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RESUMO: Dentre os fatores de viruléneia em bactérias investigados na Secio de Bacieriologia do
Instituto Adelfo Lutz, tem side avaliada a ocorréncia de proteases & imunoglobulina A {IgA1 proteases)
em agentes etioldgicos de meningite. Esias enzimas extracelolares sfio produzidas por diferentes pato-
genos de mucoss, incluindo os 118s principais agentes das meningites bacierianas: Neisseria meningiti-
dis, Haemophilus influenzae e Streptococcus preumoniae. lgA1 proteases foram detectadas por imunoe-
letroforese em 28 de 39 cepas estudadas, bactérias e leveduras. Com exceglio de 7 bactérias obtidas de
colegiio de cultura, todos os microrganismos foram isolados de liquido cefalorraguidiano. Nos trés agen-
tes etiologicos mais [requentes de meningite fot observada a presenca de IgAl proteases, como também
em quatro outras bactérias, das quais duas de colegfio, e ndo citadas na literatura como produtoras des-

tas enzimas.

DESCRITORES: IgA1 proteases, meningite, fatores de viruléncia.

INTRODUCAO

Muitas bactérias podem produzir uma infecgfo
meningea, sendo mais prevalentes Neisseria meningiti-
dis, Haemophilus influenzae e Streptococcus prewmo-
miae .

Estes agentes atuam por varios mecamsmos de
viruléneia, sendo que a produgiio de IgA 1 proteases tem
sido bastante estudada =",

As IgAl proteases sfo enzimas extracelulares que
clivam a imupoglobulina A1 na regido da dobradiga da
cadeia pesada, liberando fragmentos intactos de Fab ¢
Fe. Esta ¢livagem ocorre na subclasse IgA1 do soro, mas
nédo na subclasse IgA2 . A g A secretora (IzAs) € a prin-
cipal defesa humoral da superficie da mucosa e raramen-
te suscetivel a digestiio por IgAl proteases. A nfo susce-
ubilidade relativa pode ser explicada pela presenca de
wma maior proporgio de IgA2 na IgA secretora do que
na IgA do soro . Fol observado por imunoeletroforese
que os fragmentos Fab e Fc liberados pela acio de pro-
teases diferem conforme o substrato. A clivagem de

Segio de Bactericlogia do Instituto Adolfo Lutz, S&o Paulo, 5P,
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Te Al por estas enzimas resulta numa considerdvel perda
da atividade do anticorpo, representando, desta forma,
um importante fator de viruléncia ¥,

A presenca de IgAl proteases foi demonstrada em
liquido cefalorraquidiano {L.CR) de pacienies com infec-
¢cao meningea por N. meningitidis, H. influenzae e 5.
prewmoniae ) em liquido pleural % na saliva humana,
atividade enzimdtica esta semelhante & observada no
Streptococeus sanguis isolado de saliva Y, em suspen-
soes de placa dentdria de humanos %; no lavado vaginal
de mutheres com infecciio por N. gonorrhoeae *; em
sobrenadante, livre de células, das fezes de pessoas sas '

Espécies bacterianas que possuem esta atividade
estdo associadas a grupos distintos de doencas infeccio-
sas e ndo sdo mutuamente relacionadas por critérios
taxondmices. Elas incluem os trés agentes etiolégicos
principais de meningites bacterianas, ¢ outras como H.
aegyptius (Febre Purpirica Brasileira e conjuntivite epi-
démica), N. gonorrhoeae (gonorréia), bactérias chvolvi-
das em doenca periodontal destrutiva, e algumas que
também atacam ou tém as membranas mucosas como
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porta de enirada (Porphiromonas, Caprocytophaga,
Gemella, Ureaplasma) *'*"%.

A incapacidade de causar a degradacgfio proteolitica
da IgAl humana foi observada em algumas espécies
comensais de Neisseria {cinereae, flava, flavescens, per-
flava, subflava, lactamica, mucosa, sicca), de espécies
de Huemophilus, algumas delas de baixo poder patogé-
nico (aphrophilus, ducrey, haemoliticus, parainfluenzae,
parahaemolyticus, segnis), de cepas de F. coli (soroti-
pos: O1:K1:H7, O2:H5:, O2:K2ac:Hi, O4:KI2:H3, O6:
K13:HI1, O18ac:K1l, O83:K1, Oll2ac:H46), Klebsielln
{preumoniae, aervogenes, oxitocay , Salmonella { enteri-
tidis, typhi, typhimurium ), Shigella (bovdii, dysenteriae,
flexneri, sonnei), Proteus (mirabilis), Staphylococcus
{creus, epidermidisy e Streptococcus {acidominimus,
agalactiae, anginosus, bovis, millert, mitis, mutans, pyo-
genes, uberis } Listeria (monocytogenesy**"” Segundo
Kihan*, apenas algumas cepas de 5. mitds, S. sanguis, H.
parahaemolyticus, H. parainfluenzae podem produzir
IgAl protease *. Em outros microrganismos como fun-
gos ou leveduras, protozodrios e virus também niio tem
sido detectada a presenca da enzima IgAl protease °.

{3 objetivo deste trabatho € comprovar a presenga
de enzimas IgAl proteases em agentes de meningite,
pois estas enzimas, além de serem consideradas wm fator
de viruléncia em algumas bactérias patogénicas, podem
ter uma potente aphcabilidade em vacinas ™,

MATERIAL E METODOS
1. Microrganismos

Foram investigadas, por imunoeletroforese®™, 36
cepas de bactérias (Haemophilus influenzae -14,
Neisseria meningitidis -5, Streptococcus pneumoniae -3,
Acinetobacter calcoaceticus — 1, Enterobacter cloaceae
- 1, Klebsielln pnewmoniae -1, Proteus mirabilis -2,
Listeria monocytogenes — 2) e 3 de leveduras (Candida
albicans — 2 e Cryptococcus neoformans — 1), todas
isoladas de liguido cefalorraquidianc de pacientes com
meningite. Obtidas de colecio de caltura foram estuda-
das também as cepas bacterianas: Shigella flexneri - 1,
Shigella sonnei -~ 1, H. parainfluenzae — 1,
Streprococcus mitis — 1, Staphylococcus aureus — 1,
Citrobacter freundii -1 e Providencia stuartii — 1.

2. Imunoglobulina ¢ anti-soro
A 1gA foi obtida de soro de pacientes com mieloma
de IgA e também de colostro, ¢ ambos submetidos 4 puri-

ficaclio em cromatografia de coluna de jacalina '*. O soro
dapresentou wma concentracio de 7,5 mg/ml. de IgAl

28

purificada . Coelhos foram imunizados segundo metodo-
logia descrita ™ para produgdo do soro anti-IgAl. Além
deste anti-soro, nas reagdes foi utilizado também um soro
anti-IgA1 de procedéncia Sigma (Anti-Human IgA-alfa-
chain specific, n. 1-9506), como contrdle.

3. Ensaio de IgAl proteases

A metodologia empregada para pesquisar a presen-
ca da lgAl proteases foi baseada na descrita por
Mestecky & Kilian

Inéeulos abundantes obtidos através de uma alga
bacteriolégica bem carregada de culturas recentes (18-24
horas) das cepas em estudo, foram acresceniados em
40mL de TgAl purificado e incubados a 37°C por 18-24
heras. O conjunto IgAl e cultura f0i a seguir centrifuga-
do a 2.000 rpm (rotacSes por minute), durante 10 minu-
tos ¢ o sobrenadante mantido a -20°C até o momento do
teste. A imunoeletroforese foi realizada, a seguir, a fim
de se caracterizar a digestdo da IgAl nas fracbes Fab e
Fe, empregando-se anti-soro de coelho anti-IgA ndo
absorvido e o soro anti-lgA comercial.

RESULTADOS

Na Tabela 1 estiio apresentadas as bactérias ¢ leve-
duras nas quais a presenca ou auséneia de enzimas [gAl
proteases foi observada.

TABELA 1
Positividade de IgA1 proteases em
39 microrganismos estudados

Microrganismos  Origemy N° Hstudado  N° Positivo (%)
Haemophilus

influerzae LCR 14 14 (10(h
Neisseria

meningitidis I.CR 5 501000
Strepiococcus

PREUmoniue LCR 3 3 (100
Acinetobacter

caleoaceticus LCR 1 1 {00y
Enterobacter

cloacene LCR 1 1 {100}
Klebsiella

prewmoniae LCR | {0y
Proteus mirabilis  TCR 2 2 (100)
Listeria mono

cytogenes 1L.CR 2 $NEH))
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TABELA 1 {continuacio)
Positividade de [gAl proteases em
39 microrganismos estudados

Microrganismos  Origemn N° Estudado  WN° Positivo (%)
Shigella flexneri Fezes i 1 (100)
Shigella sonnei Fezes 1 1 (100}
H. parainfluenzae  Oro-faringe i HE(D)]
Streptococcus

mitis Placa dentéria i 0
Staphylococcus

auFeus ATCC 6538P 1 0
Citrobacter

freundii Fezes 1 0
Providencia

Stuartii Fezes 1 0
Candida albicans  LCR 2 0
Cryptococcus

neoformans LCR i 00}
TOTAL 39 28 (72)

PICR = Liguido cefalorraguidiane

DISCUSSAQ

O sistema imune de mucosa desempenha vm papel
importante como barreira da extensa drea superficial dos
tratos respiratdrio, gastrointestinal ¢ geniturindrio
(.4002}7;2). Por outro lado, a imunoglobulina A {(IgA), o
principal isétipo das mucosas e secreges, € superior acs
outros isétipos de imunoglobulinas na protego contra
virus ¢ patogenos de mucosas. Portanto, a IgA secretora
(IgAs) é o principal mediador de imunidade especifica
das superficies de mucosa humana °.

Seres humanos, chimpanzés e gorilas expressam
duas subclasses de [gA, ou seja, IgAl ¢ IgAZ. A IgAl ¢
protegida contra enzimas proteoliticas por possuit, na
regido da dobradica da cadeia pesada, uma seqiiéncia
dupla incomum de 13 aminodcidos, prolinas serinas e
treoleinas, e por apresentar uma ghicosilacdo de resfduos
de serina. Contudo, uim nidmero de importantes patégenos
bacterianos de mucosa e membros bem sucedidos da
flora comensal humang, mas que podem estar associados
com distdrbios patoldgicos, desenvolveram proteases
extremarnente especificas que clivam a IgAl hamana *.

Tanto a IgA sérica obtida de soro de paciente com
mieloma, como a lgA secretora de colostro foram utili-
zadas como substrato. A andlise qualitativa do colostro
para a presenga de subclasses de IzAl e IgAZ pelo teste
de suscetibilidade a clivagem por IgA1 proteases revelou

que a IgA obtida de colostro ndo for clivada. Além de
possuir IgAl em quantidades menores do que IgA2, o
colostro contem anticorpos neutralizantes 4 maioria das
IgAl proteases bacterianas. Consequentemente, [gAs
purificada de colostro humano € resistente & maioria das
IgAl proteases, a menos que seja acrescentada em quan-
tidades excessivas ’

Nossos resultados foram compativeis com os de
outros autores quanto aos agentes mais frequentes das
meningites bacterianas, N. meningitidis, H. influenzae, ¢
S. pneumoniage. Com relacio a oniros agentes desta
infecclo, alguns apresentaram enzimas IgAl proteases,
embora na literatura tenham sido citados como nio pro-
dutores destas enzimas, como Proteus mivabilis®™. Outras
bactérias de colecdo, como Shigella flexneri ¢ S. sonnei,
também ndo citadas na literatura como apresentando
estas enzimas “**, foram positivas em nosso trabalho.
Atribuimos estes resultados divergentes a ama concen-
tracio maior de indeulo, pois em alguns ensaios duplica-
dos da mesma bactéria, resulfados diferentes foram obti-
dos, como ocorreu ao se testar cepas de S. pueumoniae.
Colénias de S. preumoniae, como de outros estreptoco-
cos, sdo muito pequenas e se nio for conseguido uma
algada bem carregada de indculo, o resultado pode ser
negativo. Alguns autores observaram que em S. mirise S.
sanguis, € em H. parainfluenzae apenas algumas cepas
desenvolvem esta enzima °.

De acordo com Lomhbolt ¥, a IgAl se constitul em
um antigeno comuin e merece avaliacio futura para uma
possivel aplicagio em vacinas a fim de prevenir doengas
causadas pelo micrerganismo produtor da enzima. Hste
mesmo autor afirma que ainda existe muito para ser
aprendido sobre a funciio molecular das IgAl proteases
bacterianas ¢ o papel gue elas desempenham durante a
colenizagdo e infecgio.

A presenga de IgAl proteases podera ajudar a
entender propriedades do hospedeiro e do microrganis-
mo, Estas propriedades, quando combinadas formam a
base para infecgio, e esta informagio tem importancia
clinica e pode contribuir no controle da doenca .

Tendo em conta que estas enzimas séo elaboradas
somente por bactérias e nfio por outros microrganismos,
em estudos futuros serd analisada a presenca destas enzi-
mas em fluidos bioldgices, como o Hquido cefalorraqui-
diano, visando reduzir a grande porcentagem de menin-
gites definidas como indeterminadas, quando pelas téc-
nicas de identificacdo atualmente em desenvolvimento,
ndo se detecta um agente bacteriano, principalmente
devido @0 uso prévic de antibidticos que muitas vezes
inviabilizam o diagndstico laboratorial da infecgio.
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ABSTRACT: Among virulence factors in bacteria investigated in the Se¢fio de Bacteriologiza of the
Instituto Adolfo Lutz, the cccurrence of imvmunogiobulin A proteases (IgA | proteases) has been evalua-
ted. Thesc extracellular enzymes are produced by different mucosal pathogens, including the three major
agents of bacterial meningitis: Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae and Streptococcus preu-
moniae. IgAl proteases were delected by immunoelecttophoresis in 28 of 39 sirains studied, bacteria and
yeasts. Excepl for 7 bacteria from collection, all organisms were isolated from cerebrospinal fluid. In the
three most frequent etiological agents of meningitis, IgAl proteases were observed, as well as in four
other bacteria, two of which {rom colection, and not cited in the literalure as enzyme producers.

DESCRIPTORS: 1gAl proteases, meningitis, virulence factors,
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