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DIFERENGAS NAS PROPRIEDADES ADESIVAS DE STAPHYLOCOCCUS
SAPROPHYTICUS A CELULAS HEp-2 E ERITROCITOS.

Lucimar Gongalves MILAGRES (1) & Carmo E.A. MELLES (2)

RESUMO

S. saprophyticus é freqiientermente isolado de infecgbes do trato urindrio de
mulheres jovens e sexualmente ativas. Ao contririo de S. aureus, esta espécie nao
possui fatores de viruléncia bem definidos.

O objetivo deste estudo é analisar a aderéncia de S. saprophyticus a células
HEp-2 e eritrécitos de carneiro.

As amostras foram isoladas a partir da urina de pacientes com infecgio
urindria. Foram realizados testes de hemaglutinagio, aderéncia a células HEp-2 e
a capacidade de carboidratos especificos inibirem as interagdes entre estes tipos
celulares e S. saprophyticus.

A maijoria das cepas se mostrou hemaglutinante e sensivel a inibigdo da
hemaglutinagio pela manose (100mM). Foram verificados altos niveis de aderéncia
as células HEp-2. As diferencgas em especificidade e nivel de aderéncia do micror-
ganismo a células de HEp-2 e eritrdcitos sugerem a participagao de diferentes
adesinas nos processos de interagdes celulares.

UNITERMOS: Staphylococcus saprophyticus; Aderéncia; Células HEp-2; Hemagluti-
nacao.

INTRODUCAO

S. saprophyticus é uma espécie do género
Staphylococcus, que se apresenta como coagu-
lase negativa e novobiocina resistente, freqiien-
temente isolada de infecgdes do trato urindrio
de mulheres jovens e sexualmente ativas, sendo
em alguns paises a segunda em prevaléncia
ap6s E. coli!h161921252837.38 Fyistem relatos de
septicemia e pielonefrite causadas por este mi-

© crorganismo’®®,

S. saprophyticus causa um quadro de
pielonefrite aguda em rins de ratos que em
tudo se assemelha aquele observado com as
enterobactérias?.

Ao contrario de S. aureus, a espécie pa-
togénica classica do género, S. saprophyticus nio
possui fatores de viruléncia bem definidos. No
entanto, a maijoria das cepas desta espécie pos-
sui a capacidade de aglutinar eritrécitos de

carneiro, diferentemente dos demais estafilo-
cocos®™. Estudo experimental em macacos
sugere ser a hemaglutinina um possivel fator
de viruléncia®.

Em estudos de aderéncia a células epite-
liais humanas de diferentes sitios, observou-se
um marcado tropismo deste microrganismo
por células da uretra e area periuretral, com-
paradas a células da boca e da pele. Verificou-
se, ainda, que S. saprophyticus adere em nimero
significantemente maior a células do trato uri-
nario que outros patégenos, tais como E.
coli>?,

O objetivo deste estudo ¢ analisar a ade-
réncia de S. saprophyticus a uma linhagem celu-
lar derivada de carcinoma epitelial de laringe
humana, denominada HEp-2 ¢ a eritrécitos de
carneiro.
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MATERIAL E METODOS

A - AMOSTRAS:

Foram estudadas 47 amostras isoladas e
identificadas na Se¢io de Bacteriologia do Ins-
tituto Adolfo Lutz a partir da urina de pacien-
tes com infecgdo urindria. As amostras foram
caracterizadas bioquimicamente segundo
esquema proposto por KLOOS &
SCHLEIFER e mantidas a temperatura ambi-

ente em meio sélido de conservacaol’.

B - TESTE DE HEMAGLUTINACAO:

O crescimento bacteriano em “Tryptic
Soy Broth” (T.S.B.,Difco) por 18 a 20 horas a
37°C foi centrifugado a 2000 r.p.m. por 10
minutos e ressuspenso em solucgio salina tam-
ponada com fosfato (8.8.T.I.), pH 7,2. A cen-
trifugacio e lavagem em S.S. T F. foram repeti-
das uma vez. Uma suspensio bacteriana a 10%
(v/v) em S.STF. foi entao preparada ¢ 25 pl

desta suspensio (=1 x 10° células/ml de
S.S.T.F.) foram diluidos em série (razio 2) na

mesma solug¢do tampao. Posteriormente, 25 ul
de uma suspensio de eritrécitos a 1% no
mesmo tampao, foram adicionados a cada di-
luicdo. A leitura era realizada apds incubagao
por 2 horas a temperatura ambiente'.

Com a finalidade de testar se a hemaglu-
tinagio podia ser inibida por carboidratos es-
pecificos, 25 pl de S.S.T.F. contendo 2 a 4
unidades hemaglutinantes (1 unidade he-
maglutinante € a mais alta dilui¢io da suspen-
sao bacteriana que causou hemaglutinagio) da
suspensio bacteriana eram incubados a 4°C

por 1 hora, juntamente com 50 ul da substancia
teste em S.S.T.F. nas concentra¢bes de b
mg/ml e 100 mM*214, O controle da hemaglu-

tinacio era realizado adicionando-se 50 ul de
S.S.T.F. nas respectivas diluigdes. Apés adigiao
da suspensio de hemicias, a mistura era incu-
bada a 4°C por 2 horas. Os carboidratos testa-
dos incluiram D(-)manitol, D(-)frutose, lactose,
D(+)manose, D(*)galactose, N-acetil-galacto-
samina, N-acetil-lactosamina, dcido N-acetil-
neuraminico e 4cido lipoteicéico (de procedén-
cias Sigma ou Merck). Todos os testes foram
realizados em placas de microtitulagio (Flow
Laboratories), no minimo 2 vezes.

Com o objetivo de enriquecer as possiveis
estruturas responsiveis pela hemaglutinacio
presentes em amostras nao hemaglutinantes,
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partiu-se de cultivos de 24 horas a 37°C em
T.S.B. (4,5 ml), aos quais foi adicionado 0,5 ml
de uma suspensio de eritrécitos a 3% em
S.S.T.F. e incubados a temperatura ambiente,
por no minimo 1 hora. Apés este periodo, as
hemdcias eram separadas por centrifugacio a
1000 r.p.m. por 10 minutos, lavadas 2 vezes em
S.ST.F.; uma aliquota do sedimento era se-
meada em T.S.B. ¢ incubada a 37°C por 24
horas?, Este procedimento foi repetido 2 vezes
e o teste de hemaglutina¢io realizado nova-
mente. As amostras reisoladas apds este pro-
cedimento, sempre seguidas da letra E, para
melhor entendimento, foram denominadas de
amostras enriquecidas.

C - ADERENCIA A CELULAS HEp-2:

Para o ensaio de aderéncia, em tubos de
Leighton contendo uma laminula (11 x 24 mm)
adicionou-se 1 ml de uma suspensao contendo
cerca de 1 x 10® células/ml (HEp-2) em meio
de Eagle acrescido de soro fetal bovino a 10%,
seguido de incubagio a 37°C por 48 horas.
Estas células foram fornecidas pelo Labo-
ratério de Cultura Celular do Instituto Adolfo
Lutz. Antes do uso as células eram lavadas 2
vezes com S.S.T.F.

As cepas bacterianas (18 amostras), cresci-
das em T.S.B. por 18 a 20 horas a 37°C, foram
centrifugadas a 2000 r.p.m. por 10 minutos,
ressuspensas em S.8.T.F. e repetido o procedi-
mento. O sedimento resultante foi ajustado na
turbidez da escala 1 de McFarland, utilizando-
se a solugdo tampio para a dilui¢io. Adicionou-
se entdo ao tubo de Leighton 1 ml desta sus-
pensio e incubou-se a 37°C por 30 minutos. As
bactérias nao aderidas eram removidas por
sucessivas lavagens com S.S.T.F.

As células eram fixadas com metanol e
submetidas a coloragio de May Grunwald e
Giemsa. As laminulas eram retiradas dos tubos,
secas naturalmente e montadas em laminas de
vidro. O nimero total de bactérias associadas
com 40 células epiteliais foi determinado por
observagio microscépica (1000 x)+31%2,

A inibi¢ao da aderéncia foi testada para
algumas cepas. Para este fim, a suspensao bac-
teriana ajustada na escala 1 de McFarland foi
adicionado o carboidrato teste na concen-

tragio de 500 ug/ml de S.S.T.F. A mistura foi
incubada a 37°C por 30 minutos e o ensaio de
aderéncia realizado como descrito anterior-
mente. No caso especial da inibi¢io por acido
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lipoteicdico, este era adicionado as células
epiteliais, seguindo-se o mesmo procedi-
mento®3®,

Todos os testes foram realizados em du-
plicata para cada amostra estudada.

RESULTADOS

Conforme mostrado na tabela 1 a maioria
das cepas estudadas aglutinou hemdcias de
carneiro.

A tabela 2 demonstra que o processo de
enriquecimento conferiu propriedade he-
maglutinante a duas das amostras analisadas.

Conforme indicado na tabela 3, entre os
carboidratos complexos empregados para
inibicio da hemaglutinagio o n-acetil lacto-
samina demonstrou maior atividade, inibindo
44% das cepas quando utilizado na concen-
tragio de 100mM. O 4cido lipoteicdico apre-
sentou uma agao limitada sobre as cepas enri-
quecidas. Em relagio aos carboidratos simples,

TABELA 1
Aglutinagio de eritrécitos de carneiro pelas amostras de
S. saprophyticus

Titulo

hemaglutinante (a) Amostras

32 S.5,19,42,72,79,87,164

16 S.3,7,11,12,15,18,22,24,
41,71,206,249

8 S$.9,10,30,33,49,508B,55,
38,76,81,247

4 S.1,4,8,64,78,82,224

2 S.13,16,17

1 S.51

Negativo S.6,14,20,50A,56,69

Total de amostras 47

% de amostras hemaglutinantes 87

(a) Corresponde a mais alta dilui¢io da suspensiio bacteri-
ana que causou hemaglutinagio.

TABELA 2
Aglutinagio de eritrécitos de carneiro pelas amostras de
S. saprophyticus enriquecidas

Amostras
S.6E -
S.14E -
S.20E 4
S.50AE -
S.56E 16
S.69E -

Tiwlo hemaglutinante

a hemaglutinacho da maioria das cepas foi
inibida por lactose, manose ¢ manitol.

Através da tabela 4 podemos verificar que
a maioria das cepas analisadas apresentou nivel
alto de aderéncia a células HEp-2, sendo que
apds o processo de enriquecimento, apenas
uma cepa (S.69E) demonstrou baixo nivel de
aderéncia.

No que se refere a inibi¢io da aderéncia a
células HEp-2, indicado na tabela 5, somente
uma cepa (8.20) mostrou alguma inibi¢ao pelos
carboidratos testados.

DISCUSSAO

A patogénese de infécgdes nas superficies
das mucosas ¢ conseqiiéncia de virios eventos,
incluindo adesio da bactéria ao epitélio,
seguida por colonizagho, dano ao tecido e, em
alguns casos, invasao ¢ disseminagio®?2%, A
aderéncia bacteriana pode ser mediada por
componentes superficiais, tais como fim-
brias!*, proteinas da membrana externa'®* e
estruturas semelhantes a cipsula®?’,

Propriedades sgperﬁciais tais como, carga
¢ interagio hidrofébica, nao explicam comple-
tamente o fenémeno de interagio bactéria-
célula ja que estas propriedades diferem em
pequena extensao entre cepas de S. saprophyti-
cus com e sem capacidade hemaglutinante®®,

Estudos morfolégicos de adesio a células
do trato urindrio, demonstraram a presenga de
uma estrutura semelhante ao glicocilise envol-
vendo as células epiteliais, os vdrios constituin-
tes da flora e patégenos urindrios, incluindo S.
saprophyticus™®. H4 relatos de maior
adesividade nas células epiteliais com menor
concentracio deste material’®,

Posteriormente, estudos de microscopia
eletrénica demonstraram a presenga de estru-
turas semelhantes a fimbria na superficie de S.
saprophyticus, sendo descritos trés tipos mor-
fol6gicos de apéndices. Observou-se uma re-
lagio inversa entre tamanho de capsula e
adesividade a células HEp-2%,

Recentemente SCHMIDT?? descreveu a
capacidade de estafilococos aderirem ¢ invadi-
rem células HEp-2. Ambas adesio e invasio,
foram mais acentuadas para cepas de S. sapro-
phyticus em relagio as outras espécies.

Alguns estudos tem focalizado a base mo-
lecular para aderéncia de S. saprophyticus as
células do trato urindrio e as hemadcias de
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TABELA 3
Efeito da adi¢do de carboidratos em diferentes concentragées na inibicio da hemaglutinacdo de S. saprophyticus

Carboi- LA GL MT FR MN GA NAG NAL NANA LTA
drato a b a b a b a b a b a b a b a b a b a b
Cepas

S.11 + o+ -+ -+ - - + + -+ - - - - - - - n
S.12 - - - - - - - - -+ - - - - - - - - - n
S.18 + + - - + + + + + + - - - -+ n - - n
S20E n + n - n + n - n + n + n - n - n - + n
S.33 - - - - - - - - -+ - - - + 0+ - - - n
SH0B + o+ -+ + + - - + + - - - - - - - - n
S.56 E n + n - n + n - n + n + n + n - n - + n
S.81 + + - - - - - - + o+ - - - -+ n - n
S.224 + o+ - - - - - - + 4 -+ - - -+ - - - n

LA = Lactose NAG = n-acetil galactosamina
GL = Glicose  NAL = n-acetil lactosamina
MT = Manitol NANA = n-acetil neuraminico
FR = Frutose LTA = dcido lipoteicéico
MN = Manose + = inibi¢io - = nido inibigio
GA = Galactose n = nio determinado

a = 5mg/ml (0.014mM LA, 0.025mM GL, 0.027mM MT, 0.028mM FR, MN e GA, 0.023mM NAG, 0.013mM NAL,

0.016mM NANA).
b = 100mM.

TABELA 4
Aderéncia das cepas de S. saprophyticus a células HEp-2

Nitmero médio de estafilococos
aderidos por célula

Cepas X s

S.6 7.1 + 3.83
6.E 214 £ 6.25
S.8 19.5 + 7.63
S.11 19.6 t 6.30
S.12 19.4 + 11.12
S.14 14.5 + 6.52
S.14E 21.8 * 7.22
S.18 21.0 + 7.74
$.20 17.2 + 10.12
S.20E 13.4 + 6.20
$.33 14.5 * 10.34
S.50A 10.4 + 7.70
S.50AE 19.4 + 7.01
S.50B 24.1 + 10.60
$.56 1.4 + 2.10
S.56E 35.5 t 3.73
S.69 3.1 + 2.81
S.60E 2.4 + 2.12
S.81 21.8 + 4.83

x = Média ariunética
s = Desvio padriao

carneiro*!4153, Eles sugerem a participagio do
icido lipoteicéico, por um mecanismo de in-
teracio nio especifico*®® e de lectinas com

especificidade para n-acetil-lactosamina* ou
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para n-acetil-galactosamina e dcido n-acetil-neu-
raminico?,

No presente estudo, 87% das cepas agluti-
naram hemdcias de carneiro (tabela 1), nio
havendo correlagio entre aderéncia as células
HEp-2 ¢ hemaglutinagio em 6 das 19 amostras
estudadas (S.6E, S.14, S.14E, S.20, S.50A e
S.50AE tabelas 1,2 € 4). Os resultados de ade-
réncia as células HEp-2 e de hemaglutinagio
apés o processo de enriquecimento sugerem
que houve desenvolvimento de diferentes ade-
sinas, conferindo capacidade hemaglutinante
as cepas 8.20 e S.56 e de aderéncia, as cepas
S.6, 5.14, S.50A e S.56 (tabelas 2 e 4). A cepa
S.69 permaneceu inalterada. Provavelmente,
as adesinas e receptores diferem nos dois tipos
de intera¢des, o que pode ser corroborado
pelos diferentes padrées de inibigio por car-
boidratos especificos, quando analisamos algu-
mas amostras com capacidade de interagir com
ambos os tipos celulares (S.18, $.33, §.20 e
S.20E tabelas 3 € 5).

Através da tabela 3 podemos observar que
a hemaglutinagdo de todas as cepas foi inibida
pela manose na concentragio de 100mM,
sendo algumas também inibidas por n-acetil-
lactosamina conforme descrito por GUN-
NARSSON et al**, Hemaglutina¢io manose re-
sistente foi descrita por HOVELIUS et al®® ao
estudarem quatro cepas de S. saprophyticus utili-
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TABELA 5
Efeito de diferentes carboidratos na inibigdo da aderéncia de S. saprophyticus as células HEp-2

N® médio de estafilococos por célula

Carboidrato S.18
x s

% de

aderéncia

S.33 S.56E
s % de s % de
aderéncia aderéncia

td
o)

20.0+ 874 95.2
182+ 647 85.7
195 6.85 92.8

Manose
Lactosamina
Galactosamina

Lipoteicéico 19.2+ 475 914
Controle 21.0+ 774 100.0
S.20
Manose 104+ 4.82 64.2*
Lactosamina 13.0+ 4.73 80.2*
Galactosamina 6.6+ 4.40 40.7*
Lipoteicéico 7.9+ 4,51 48.8*
Controle 16.2+ 7.60 100.0

19.0+ 6.23 92.7
189+ 6.23 92.2
177+ 5.39 86.3

300+« 4.10 84.5
317+ 5.02 89.3
325+ 393 91.6

200+ 791 97.6 343+ 3.60 96.6

205+ 6.62 100.00 355+ 373 100.0
S.20E

134+ 3.28 100.0

121+ 3.27 90.3
121+ 4.84 90.3
13.1+ 3.87 97.8
134+ 6.20 100.0

x = Média aritmética
s = Desvio padrao
* = P < 0.05 Teste de Student.

zando uma concentragio do carboidrato muito
superior a deste estudo. A maioria das cepas de
E. coli causando infec¢io do trato urindrio
possui fimbria tipo 1, a qual se liga a manose.
Este tipo de fimbria é considerado crucial para
a colonizagio das células epiteliais do trato
genito-urindrio, ricos em receptores contendo
manose3.

No que se refere as células HEp-2, nao
houve inibi¢do da adesdo por quaisquer dos
carboidratos testados, exceto para a cepa 5.20
que foi inibida por N-acetil-galactosamina, N-
acetil lactosamina, dcido lipoteicéico € manose
(tabela 5). A auséncia de inibi¢io pelo icido
lipoteicdico apresentada pela maioria das
cepas sugere diferengas entre os receptores das
células HEp-2 e aquelas do trato urindrio, uma
vez que TETI et al.*® relataram inibi¢io da
aderéncia as dltimas pelo glicolipede. E inte-
ressante o fato que as cepas enriquecidas que
se tornaram hemaglutinantes (S.20E e S.56E)
apresentaram o mesmo perfil das cepas natu-
ralmente hemaglutinantes.

Virios modelos teéricos poderiam ser
postulados a partir destes resultados, tais como
maior ou menor concentracio de material cap-
sular e presenga de diferentes tipos de fim-
brias, tanto em termos morfoldgicos quanto
em especificidade de liga¢io. Porém, acredita-
mos ser necessario um estudo citomorfolégico,

através de microscopia eletrénica para eluci-
dacao e confirmagiao dos nossos resultados.

SUMMARY

Differences on the adhesive property of
Staphylococcus saprophyticus to HEp-2 cells
and erythrocytes.

S. saprophyticus has been frequently iso-
lated from urinary tract infections in young
woImen.

In contrast with S. aureus, no defined viru-
lence factors have been recognized for the
coagulase negative Staphylococcus species.

The objective this study was to analyze the
adherence of S. saprophyticus to HEp-2 cells and
sheep erythrocytes.

The sample were isolated from urine of
patients with urinary infection. Hemagglutina-
tion, adherence to HEp-2 cells tests and inhibi-
tion by specific carbohydrates of the interac-
tions between these cells were analyzed.

Most of the strains were hemagglutinan-
ting whose properties was inhibited by man-
nose (100mM). There was a high adherence
level to HEp-2 cells. The differences in specific-
ity and attachment level noted in this study
suggest that multiple adhesins are involved in
the mechanism of cellular interaction.
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