da liberacdo de citocinas,
causando morte celular por apoptose (OTTO, 2014).

Aléem da intoxicacdo alimentar mediada por toxinas pré-formadas nos
alimentos, S. aureus também pode causar infeccbes humanas, quando a

contaminagcdo ocorre por outras vias. Nesse ultimo caso, diversos outros fatores de



viruléncia estdo envolvidos, tais como hemolisinas, leucocidinas, proteases, toxinas
esfoliativas e fatores imuno-moduladores. A patogenicidade desta bactéria depende
da expressao de proteinas de superficie importantes para adeséo e colonizacdo de
tecidos do hospedeiro, producdo de proteases e toxinas que inibem a fagocitose,
interferindo na capacidade do hospedeiro de impedir ativamente a infeccdo através
de uma resposta imune especifica (KUMAR et al., 2009, OOGAI et al.., 2011).

Entre os genes reguladores de viruléncia encontram-se envolvidos os genes
sea, hla e icaA. Os produtos dos genes do tipo SEA s&o os principais relacionados
com intoxicacao alimentar e responsaveis pelo aumento do peristaltismo intestinal, e
ja foram identificados em isolados de amostras de humanos, bovinos e produtos de
laticinios (JOLHER; SIHTO; MACORI; STEPHAN, 2016). O gene hla, é responsavel
pela producédo da alfa toxina, que tem capacidade de formar poros na membrana
celular devido as atividades citolitica e hemolitica. A alfa toxina é ativa frente a
eritrécitos, monaocitos, linfécitos, macréfagos, células epiteliais, fibroblastos e
gueratindcitos. Além disso, a alfa toxina, em combinacdo com a capsula bacteriana,
impedem que anticorpos interajam com células fagocitarias, conferindo protecéo
contra a fagocitose (OHLSEN; KOLLER; HACKER, 1997, EL-SAYED; EL-
BAGOURY; DAWOUD, 2015). A alfa toxina € secretada como um monémero soltvel
em agua e sofre uma série de mudancas conformacionais gerando uma estrutura
em forma de heptamero (B-barrel) na membrana do hospedeiro (HASSUNY, 2014).

O gene icaA esta associado a formacéo de biofilmes e é responsavel pela
biossintese de moléculas de adesdo intercelular de polissacarideos (AIP). Estas
moléculas, chamadas de adesinas, sdo proteinas que se ligam ao colageno, a
fibronectina e ao fibrinogénio. Essas moléculas ficam ancoradas no peptidoglicano
contendo N-acetilglucosamina, que € o principal constituinte da matriz quando ha
formacao de biofilmes. Diferentes estudos demonstraram que o gene icaA € um fator
decisivo para o estabelecimento de infec¢des estafilococicas (NAMVAR et al., 2013,
MOTTOLA et al., 2016, PRADO et al., 2016, LIU et al., 2017).

Os fatores de viruléncia de S. aureus sdo regulados de forma coordenada
durante o ciclo de crescimento bacteriano, sendo possivel avalia-los por meio de
ensaios in vitro (POHLMANN-DIETZE, 2000; EDWARDS et al., 2010).



Culturas de células eucariéticas como modelo de patogenicidade bacteriana

Os principais métodos para o estudo da patogenicidade bacteriana sao
baseados em modelos bioldgicos animais e vegetais (in vivo) e em culturas celulares
(in vitro) (EDWARDS; MASSEY; 2011). Algumas das linhagens de células
eucarioticas mais utilizadas para o estudo de patogenicidade bacteriana séo: (i)
Caco-2, epitelial humana de adenocarcinoma de co6lon (KNUDSEN; HOLCH; GRAM,
2012); (i) HCT-15, epitelial humana de adenocarcinoma colorretal; (i) HEp-2,
epitelial humana de carcinoma de laringe (EDWARDS; MASSEY:; 2011, BARTFELD,
2015), entre outras. Diferentes métodos in vitro sdo recomendados pela
Administracdo de Alimentos e Medicamentos (Food and Drug Administration) dos
Estados Unidos para avaliar permeabilidade de células epiteliais a diferentes
substancias e, células das linhagens Caco-2 e Hep-2 sdo as mais utilizadas como
modelos de permeabilidade intestinal, em testes imunoldgicos e em ensaios de
adesdo e invasdo (AWORTWE, FASINU, ROSENKRANZ, 2014, KOUIDHI et al.,
2010).

Estudos de patogenicidade bacteriana utilizando linhagens aderentes de
células eucaridticas, em comparacdo com modelos in vivo, oferecem como
vantagens a simplicidade e a reprodutibilidade. Embora as interagdes entre células
eucaribticas-patdgenos ndo sejam exatamente idénticas nos cultivos celulares em
comparagao com condigoes in vivo, ha fortes correlacdes entre a capacidade de
adesdo e de invasdo bacterianas observadas in vitro para muitos patdgenos de
importancia em alimentos (LAPARRA; SANZ, 2009, LEA, 2015).




Justificativa

S. aureus tem sido encontrado em industrias de processamento de alimentos
em diversos paises, com ocorréncia em superficies, ambientes, matérias primas e
produtos prontos para o consumo, como 0s queijos artesanais (FERREIRA et al.,
2011; FISCHER; SCHILTER, 2016; SANTOS et al.,, 2015). O queijo Minas é
bastante consumido pela populacdo brasileira, mas, dependendo das matérias
primas utilizadas e das condi¢cdes de processamento, pode apresentar uma alta taxa
de contaminacéo por S. aureus produtores de enterotoxinas. A maioria dos estudos
realizados até agora mostram individualmente a patogenicidade e a viruléncia das
cepas de S. aureus isoladas de alimentos. Porém, considerando que este patdégeno
também se desenvolve em diferentes condicdes ambientais e nutricionais junto a
uma microbiota acompanhante, possivelmente estas espécies microbianas
interagem, podendo alterar sua viruléncia e resisténcia.

Diante deste cenario, no presente trabalho foi avaliada a capacidade de
adeséao e invasao de um isolado de S. aureus de queijo Minas (do complexo clonal 1
- CC1) em células eucaridticas aderentes das linhagens Hep-2 (adenocarcinoma de
laringe) e Caco-2 (carcinoma de colon). Foram avaliadas possiveis diferencas na
capacidade de adesdo ou invasdo por S. aureus testado em co-cultura com
microbiota acompanhante e também, a expressao diferencial dos genes hla, icaA e

sea em diferentes condicfes de cultivo.




Objetivos

Objetivo geral

Estudar a viruléncia de Staphylococcus aureus isolado de queijo tipo Minas e

sua capacidade de adeséo e invasdo em células eucaridticas.

Objetivos especificos

e |dentificar por métodos moleculares, Staphylococcus aureus e sua microbiota
acompanhante, previamente isolados e identificados presuntivamente a partir
de amostras de queijo tipo Minas.

e Avaliar a viruléncia de isolados selecionados S. aureus por meio de testes de
adesd@o e invasdo a células eucaridticas das linhagens Hep-2 e Caco-2,
complementando com observacdes por microscopia confocal a laser.

e Avaliar a capacidade de invasao e adesdo de S. aureus quando colocado em
co-cultura com microbiota acompanhante.

e Avaliar a expressao relativa de genes de viruléncia de S. aureus (hla, icaA e

sea) em diferentes condi¢des de cultivo, por meio de PCR em tempo real.



Conclusdes

e Foram identificados S. aureus e dez bactérias como microbiota
acompanhante na amostra de queijo Minas. Nove das bactérias
acompanhantes do patdgeno tinham sido reportadas previamente em
amostras de produtos de lacticinios exceto S. nematodophila.

e L. lactis MC5 e L. mesenteroides MC5 mostraram atividade inibitoria frente a
S. aureus sendo que L. lactis MC5 mostrou atividade inibitéria de substancias
de natureza proteica.

e S. aureus isolado de queijo Minas mostrou uma capacidade estatiscamente
diferente de adesdo e invasdo quando foram testados nas células de
diferentes origens Hep-2 (adenocarcinoma de laringe) e Caco-2 (carcinoma
de colon).

e A reducao da capacidade de adesdo em células Hep-2 e Caco-2 de S. aureus
testado em co-cultura com L. lactis esta diretamente ligada com a competicdo
bacteriana, pois quando foi testado o SLC, n&o houve diferenca significativa
na capacidade de adeséo.

e A capacidade de adesédo de S. aureus em células Hep- 2 e Caco-2 aumentou
em co-cultura com L. mesenteroides MC5, possivelmente por algum tipo de
sinergismo entre S. aureus e L. mesenteroides MC5 que favoreceu a adesao
do patégeno na célula hospedeira.

e S. aureus apresentou menor expressao relativa dos genes hla (a-toxina) e
icaA (adesina intercelular) quando testado nos meios BHI+G e BHI+G+N,
comparados com o controle BHI, indicando que a glicose e o cloreto de sodio
inibem a expresséo desses genes.

e A expresséo relativa do gene sea foi maior quando o cultivo de S. aureus foi
feito em queijo Minas (leite, cloreto de sodio 4% e cloreto de calcio 0,06%),

comparada com a expressao relativa em leite pasteurizado e leite em po.
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