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RESUMO 
 

Staphylococcus aureus é uma bactéria coco Gram Positivo, considerada 

um dos principais patógenos hospitalares. Essa bactéria possui uma gama de 

fatores de virulência, entre elas, a capacidade de produzir biofilme. O biofilme 

confere aos estafilococos resistência contra o sistema imune do hospedeiro e 

ação de antibióticos. Fatores genéticos e ambientais estão envolvidos na 

produção de biofilme estafilocócico. Agentes antissépticos e antimicrobianos 

em concentrações subinibitórias podem induzir a bactéria a formar biofilmes. 

Em nossas amostras, os diferentes agentes estressantes (NaCl, etanol e 

Rifampicina) testados foram capazes de induzir a formação de biofilme em 

diferentes tempos. Algumas amostras responderam para todos os agentes 

estressantes, enquanto outras apenas para alguns deles. A Rifampicina e o 

NaCl induziram a formação de biofilme polissacarídico e proteico. Nosso 

estudo mostrou que esses biofilmes parecem ter mecanismos moleculares 

distintos em sua formação. 

 

Abstract 

Staphylococcus aureus is a Gram positive coco considered a major 

nosocomial pathogens. This bacterium has an array of virulence factors, among 

them the ability to produce biofilm. The staphylococcal biofilm confers 

resistance to the immune system of the host and antibiotic action. Genetic and 

environmental factors are involved in the production of staphylococci biofilms. 

Antiseptics and antimicrobial agents in subinibitory concentrations can induce 

bacteria to form biofilms. In our strains, the different stress agents (NaCl, 

ethanol and rifampicin) were tested to the ability of induce the biofilm formation 

in different times. Some strains responded to all stressors agents, while others 

just some of them. Rifampicin and NaCl induced the formation of 

polysaccharide and protein biofilms. Our study showed that biofilms, seem to 

have distinct molecular mechanisms in their formation. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Staphylococcus aureus 

Em 1881 Alexander Ogston nomeou o gênero Staphylococcus a partir do 

estudo de bactérias isoladas de abcessos. Essas bactérias formavam 

agrupamentos que lembravam cachos de uva (Santos et. al., 2007). 

Atualmente, o gênero Staphylococcus pertence à família Staphylococaceae e é 

formada por 35 espécies. Estas são caracterizadas como cocos Gram 

positivos, anaeróbios facultativos e produtores da catalase. Além disso, são 

capazes de crescer em meio de cultura contendo altas concentrações de NaCl 

e em temperaturas que variam de 18 a 40°C (Murray et al, 2007).  

Os Estafilococos são responsáveis por diversas doenças, dentre elas, 

infecções de sítio cirúrgico, endocardite e bacteremias hospitalares. Muitas 

delas estão associadas ao uso de próteses articulares, cateteres e stents 

(Casey et al., 2007). Desde os anos 1700 são descritas doenças com 

características de infecções estafilocócicas, mas só a partir de 1880, Alexander 

Ogston passou a relacionar os Estafilococos a doenças neonatais (Shinefield & 

Ruff, 2009). Doenças estafilocócicas são comuns em enfermarias e hospitais, 

sobretudo em unidades de tratamento de queimados e centros cirúrgicos. A 

presença de feridas profundas e o frequente uso de dispositivos médicos 

invasivos, nesses ambientes, favorecem o crescimento dos Estafilococos.  

Fatores ambientais e fatores intrínsecos dos Estafilococos parecem 

contribuir para sua rápida disseminação nos ambientes hospitalares. A 

persistência dos Estafilococos e o transporte de cepas por trabalhadores da 

área de saúde parecem ser contribuintes críticos para o início de surtos 

epidêmicos. As transferências de pacientes infectados entre hospitais também 

têm sido associadas à propagação de cepas estafilocócicas (Shinefield & Ruff, 

2009). 

A principal bactéria deste gênero, de importância médica, é 

Staphylococcus aureus. Esta bactéria se diferencia das demais espécies 

estafilocócicas pela produção da coagulase, adesina que reage com a 
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prototrombina no sangue. É um importante patógeno humano, associado a 

uma grande variedade de doenças, tanto comunitárias quanto hospitalares 

(Deurenberg & Stobberingh, 2008). Essa espécie possui um grande número de 

fatores de virulência, que contribuem de forma decisiva para sua 

patogenicidade. Dentre estes fatores se destacam a Proteína-A, que tem 

capacidade de impedir a fagocitose por se ligar à porção Fc das 

imunoglobulinas, além de outras proteínas de superfície, como os receptores 

de colágeno e as proteínas de ligação à fibronectina. Além de enzimas 

extracelulares do tipo proteases, lípases, hialuronidase (Dinges et. al., 2000). 

Toxinas estafilocócicas são outros importantes fatores de virulência 

produzidos por S. aureus. Entre elas encontram-se as Enterotoxinas, 

responsáveis por intoxicações alimentares estafilocócicas. Tais toxinas são 

termoestáveis, e se classificam em 14 tipos (A, B, C1, C2, C3, D, E, G, H, I, J, 

K, L e M). Esta variedade de tipos permite a uma mesma cepa bacteriana 

produzir mais de um tipo de toxina (Lamaita et al., 2005).  

As intoxicações alimentares estafilocócicas possuem um período de 

incubação curto, variando de 15 minutos a 6 horas. Quando ingeridas pré-

formadas no alimento, as toxinas podem causar vômitos e diarreia. O 

restabelecimento das pessoas contaminadas ocorre geralmente em um ou dois 

dias (Lamaita et al., 2005).  

Outra toxina produzida por S. aureus é a Toxina Esfoliativa, que é 

responsável pela Síndrome da Pele Escaldada Estafilocócica. Esta doença 

acomete geralmente recém-nascidos, e se caracteriza pela presença de 

eritemas, febre e sensibilidade da pele. Em um segundo momento formam-se 

bolhas generalizadas, de parede fina e cheias de líquido, que podem se romper 

facilmente, especialmente em regiões de atrito (Aalfs et al., 2010).  

S.aureus pode produzir ainda a TSST-1, toxina causadora da Síndrome 

do Choque Tóxico. Esta doença é conhecida desde os anos 1920 e despertou 

maior atenção no início da década de 1980, quando ocorreram surtos em 

mulheres, nos Estados Unidos, devido ao uso de tampões menstruais 

superabsorventes contaminados (Shinefield & Ruff, 2009). A Síndrome do 



3 
 

Choque Tóxico é uma doença aguda e se caracteriza pela presença de febre 

alta, hipotensão e choque, podendo envolver vários órgãos (Lamaita et al., 

2005). 

A Leucocidina de Panton Valentine (LPV) e a alfa-hemolisina também 

são importantes fatores de virulência de cepas de S. aureus. A LPV consiste 

em duas proteínas S e F, codificadas separadamente pelos genes Luk S-PV e 

Luk F-PV. Essas proteínas atuam de forma sinérgica na lise de leucócitos 

polimorfonucleares, macrófagos e monócitos. Amostras produtoras de LPV 

estão associadas a infecções necróticas da pele e do tecido subcutâneo, tais 

como furúnculo e abscessos e também a quadros graves de pneumonia 

hemorrágica necrotizante (Lina et. al., 1999). Já a alfa-hemolisina é 

considerada a toxina mais bem estudada de S. aureus. Ela é secretada na 

forma de pentâmeros e hexâmeros capazes de provocar lise celular. Esses 

produtos promovem a formação de poros que geram influxo e efluxo de íons e 

pequenas moléculas em células eucarióticas e a morte de eritrócitos (Dinges 

et. al., 2000).  

Amostras de S. aureus podem ser encontradas colonizando de forma 

assintomática a pele e mucosas do homem. A cavidade nasal é o local onde 

esta bactéria pode ser isolada mais frequentemente (Wertheim et al., 2005; 

Shinefield & Ruff, 2009). Esta situação caracteriza o estado de portador nasal. 

Profissionais da área da saúde portadores de S. aureus podem funcionar como 

disseminadores da bactéria no ambiente hospitalar (Todd et al., 2008).  

Para a tentativa de erradicação do estado de portador nasal de S. 

aureus a droga de escolha é a mupirocina, um medicamento de uso tópico. 

Este antimicrobiano é um metabólito (ácido pseudomônico A) obtido de 

Pseudomonas fluorescens, que apresenta baixo espectro de ação, atuando 

principalmente sobre bactérias Gram positivas, particularmente Staphylococcus 

(Oliveira & Paula, 2012). O uso desse antimicrobiano demonstrou que, na 

maioria dos pacientes submetidos ao tratamento, ocorreu o desaparecimento 

do microrganismo de outras regiões do corpo além da cavidade nasal (Reagan 

et al., 1991). Entretanto, mesmo com o uso eficaz da mupirocina, estudos feitos 

por Reagan e colaboradores (1991) constataram que portadores saudáveis, 
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submetidos à terapia com o antimicrobiano para erradicação nasal de S. 

aureus, apresentaram percentual de 25 a 30% de recolonização por esta 

bactéria. Por outro lado, o uso ampliado da mupirocina tem sido associado à 

emergência de linhagens resistentes (Vasquez et. al., 2000).  

S. aureus pode causar doenças tanto comunitárias quanto hospitalares. 

As infecções ocorrem a partir da presença da bactéria na pele ou mucosas do 

indivíduo contaminado. Após a colonização inicial, geralmente assintomática, o 

micro-organismo pode causar doenças cutâneas, como foliculite, furúnculo e 

hordéolo, além de infecções de feridas e impetigo bolhoso. Quando as 

barreiras naturais do corpo são rompidas, geralmente por traumas ou 

procedimentos cirúrgicos, S. aureus pode invadir e infectar outras regiões do 

corpo, incluindo os ossos, ou até causar sepse (Santos et. al., 2007).  

Nos ambientes hospitalares S. aureus pode circular entre profissionais e 

pacientes, através da transmissão direta da bactéria pelo contato entre 

pessoas, principalmente pelas mãos (Shinefield & Ruff, 2009). Além disso, S. 

aureus assume importância devido ao amplo uso de dispositivos como 

cateteres, próteses, stents e outros implantes (Araujo et. al., 2006). Estes 

dispositivos quando contaminados por S. aureus, causam infecções que 

envolvem diversos tipos de acometimentos de tecidos profundos. Dentre eles, 

endocardite em válvulas nativas e próteses, pielonefrite e abscesso pulmonar, 

osteomielite, artrite e peritonite (Casey et. al., 2007).  

As infecções hospitalares estão frequentemente associadas a 

procedimentos médicos invasivos. São bastante diversificadas, como infecções 

em sítios cirúrgicos, infecção da corrente sanguínea e pneumonia associada ao 

uso de respiradores. Tal amplitude de processos patológicos consolidou a 

importância do S. aureus como um dos mais frequentes agentes de infecções 

graves (Casey et. al., 2007; Gordon, Lowy, 2008).  

S. aureus está frequentemente associado a infecções relacionadas ao 

uso de implantes, devido à sua capacidade de aderir às superfícies destes 

materiais e de crescer formando biofilme em corpos estranhos (Knobloch et. 

al., 2002; Cerca et. al., 2005). Tanto a capacidade de aderir quanto a de 



5 
 

crescer formando biofilme, são apontadas como fatores de virulência. Assim, S. 

aureus se torna importante causador de infecções em feridas e osteomielite 

(Izano et. al., 2008).  

A capacidade de aderência a implantes médicos se deve ao fato de que 

poucas horas após sua colocação, estes dispositivos já se apresentam 

revestidos por proteínas plasmáticas e proteínas da matriz extracelular do 

hospedeiro (Guo et. al., 2007; Krepsky et. al., 2003). Essas proteínas podem 

funcionar como receptores para componentes de superfície microbiana que 

reconhecem moléculas adesivas da matriz, conhecidos como MSCRAMM 

(“Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules”).  

Com a emergência de S. aureus como patógeno hospitalar, surgiu à 

necessidade de se introduzir um antimicrobiano que tivesse efeito bactericida 

efetivo. A tentativa de erradicar esta bactéria começou com a introdução das 

sulfanilamidas no início da década de 1930. Entretanto, no final dessa década 

já eram isoladas amostras resistentes a esses quimioterápicos (Santos, et. al., 

2007).  

Na década de 1940 se introduziu na prática clínica a Penicilina, 

descoberta em 1928 por Alexander Fleming, como um potente antimicrobiano 

de efeito bactericida. Ainda nesta década, alguns anos após o início do uso da 

penicilina, as primeiras amostras de S. aureus resistentes foram isoladas em 

hospitais. Já na década de 1950 se espalharam para a comunidade.  

A resistência à Penicilina ocorre devido a algumas amostras de S. 

aureus produzirem β-lactamase, enzima capaz de inativar as penicilinas, 

promovendo a hidrólise do anel β-lactâmico (Chambers & De Leo, 2009). 

O crescente número de amostras resistentes à penicilina fez com que 

em 1959 se introduzisse nos ambientes hospitalares uma penicilina modificada 

em laboratório. Surgia então a Meticilina, que era mais estável à ação das β-

lactamases. Esta droga passou a ser utilizada para o tratamento de infecções 

causadas por S. aureus produtores de β-lactamases (Chambers & De Leo, 

2009). Entretanto, pouco tempo após o início de seu uso, surgiram os primeiros 

isolados de S. aureus resistentes à meticilina (MRSA), relatados no Reino 



6 
 

Unido, no início da década de 1960 (Jevons, 1961). Estas amostras passaram 

a circular por hospitais em toda a Europa e eventualmente foram relatados 

alguns isolados nos Estados Unidos (Chambers & De Leo, 2009).  

A resistência de S. aureus à meticilina e à oxacilina (droga derivada da 

meticilina, utilizada atualmente) é mediada pela produção de Proteínas de 

Ligação com Penicilinas (PBPs) alteradas, com baixa afinidade de ligação a 

antimicrobianos β-lactâmicos. Essas proteínas, denominadas PBP2a ou PBP2’, 

são codificadas pelo gene mecA, que foi descoberto na década de 1980 

(Chambers & De Leo, 2009).  

PBPs são proteínas de membrana que catalisam as reações de 

transpeptidação e transglicosilação, necessárias para que ocorram as ligações 

das cadeias de peptídeoglicano durante a síntese de parede celular (Lowy, 

2003). Desta forma, amostras de S. aureus produtoras de PBP2a (PBP2’) são 

resistentes aos antimicrobianos β-lactâmicos, sendo conhecidas como MRSA.  

Atualmente as amostras MRSA chegam a representar até 45% do total 

de isolados de S. aureus nos ambientes hospitalares (Michelim et al., 2005). 

Estas amostras frequentemente demonstram multi-resistência, sendo 

resistentes simultaneamente a drogas de outros grupos tais como macrolídeos, 

lincosamidas, aminoglicosídeos, quinolonas, cotrimoxazol e tetraciclina 

(Michelim et al., 2005).  

A vancomicina é a principal alternativa terapêutica no combate a 

amostras MRSA (Michelim et al., 2005). Entretanto, em 1997 foi isolada a 

primeira amostra de S. aureus com resistência intermediária a esta droga 

(CMI= 8-16 μg/mL), sendo denominada amostra VISA (resistência intermediária 

à vancomicina) (Smith, Jarvis, 1999). Posteriormente, surgiram outras com 

resistência total à vancomicina (VRSA), apresentando CMI ≥ 128μg/mL (Walsh, 

Howe, 2002). 

Cinco clones pandêmicos de MRSA já foram bem caracterizados, sendo 

eles os clones ibérico, brasileiro, húngaro, Nova York / Japão e o clone 

pediátrico. No Brasil o clone denominado BECC (Brazilian Epidemic Clonal 

Complex) já foi isolado por todo o país e inclusive em outros países como 
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Argentina, Uruguai, Paraguai, Portugal, Itália e República Tcheca (Amaral et. 

al., 2005). A disseminação tão ampla deste clone de MRSA pode estar sendo 

facilitada por mecanismos de virulência que favoreçam a sua colonização na 

superfície da pele e mucosas.  

Amaral e colaboradores (2005) demonstraram que a variante 

predominante do BECC (variante A1) tem maior capacidade de produzir 

biofilme e de aderir e invadir células epiteliais das vias aéreas, quando 

comparada com clones esporádicos de MRSA (BECC não A1). A partir de 1980 

as amostras MRSA passaram a ser isolados com mais frequência em hospitais 

americanos e se espalharam para o mundo todo.  

Na década de 1990 surgiram os primeiros casos de infecções 

comunitárias causadas por amostras MRSA, em comunidades indígenas 

australianas (Chambers & De Leo, 2009). As amostras MRSA passaram então 

a ser classificadas dependendo do ambiente em que eram adquiridas. As 

amostras adquiridas no ambiente hospitalar passaram a ser denominadas HA-

MRSA, enquanto que as amostras adquiridas na comunidade foram 

classificadas como CA-MRSA. 

1.2  Biofilme 

Biofilme pode ser definido como uma comunidade bacteriana, englobada 

por uma matriz polimérica extracelular, produzida por estas bactérias, que 

cresce aderida a superfícies biológicas ou inertes (Aparna & Yadav, 2008). 

Essa matriz extracelular oferece proteção contra agentes antimicrobianos e 

contra os mecanismos de defesa do hospedeiro (Kim et. al., 2008), tornando 

muito difícil a erradicação de infecções causadas por bactérias que crescem 

formando biofilme (Rohde et. al., 2007). 

Em casos de infecções em próteses articulares ou cardíacas faz-se 

necessário a retirada cirúrgica do implante para eliminação do processo 

infeccioso (Araujo et. al., 2006). O biofilme pode se formar tanto em tecidos 

vivos quanto em materiais inertes. Há estimativas de que em 65% das 

infecções bacterianas, pode-se observar a presença de biofilme (Smith et. al., 

2008). 
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A capacidade de crescer formando biofilme parece estar relacionada a 

aspectos de patogenicidade bacteriana, além de funcionar como um nicho de 

infecções crônicas. Isso porque o biofilme tem a característica de se 

desprender em fragmentos, podendo levar a infecção a outros sítios do corpo 

do hospedeiro. Quando isso ocorre, pode provocar embolização distal destes 

fragmentos (Shanks et. al., 2006). Além disso, o biofilme pode estar envolvido 

na seleção de amostras com perfil mais amplo de resistência a antimicrobianos 

(Araujo et. al., 2006), devido à barreira física criada por sua matriz, que impede 

o contato do antimicrobiano com as bactérias que estão inseridas no biofilme. 

Para tentar tratar infecções causadas por S. aureus formando biofilme, a 

rifampicina vem sendo utilizada como alternativa terapêutica. Este 

antimicrobiano de amplo espectro atua impedindo a transcrição de RNA de 

bactérias Gram Positivas. Estudos apontam que a rifampicina possui 

propriedades anti-biofilme. Além disso, a Rifampicina se mostrou capaz de 

penetrar no biofilme e de erradicar S. aureus dentro do biofilme formado. 

Entretanto, há poucos estudos comprovando a eficácia de seu uso (Reiter et. 

al., 2012).  

A formação do biofilme é um evento que envolve duas etapas. A 

primeira diz respeito à aderência da bactéria ao tecido ou estrutura inerte, 

sendo este um evento complexo, que envolve a participação de fatores 

inespecíficos (físico-químicos) e específicos (adesinas) (Palmer et al., 2007; 

Aparna & Yadav, 2008). No que diz respeito aos fatores físico-químicos, as 

interações hidrofóbicas são as de maior destaque em eventos biológicos, tendo 

sido demonstrado que elas participam de forma importante numa grande 

variedade de infecções (Krepsky et al., 2003).  

Podemos definir hidrofobicidade como sendo a energia de atração entre 

células apolares ou levemente polarizadas, imersas em uma fase aquosa 

(Cerca et al., 2005). Algumas substâncias presentes na parede celular da 

bactéria podem atuar juntamente com a hidrofobicidade, promovendo a ligação 

inicial a biomateriais.  
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As proteínas de superfície SSP1 e SSP2 (“Staphylococcal Surface 

Protein”) que formam estruturas semelhantes a fímbrias (Veenstra et. al., 1996) 

e as autolisinas bifuncionais, que funcionam também como adesinas, tais como 

a AtlE (Heilmann et. al., 2003), a Atl (Qin et. al., 2007) e a AaE (Heilmann et. 

al., 2003) são exemplos dessas substâncias. 

As autolisinas são enzimas bacterianas que tem importante participação 

na divisão celular e na lise bacteriana induzida por antimicrobianos e também 

são apontadas como fatores de virulência, atuando na aderência da bactéria 

aos tecidos do hospedeiro. Essas proteínas com dupla função, de 

autolisinas/adesinas, já foram descritas também em outras bactérias, como 

Streptococcus pneumoniae e Listeria monocytogenes, além de estafilococos 

(Heilmann et. al., 2003).  

As proteínas podem funcionar como receptores para as MSCRAMM, por 

exemplo, a proteína Fbe, relacionada à ligação com o fibrinogênio; a proteína 

Ebp; a elastina e um conjunto de proteínas que apresentam repetições do 

dipeptídio serina-aspartato, conhecidas como família Sdr (SdrF, SdrG e SdrH), 

que se ligam, particularmente, ao fibrinogênio (McCrea et al., 2000; Rogers, 

2009).  

As autolisinas bifuncionais AtlE e AaE também possuem função de 

ligação a fatores do hospedeiro depositados na superfície dos biomateriais. A 

AtlE se liga à vitronectina (Rogers, 2009) e a autolisina AaE permite a ligação 

ao fibrinogênio, fibronectina e vitronectina (Heilmann et al., 2003). Além destas 

substâncias, os ácidos teicóicos da parede celular, um componente estrutural 

do peptidioglicano, possibilitam a ligação à fibronectina (Hussain et. al., 2001). 

Em amostras PIA independentes, a formação do biofilme está 

relacionada a proteínas de superfície. A Proteína Associada à Acumulação 

(Aap) descrita em S. epidermidis (Hussain, et al., 1997), a Proteína Associada 

a Biofilme (Bap) produzida por S. aureus (Cucarella, et al., 2001), que 

posteriormente mostrou ser homóloga da Aap, e a Proteína de ligação à Matriz 

Extracelular (Embp) (Christner, et. al., 2010), são exemplos de proteínas que 

atuam como matriz para a formação de biofilme. Ácidos teicóicos (Sadovskaya 
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et al., 2005) e DNA extracelular (Qin et al., 2007) também podem funcionar 

como matrizes, mas são ancoradas por proteínas de superfície. 

Uma vez aderida, a população bacteriana começa a se acumular 

formando grumos, por ação da aderência intercelular. Esse fenômeno é 

mediado por um polissacarídeo de superfície, o poli-β(1,6)-N-acetil-D-

glicosamina (PNAG), denominado Adesina Polissacarídica Intercelular (PIA) 

(Izano et al., 2008).  

A produção da PIA foi inicialmente descrita em S. epidermidis e 

posteriormente detectada também em S. aureus (Rohde et. al., 2007). A partir 

daí se estabelece uma estrutura complexa na qual a maioria das bactérias não 

tem contato direto com a superfície colonizada, mas é mantida por mecanismos 

de aderência intercelular.  

Eventualmente células bacterianas podem se desprender do biofilme e 

atingir outros locais, disseminando a infecção (Sambanthamoorthy et al., 2008). 

Além disso, já foram descritas amostras de estafilococos que tem grande 

capacidade de crescer formando biofilme, mas não são produtoras de PIA, ou 

que são deficientes na sua produção (O'gara, 2007; Izano et al., 2008).  

A produção de PIA é mediada por produtos do locus cromossomial ica, 

composto por quatro genes de aderência intercelular (icaA, icaD, icaB, icaC) e 

um gene regulador icaR, organizados em um operon (Mateo et. al., 2008; Fey 

et. al., 1999). Sua produção envolve produtos codificados pelo operon icaADBC 

e regulados por um repressor trancricional, codificado pelo gene icaR.  

O produto do gene icaA é uma proteína transmembrana, com atividade 

de N-acetilglicosamil transferase, que requer o produto do gene icaD para 

atividade ótima. O produto de icaD é uma chaperona que promove a inserção 

na membrana da proteína codificada por icaA.  

A proteína codificada pelo gene icaB é secretada, sendo responsável 

pela desacetilação da molécula poli-N-acetilglicosamina. O produto de icaC é 

uma proteína transmembrana hipoteticamente envolvida na externalização e 
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alongamento do polissacarídeo, sendo essencial para a formação de uma PIA 

com comprimento integral e imuno-reativa (Rohde et al., 2010). 

A expressão dos genes ica, que resultam na produção de PIA, é 

fortemente regulada e, pelo menos in vitro, parece ocorrer a nível transcricional 

(Cue et al., 2012). Embora os sinais de controle da produção de PIA/PNAG in 

vivo não sejam bem definidos, diferentes condições ambientais afetam a 

produção in vitro, como: altas temperaturas, anaerobiose, alta osmolaridade, 

glicose, etanol e outros antissépticos, concentrações sub-inibitórias de 

antimicrobianos, anaerobiose. Todos podem induzir a produção de PIA/PNAG, 

embora haja variação entre as amostras no que diz respeito ao que as 

condições resultem em maior produção PIA/PNAG (Nuryastuti et al., 2011). 

Knobloch e colaboradores (2002) demonstraram que a presença de 

ingredientes alcoólicos nos antissépticos tem efeito indutor de produção de 

biofilme por S. epidermidis. Ozturk e colaboradores (2014) mostraram que 

amostras MRSA podem ser induzidas a produzir biofilme na presença de 

maxifloxacina e rifampicina, em concentrações sub-inibitórias. Lim e 

colaboradores (2004) mostraram que a glicose e concentrações sub-inibitórias 

de NaCl induzem a formação de biofilme PIA independente em S. aureus.  

A PIA é o componente dominante da matriz do biofilme produzido por S. 

epidermidis. Entretanto, este componente parece ser menos importante nos 

biofilmes produzidos por S. aureus. Muitos estudos têm demonstrado que 

material de origem protéica é o principal componente da matriz do biofilme de 

S. aureus (Kiedrovski et. al., 2011). 

Pozzi e colaboradores (2012) utilizando isolados clínicos de MRSA 

observaram um fenótipo de expressão de biofilme PIA independente, tendo as 

proteínas de ligação à fibronectina (FnBP A e B) e as autolisinas (Atls) como 

principais componentes do biofilme. A atividade autolítica das Atls e o DNA 

extracelular aparentemente estão envolvidos no primeiro estágio da produção 

de biofilme por MRSA, enquanto que as FnBPs promovem a acumulação 

intercelular e a maturação (Pozzi et. al., 2012). 
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Amostras MSSA, ao contrário das MRSA, parecem expressar um 

biofilme dependente de PIA em superfícies hidrofílicas, e em superfícies 

hidrofóbicas um biofilme com Atl e PIA (Pozzi et. al., 2012). Deste modo, a 

matriz do biofilme parece não ser formada por um único composto. A PIA, 

assim como diferentes proteínas e outros compostos podem estar presentes na 

matriz do biofilme, formando uma estrutura complexa. 

 Diferentes testes laboratoriais para a detecção da produção de biofilme 

foram estabelecidos. Os mais frequentemente utilizados são o teste qualitativo 

em tubo de ensaio e o teste quantitativo em placas de microdiluição 

(Christensen et. al., 1985). O teste qualitativo consiste na detecção da matriz 

do biofilme aderida à parede do material inerte por coloração. O teste 

quantitativo é feito através da leitura espectrofotométrica do extrato alcoólico da 

matriz de biofilme corada. Esta técnica tem sido modificada por diversos 

investigadores, como Stepanovic´ e colaboradores (2007).  

O teste em placa de Ágar Vermelho Congo (AVC), criado por Freeman e 

colaboradores (1989), tem sido muito utilizado para a detecção fenotípica da 

produção de biofilme, sendo um método qualitativo, rápido e que apresenta 

reprodutibilidade (Los et. al., 2010; Khan et. al., 2011).  

Os testes em tubo ou em placas de microdiluição detectam biofilme 

independente da composição química da matriz extracelular produzida pela 

bactéria. No caso do teste em placa de AVC, a principal matriz extracelular do 

biofilme detectado é constituída do produto do operon icaRADBC, ou seja, PIA 

(Los et. al., 2010). Além destes testes fenotípicos, técnicas moleculares de 

PCR têm sido utilizadas como um método rápido para a detecção dos genes do 

operon ica (Arcioloa et. al., 2001). 

Diferentes mecanismos externos ao operon ica têm sido implicados na 

regulação da síntese de PIA e subsequentemente na produção de biofilme. 

Entre estes estão os produtos dos genes sarA e sigB, considerados genes 

reguladores dos determinates de virulência de estafilococos (O’gara et al., 

2007).  
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Estudos já mostraram que SarA, uma proteína que regula positivamente 

a transcrição do locus agr de S. aureus, possui afinidade com o promotor do  

gene icaA em S. epidermidis. A homologia de SarA de S. epidermidis com S. 

aureus é de 84% (Fluckiger et al., 2005). 

Estudos feitos com a deleção de sarA em S. epidermidis mostraram que 

houve diminuição significativa da produção de PIA e IcaA, nessas amostras, 

sem que houvesse alteração da transcrição de icaR (Cue et al., 2012). As 

regiões promotoras IcaR-IcaA possuem vários sítios de ligação para a proteína 

SarA, o que a torna um regulador positivo para PIA (Valle et al., 2003). 

O produto do gene sigB é um fator sigma alternativo, que em S. aureus é 

ativado mediante a um sinal de transdução em resposta a altas temperaturas, 

alta osmolaridade, antibióticos, ou pH extremo (Cue et al., 2012). O gene sigB 

em diversos estudos é apontado como um regulador de diversos genes, entre 

eles, os genes envolvidos com a formação de biofilme. Rachid e colaboradores 

(2000) mostrou que sigB está envolvido na formação de biofilme na presença 

de NaCl em altas concentrações em amostras S. aureus. Cerca e 

colaboradores (2008) apresentou sigB como sendo um regulador positivo tanto 

para icaADBC quanto para icaR em amostras S. aureus. Entretanto, sigB 

parece estar também envolvido com a regulação de biofilme ica independente 

(Lauderdale et. al., 2009), o que torna difícil de definir o papel deste gene na 

regulação do biofilme. 

Outros reguladores, como Rbf, LuxS, SpX, Ygs, entre outros, 

aparentemente também regulam de alguma forma a formação de biofilme em 

amostras de Estafilococos (Cue et al., 2012). Isso torna ainda mais complexo o 

entendimento dos mecanismos que regem o biofilme estafilocócico O 

mecanismo dos reguladores globais ainda não está totalmente esclarecido (Fey 

& Olson, 2010). 
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2. OBJETIVOS 
 

2.1 Objetivo geral 
 
Analisar a produção e a regulação da formação de biofilme em S.aureus 

em resposta a agentes estressantes, utilizando técnicas de análises 

fenotípicas e moleculares. 

 
 

2.2 Objetivos específicos 

 

 Avaliar a influência de agentes estressantes como anti-séptico (etanol), 

antibiótico (Rifampicina) e concentrações elevadas de NaCl na produção 

de biofilme em amostras S. aureus. 

 

 Caracterizar a natureza do biofilme formado. 

 

 

 Avaliar a expressão gênica dos genes sarA, sigB, icaA e icaR nas 

amostras S. aureus selecionadas crescidas na presença de diferentes 

agentes estressantes; 

 

 Comparar o efeito dos agentes estressantes na expressão gênica destes 

genes e entre cepas selecionadas. 
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3. METODOLOGIA 

 

3.1 Amostras Bacterianas  

Foram utlizadas 16 amostras de S. aureus isoladas de materiais clínicos 

de pacientes internados no Hospital Geral dos Servidores do Estado (hospital 

terciário da rede pública federal), pertencentes a coleção de culturas do 

Laboratório de Fisiologia Microbiana da UNIRIO. 

 

3.2 Análise Fenotípica da Formação de Biofilme 

 

3.2.1 Preparo das amostras 

As amostras foram ativadas a partir de tubos estoque, em tubos de 

ensaio de vidro com dimensões 13x100 mm contendo meio Caldo Soja 

Tripticaseína (TSB) da marca ACUMEDIA, por 24 horas (h) a 37°C. 

Após a ativação inicial as amostras foram repicadas para placas 

contendo meio Ágar Soja Tripticaseína (TSA) da marca ACUMEDIA, por 24 h a 

37°C, para verificação da pureza das amostras.  

Após a confirmação da pureza das amostras, foram selecionadas três 

colônias e as mesmas foram repicadas para um novo tubo de ensaio de vidro 

com dimensões 13x100 mm, denominado Tubo Teste, contendo meio TSB, por 

24 h a 37°C. 

  

3.2.2 Preparo da suspensão bacteriana 

Foram preparados três tubos com soluções de TSB, contendo diferentes 

concentrações sub-inibitórias de: rifampicina (RIF) (0,25; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 

ng/mL), etanol (EtOH) (2% e 4%) e NaCl (0,25%, 0,5%, 1%, 2% e 4%). 

As amostras de S. aureus foram inoculadas, a partir do Tubo Teste, em 

três tubos identicos, contendo as soluções, seguindo a proporção 1:100, ou 
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seja, 10 µL de cultura bacteriana em 1000 µL de solução. Os tubos foram 

identificados como: TSB; TSB+RIF 0,25; TSB+RIF 0,5; TSB+RIF 1; TSB+RIF 2; 

TSB+RIF 4; TSB+EtOH 2%; TSB+EtOH 4%; TSB+NaCl 0,25%; TSB+NaCl 

0,5%; TSB+NaCl 1%; TSB+NaCl 2% e TSB+NaCl 4%. 

- Distribuição em Microplaca 

As suspensões bacterianas foram misturadas em agitador do tipo vortex 

e foram distribuídos 200 µL/poço, em quadriplicata, em uma placa de 

microtitulação de 96 poços fabricada pela empresa Nunc Thermo. As placas de 

96 poços foram incubadas por diferentes tempos (6 h, 12 h, 16 h e 24 h) a 

37°C. 

- Distribuição em Tubos de Vidro 

As suspensões bacterianas foram mantidas nos tubos em quadriplicata e 

incubadas por diferentes tempos (6 h, 12 h, 16 h e 24 h) a 37°C. 

 

3.2.3 Teste de Detecção da Produção de Biofilme 

- Em Microplaca 

A produção de biofilme foi deteminada seguindo a metodologia proposta 

por Milisavljevic´ e colabordores (2008), com algumas modificações, conforme 

descrito abaixo: 

Primeiramente foi feito uma leitura da absorbância da placa de 

microtitulação em um equipamento leitor de ELISA da marca Thermo Plate 

modelo RT6000, utilizando um comprimento de onda de 620 nm (DOg) para 

determinar o crescimento bacteriano. 

A placa de microtitulação foi então, lavada três vezes com 200 µL/poço 

de água destilada, seguido de incubação a temperatura ambiente com 200 

µL/poço de metanol, por 15 minutos (min.). Após esse tratamento a placa de 

microtitulação foi corada com 200 µL/poço de uma solução de cristal violeta de 

Hucker a 2% e incubada a temperatura ambiente por 10 min., seguido de 
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lavagem da placa com três litros de água destilada corrente para remoção do 

excesso de corante. 

Foi adicionada a placa 200 µL/poço de etanol para extrair o corante 

aderido ao biofilme. A placa de microtitulação foi incubada por 25 min., com 

agitação em equipamento agitador orbital, seguido da leitura da absorbância 

em equipamento leitor de ELISA no comprimento de onda de 570 nm (DOeb). 

Os resultados foram tabelados e a classificação quanto a produção de 

biofilme foi uma adaptação do proposto por Stepanovic´ e colaboradores 

(2007), com um ponto de corte calculado para uma DOeb de 0,500 de 

absorbância. 

- Em Tubos de Vidro 

A produção de biofilme foi deteminada seguindo a metodologia proposta 

por Christensen e colaboradores (1988), com algumas modificações, conforme 

descrito abaixo: 

Primeiramente foi feita a leitura da DOg, pegando um dos tubos da 

quadriplicata e agitando em agitador do tipo vortex. A amostra foi lida em um 

equipamento espectrofotômetro, modelo IL-0082 Kasuaki, em um comprimento 

de onda de 620 nm para determinar o crescimento bacteriano. 

Os outros três tubos foram então lavados, três vezes, com 2 mL de água 

destilada, seguido de incubação a temperatura ambiente com 2 mL de metanol, 

por 15 min. Após esse tratamento os tubos foram corados com 2 mL de 

solução de Cristal Violeta de Hucker a 2% por 10 min. Os tubos foram lavados 

com água destilada corrente para remoção do excesso de corante. 

Foi adicionado aos tubos 2 mL de etanol, e estes foram agitados em 

agitador do tipo vortex, por 3 min., para a remoção total do corante aderido ao 

biofilme. Foi feita então, a leitura da absorbância do extrato alcoólico em 

equipamento espectrfotômetro com o comprimento de onda de 570 nm (DOeb). 

Os resultados foram tabelados e a classificação quanto a produção de 

biofilme foi uma adaptação do proposto por Stepanovic´ e colaboradores 



18 
 

(2007), com um ponto de corte calculado para uma DOeb de 0,500 de 

absorbância. 

 

3.3 Caracterização do Tipo de Biofilme 

As amostras produtoras de biofilme foram preparadas conforme o item 

3.2.2. Após a leitura da DOg, as placas de microtitulação foram lavadas com 

200 µL/poço de água destilada e tratadas com 200 µL/poço de uma solução de 

PBS pH7,4, nos quatro primeiros poços (1-4); 200 µL/poço de metaperiodato 

de sódio (NaIO4) 40mM nos quatro poços do meio (5-8) e 200 µL/poço de 

Proteinase K 100 µM nos ultimos quatro poços (9-12), para degradação do 

biofilme produzido na placa.  

As microplacas de 96 poços foram então, incubadas por 1 h a 37°C. 

Após isso, as placas foram lavadas e tratadas conforme o item 3.2.3. Os 

resultados foram tabelados e a razão entre a formação do biofilme induzido e a 

degradação do biofilme, com NaIO4 ou Proteinase K, foi calculada em forma de 

percentagem. 

 

3.4 Teste em Ágar Vermelho Congo (AVC) 

As amostras foram preparadas conforme o item 3.2.1. As placas de 

AVC foram preparadas conforme descrito a seguir. 25 mL de Ágar Infusão 

Cérebro e Coração (BHA), acrescidas de 0,25 mL de uma solução alcoólica, na 

proporção 1:1, de Vermelho Congo a 5%. Os agentes estressantes Rifampicina 

e NaCl foram adicionados ao meio, em diferentes tubos, nas concentrações 25 

ng/mL e 0,25% respectivamente. Os meios foram então vertidos para placas de 
Petri de vidro, com 15 cm de diâmetro. 

As cepas foram inoculadas na placa de AVC por gota de 10 µL, em 

triplicata, e incubadas a 35°C por 24 h, seguida de incubação a temperatura 
ambiente por 24 h. 
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As colônias formadas na placa foram registradas em fotografia. A 

morfologia das colônias foi avaliada como lisa, para as amostras não 

produtoras de biofilme polissacarídico. As colônias rugosas, foram classificadas 
como amostras produtoras de biofilme. 

As amostras produtoras de biofilme apresentam uma morfologia 

característica em meio Ágar Vermelho Congo (AVC). Neste teste, proposto por 

Freeman e colaboradores (1989), as amostras produtoras de biofilme 

polissacarídico apresentam colônias com coloração negra e textura rugosa.  

Na fórmula que nós utilizamos para o teste AVC, retiramos a Glicose do 

meio, de forma a evitar a indução de biofilme por estresse osmótico da glicose. 

Assim, as colônias produtoras de biofilme polissacarídico não ganharam 

coloração negra, mas apresentaram a textura rugosa em suas colônias. 

 

 

3.5 Análise dos domínios 

As sequências dos genes sarA, icaA, icaR, sigB e gyrB foram obtidas 

através do site do genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) e a análise 

dessas sequências foi feita pelas ferramentas BLAST 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), InterPro (http://www.ebi.ac.uk/interpro/) 

e Pfam (http://pfam.xfam.org/). 

 

3.6 Desenho dos oligos para análise de PCR em tempo real 

Os oligos foram desenhados pelo software Primer Express, desenvolvido 

pela empresa Applied Biosystems©. 

 

3.7 Extração de RNA 
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A extração de RNA foi feita a partir de culturas de S. aureus, crescidas 

em tubos de vidro 13x100 mm, contendo meios de cultura (TSB, TSB+RIF 0,25 

ng/mL e TSB+NaCl 0,25%) a 37°C, em tempo de 12 h. 

As culturas bacterianas foram homogeinizadas em agitador do tipo 

vortex e transferidas para um microtubo estéril de 1,5 mL de capacidade. Os 

microtubos foram centrifugados a 12000 g por 10 min. a 4°C, em centrífuga 

refrigerada, modelo Centrifuge 5430R da marca Eppendorf. Em seguida, foi 

descartado o sobrenadante da cultura e o pellet, contendo as células das 

amostras, foi utilizado para a extração de RNA pelo método do Fenol Ácido a 

70ºC. 

Os microtubos contendo os pellets das amostras que não foram 

submetidas a extração de RNA logo a após o tempo de incubação, foram 

congeladas em nitrogêno liquido (N2) e conservados em freezer a -20°C ou -

80°C para a posterior extração. 

Os pellets foram ressuspensos em 150 μL de Água-DEPC e agitados em 

Vortex durante três minutos. Em seguida, foram adicionados 75 μL de 

Clorofórmio saturado com água-DEPC e 75 μL de Fenol Ácido pH 4,3 à 

suspensão bacteriana. Os microtubos foram agitados em vortex por 1 min. e 

incubados em banho-maria a 70ºC por 30 min., com agitação em vortex de 1 

min. a cada 5 min. de incubação. 

Os tubos, após a incubação, foram centrifugados a 16000 g por 20 min. 

150 μL da fase aquosa foi transferida para um novo microtubo. A este, foi 

adicionado 300 μL de álcool isopropílico e em seguida o tubo foi agitado em 

Vortex por 3 min. 

Os tubos foram então centrifugados a 16000 g por 20 min. O 

sobrenadante foi desprezado, e a lavagem do RNA foi feita adicionando-se 300 

μL de Solução de Álcool Etílico 70% em Água-DEPC. A lavagem foi feita três 

vezes, centrifugando o microtubo a 8000 g por 10 minutos entre as lavagens. 

Após a lavagem, o RNA foi centrifugado em uma centrífuga a vácuo, 

modelo Concentrataor Plus da Eppendorf, para a secagem do RNA. 
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O RNA foi então ressuspenso em 100 μL de Água-DEPC e dosado em 

equipamento NanoDrop Thermo e equipamento Qubit 2.0®, seguindo a 

orientação do fabricante. Além disso, foi feita corrida do RNA em gel de 

agarose para verificar a integridade do mesmo. 

A corrida do RNA foi feita utilizando gel de Agarose a 1% em solução de 

TAE. O gel foi feito adicionando 0,7 g de Agarose em 70 mL de solução TAE 

1X. A solução foi então aquecida em um forno de microondas até que ficasse 

totalmente homogênea. A solução de agarose foi então aplicada a uma forma, 

previamente tratada com solução detergente para manter a integridade do 

RNA, e deixada resfriar a temperatura ambiente. Depois de frio, o gel foi imerso 

em uma cuba de eletroforese, previamente tratada com solução detergente 

para manter a integridade do RNA, contendo TAE 1X. 

Três microlitros da amostra de RNA foram adicionados a 1 µL de tampão 

de RNA e 2 µL de gel Red, diluído na proporção 1/500. As amostras foram 

então aplicadas ao gel de Agarose 1% na cuba de eletroforese e deixadas 

correr no gel por 30 min. a uma tensão de 100 Volts. O gel, ao final do tempo 

de corrida, foi levado para um equipamento fotodocumentador modelo L-PIX 

EX Loccus Biotecnologia©, e a observação das bandas íntegras de RNA (23S e 

16S) foi feita observando a imagem gerada pelo equipamento, conforme a 

figura 1 abaixo. 
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3.8 Tratamento com DNAse 

Após o cálculo da concentração, foi retirado um volume equivalente a 

450µg de RNA e transferido para um microtubo de 1,5mL de capacidade. Este 

volume foi ajustado para 5 µL de RNA (acrescentando água-DEPC quando o 

volume da alíquota eqivalente era menor que 5 µL, ou concentrando o volume 

retirado, em centrífuga a vácuo, até chegar a um volume final de 5 µL). 

Após o ajuste do volume, foi adicionado para cada tubo de amostra, 1 µL 

de Tampão 10X, 1 µL de DNAse 1 u/µL e 3 µL de água-DEPC. Todos os 

reagentes utilizados foram do Kit de tratamento com DNAse da Promega. 

Os tubos fora então homogeneizados em agitador tipo vortex e 

incubados a 37°C por 30 min. Em seguida, foi adicionado a cada tubo 1 µL da 

solução Stop Solution, e os tubos foram novamente levados a agitação em 

vortex e incubados a 65°C por 10 min. Os microtubos, após a incubação, foram 

armazenados em freezer a -20°C. 

 

 

23S 

16S 

Figura 1: Gel de eletroforese mostrando as bandas 23S e 16S de RNA íntegro após a extração. 



23 
 

3.9 Análise de expressão gênica 

 

3.9.1 Preparo da 1ª fita 

 

Foi utilizado para esse experimento o Kit TaqMan® Reverse 

Transcription Reagents, da Applied Biosystems. Para cada tubo, 4,5 µL de 

BUFFER 10X, 9,9 µL de MgCl2 25 mM, 9 µL de dNTP, 2,25 µL de Random 

Hexamer, 0,9 µL de Inibidor de RNAse e 1,125 µL de MultiScript foram 

pipetados. 

Para evitar erros de pipetagem de volumes pequenos, todos os 

reagentes foram calculados para a quantidade total de tubos para cada 

experimento. Os volumes calculados foram pipetados em um únco tubo de 1,5 

mL de capacidade, em forma de mix, e homogeneizados em agitador tipo 

vortex. 

Volumes iguais do mix foram distribuídos para microtubos de 200 µL de 

capacidade. Em seguida, foi adicionado o RNA tratado com DNAse, resultando 

em um volume final de 25 µL de Mix mais amostra. Todos os microtubos foram 

colocados em equipamento termociclador Veitri Thermo Cycler 96 well©, da 

Applied Biosystems©. A reação foi feita com um ciclo de 25°C/10 min., 48°C/30 

min., 95°C/5 min. e 4°C sem tempo determinado. Após a reação, os tubos 

contendo as primeiras fotas de cDNA foram armazenadas em freezer a -20°C. 

 

 

3.9.2 Preparo dos Oligos 

Os oligos de iniciadores dos genes sarA, sigB, icaA, icaR e gyrB foram 

ressuspensos em tampão Tris EDTA 10mM pH 8,0, de  forma que os oligos 

tivessem uma concentração final de 100µM. A partir dessas soluções, os oligos 

foram aliquotados em tubos de 1,5 mL, contendo os mesmos, diluídos a 10µM. 

A partir dos oligos 10 µM, foi feito uma mistura de iniciadores de cada 

gene, misturando-se 8 µL do oligo Forward, 8 µL do oligo Reverse e 84 µL de 

Tris EDTA 10 mM pH 8,0. 

3.9.3 PCR em Tempo Real 
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Foi feito uma mistura (MIX SGP) com o reagente SYBER GREEN® 2 

µg/mL da Applied Biosystems© e a mistura de iniciadores, na proporção 10 µL 

de SYBER GREEN® e 5µL da mistura de iniciadores em um tubo novo de 1,5 
mL, pra cada gene a ser testado. 

Cada MIX SGP foi pipetado para uma Placa de 96 poços para reação 

de PCR em Tempo Real. Os poços foram preenchidos com 15 µL do MIX SGP, 
em triplicata. 

Em seguida, as primeiras fitas foram diluídas, adicionando-se 75µL de 

Tris EDTA 10 µM pH 8,0 aos tubos. Os tubos foram então homogeneizados em 

Vortex e 5 µL da 1ª fita foi pipetada em cada poço da placa com o gene a ser 
avaliado, conforme mostra o quadro 1. 

 

 

 

 

 

A placa foi então vedada, com uma película óptica adesiva compatível 

com a placa, da Applied Biosystems©. Após isso, a placa foi centrifugada a 

4500 xg a 4°C, por um minuto. 

Após o preparo da placa, a mesma foi colocada em um equipamento 

de PCR em tempo real, modelo Step One Plus®, da Applied Biosystems©. A 

reação foi feita com um ciclo de 95°C/10 min., 40 ciclos de 95°C/15 s e 60°C/1 

min., um ciclo de 95°C/15 s e 60°C/1 min. 

Os dados gerados pelo equipamento foram coletados no computador e 

tabelados em arquivo Excel. Para o cálculo da expressão gênica foi usado o 

método de Livak (BioRad Guide, 2006). Este método foi escolhido devido o 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A Amostra TSB Amostra NaCl Amostra RIF BRANCO sarA 
B Amostra TSB Amostra NaCl Amostra RIF BRANCO sigB 
C Amostra TSB Amostra NaCl Amostra RIF BRANCO icaA 
D Amostra TSB Amostra NaCl Amostra RIF BRANCO icaR 
E Amostra TSB Amostra NaCl Amostra RIF BRANCO gyrB 
F     
G     
H     

Quadro 1: Representação de uma placa de 96 poços para reação de PCR em  tempo real. 
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teste de compatibilidade do gene constitutivo mostrar ser compatível com todos 

os genes de teste. 

 

3.9.4 PCR para verificação dos genes icaA e icaD 

 

Para verificar a presença do operon ica nas amostras bacterianas 

foram feitas análises de PCR para identificação dos genes icaA e icaD. As 

amostras foram cultivadas em meio TSB a 37°C por 24 h. Posteriormente, 

essas mesmas amostras foram repicadas para uma placa de TSA, cultivada a 

37°C por 24 horas. 

 O DNA das amostras foi extraído a partir do crescimento bacteriano 

em placa. Foi preparada uma suspensão em tampão TE esterilizado (15 mM 

Tris e 0,1mM EDTA pH 7,5), correspondente à turvação padrão 6 da escala 

McFarland. Foram transferidos 600 µL da suspensão a um microtubo de 1,5 

mL, que foi centrifugado a 14000 g, por 5 min., a 4ºC. O sobrenadante foi 

descartado e o precipitado formado foi ressuspendido em 200 µL de tampão 

TE, submentido à fervura por 10 min. Em seguida, o tubo foi mantido em banho 

de gelo por 30 minutos.  

Os debris foram removidos ao serem centrifugados novamente, nas 

mesmas especificações, e 40 µL do sobrenadante (que contém o DNA) foi 

transferido para microtubos de 0,5 mL e mantidos a -20ºC até o uso. 

As reações de amplificação foram realizadas em um volume total de 

25 μL, contendo 125 μM de dNTP (Invitrogen),  2,5 μL de Tampão para PCR 

(Invitrogen), 0,5 μL de oligonucleotídeo iniciador (forward e reverse), 

iniciadores, (Invitrogen, diluído 1/10), 1U (0,2 μL) de Taq DNA polimerase 

(Invitrogen), e 1μL do DNA molde. 

Os oligonucleotídeos iniciadores utilizados para a realização do PCR 

foram: 

 

 icaA (F) (5’-TCGCACTCTTTATTGATAGTCGCTACGAG-3’) e 

icaA (R) 5’-TGCGACAAGAACTACTGCTGCGTTAAT-3’) 

(Eleaume & Jabbouri, 2004). 
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 icaD (F) (5’-TGGTCAAGCC-CAGACAGAGGG-3’); icaD (R) 

(5’-TCGCGAAAATGCCCATAGTTTCA-3’), feitos no programa 

primer BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). 

 

As misturas de reação foram submetidas a 25 ciclos de desnaturação 

a 94ºC por 30 s, anelamento a 59°C por 45 s, e extensão a 72ºC por 45 s. Os 

produtos amplificados foram submetidos à corrida em gel de agarose (Agargen) 

a 1,5% em tampão tris-borato EDTA (TBE) 0,5X (1X – 89mM Tris, 89mM ácido 

bórico e 0,05M EDTA pH 8,2) a 100 volts, sendo distribuídos 4μL do produto, 2 

μL de Tampão de Carregamento e 2μL de Gel Red (1/500) em cada poço.  

As imagens foram registradas em aparelho fotodocumentador. Foi 

utilizado como marcador de tamanho de DNA para a corrida eletroforética os 

tampões de carregamento 100bp plus DNA ladder  e 1kb plus DNA ladder 

(Invitrogen). 

 

3.9.5 Análises Estatísticas 

Para a geração de gráficos e análise estatítica, foi utilizado o software 

GraficPrism 6.0. Os testes estatísticos utilizados foram o ANOVA e o Teste-T. 

 

 

4. RESULTADOS   

 

4.1 Formação de biofilme induzido por agentes estressantes 

Já foi demonstrado que diferentes agentes químicos, como 

antimicrobianos, etanol (EtOH) e cloreto de sódio (NaCl), são capazes de 

induzir biofilme em bactérias (Fey, Olson, 2010). Para estudar o efeito destes 

agentes na formação de biofilme em S. aureus, 16 amostras foram avaliadas 

seguindo o protocolo proposto por Milisavljevic e colaboradores (2008). Para 

ser considerada produtora de biofillme, a amostra tem que apresentar uma 

DOeb maior 0,5. As amostras de S. aureus estudadas apresentaram diferentes 
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comportamentos quanto à formação de biofilme frente aos agentes 

estressantes testados. Na figura 1 é apresentada a indução de biofilme com o 

tempo de 24 horas.  

 As amostras SA06, SA18 e SA27 não responderam a nenhum dos 

agentes testados (gráfico1). As amostras 25923 e 43300 responderam a todos 

os agentes testados, entretanto, as mesmas já eram produtoras de biofilme na 

condição controle (TSB). As amostras SA01, SA03, SA10, SA12, SA13, SA15, 

SA40, SA50 SA53, SA60 e SA62 apresentaram indução em pelo menos um 

dos agentes estressantes testados. O teste mostrou que os agentes NaCl, 

EtOH e Rifampicina são capazes de induzir a formação de biofilme. 

Todas as amostras testadas foram divididas em 6 grupos e classificadas 

quanto a resposta ao agente estressante na forma de biofilme (gráfico 2). As 

amostras ATCC 25923 e ATCC 43300 (13% do total) foram produtoras naturais 

de biofilme e também foram induzidas na presença dos agentes estressantes 

EtOH, NaCl e Rifampicina, em todas as concentrações testadas (grupo I).  

O grupo II (SA06, SA18 e SA27), correspondente a 19%, é de amostras 

classificadas como biofilme negativo em todas as condições testadas. O grupo 

III (19%) é constituído das amostras SA01, SA03 e SA10; classificadas como 

biofilme negativo, mas que são induzidas a formar biofilme na presença de 

Rifampicina (RIF 4,0 ng/mL). O quarto grupo (19%) foi constituído de amostras 

biofilme negativo, mas que foram induzidas por Rifampicina e Etanol (SA13, 

SA50 e SA53).  

O grupo V (cepa SA15) foi induzido na presença de Rifampicina e de 

NaCl. O sexto grupo (grupo VI) é composto de quatro amostras (25%) que 

foram classificadas como não produtoras de biofilme, mas que foram induzidas 

por todos os agentes testados. 

Dos cinco grupos de amostras produtoras de biofilme, foram escolhidas 

duas amostras de cada grupo, para avaliar a capacidade de formar biofilme em 

tempos menores. Exceto pelo grupo V, que ficou representado por sua única 

amostra. O teste de biofilme foi feito utilizando o tempo de 12 horas. O gráfico 3 
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apresenta o resultado do teste, onde nove amostras são submetidas às 

mesmas condições utilizadas nos teste de 24 h.  

As amostras do grupo I (25923 e 43300) apresentaram um 

comportamento de formação de biofilme muito semelhante com o que ocorreu 

no tempo de 24 horas. As amostras do grupo III (SA01 e SA10) foram 

produtoras de biofilme apenas na condição de Rifampicina a 4,0 ng/mL. 
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Gráfico 1: Gráfico de amostras produtoras de biofilme em diferentes concentrações de Rifampicina, NaCl e EtOH; As 
amostras foram  cultivadas em um tempo de 24 horas. TSB= Condição Controle em meio Caldo Soja 
Tripticaseína; RIF 2= TSB+Rifampicina a 2,0 ng/mL; RIF 4= TSB+Rifampicina a 4,0 ng/mL; NaCl 2%= 
TSB+NaCl a 2%; NaCl 4%= TSB+NaCl a 4%; EtOH 2%= TSB+Etanol a 2%; EtOH 4%= TSB+EtOH a 4% 
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As amostras do grupo IV, V e VI mostraram ser induzidas pelos agentes 

estressantes, com uma maoir produção nas maioes concentrações testadas, 

com exceção da amostra SA53 (grupo IV), que não foi capaz de produzir 

biofilme na presença de EtOH. 

Testes posteriores de produção de biofilme foram realizados em 

menores concentrações de Rifampicina (0,25; 0,5; 2,0 e 1,0 ng/mL) e de NaCl 

(0,25%, 0,5%, 1% e 2%). Etes testes foram feitos utilizando um grupo de cinco 

amostras, com caracterísiticas distintas quanto a formação de biofilme. Nesses 

testes foram utilizados os tempos de 6 e 16 horas, para verificar a formação de 

biofilme em fases distintas do crescimento bacteriano. Os resultados estão 

ilustrados nos gráficos 4 e 5. 

As amostras produtoras naturais de biofilme (25923 e 43300) 

submetidas ao teste com 6 horas de cutivo apresentaram formação de biofilme 

em grande quantidade (gráfico 4). Dentre as amostras induzidas (SA15 e 

SA40), somente a amostras SA40 foi capaz de produzir biofilme em 6 horas.  

Além disso, apenas a Rifampicina (RIF 2, RIF 1 e RIF 0,5) foi capaz de 

induzir a formação de biofilme em SA40. A amostra SA18 foi utilizada como 

controle negativo. 

O gráfico 5 mostra o resultado do teste de biofilme com 16 horas de 

crescimento bacteriano. As amostras formadoras naturais de biofilme (25923 e 

43300) aumentaram a quantidade de biofilme na presença dos agentes 

estressantes. Todas as amostras induzidas (SA15 e SA40) apresentaram 

formação de biofilme nas condições de Rifampicina e  NaCl, em suas 

diferentes concentrações. A amostra SA18 foi utilizada como controle negativo 

do teste. 

Estes resultados mostram que amostras não produtoras podem ser 

induzidas a formar biofilme em tempos menores que 24 horas. Além disso, a 

formação de biofilme pode ser diagnosticada em tempos curtos. 
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Gráfico 2: Distribuição das amostras por produção de biofilme. Biofilme + = Amostras naturalmente produtoras de 
biofilme; Biofilme - = Amostras não produtoras de biofilme; RIF = Amostras induzidas a formar biofilme na 
presença de Rifampicina; NaCl = Amostras induzidas a formar biofilme na presença de Cloreto de Sódio; 
EtOH = Amostras induzidas a formar biofilme na presença de Etanol. 
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Gráfico 3: Amostras formadoras de Biofilme em diferentes concentrações de Rifampicina, NaCl e EtOH, crescidas em 
12 horas. . TSB= Condição Controle em meio Caldo Soja Tripticaseína; RIF 2= TSB+Rifampicina a 2,0 
ng/mL; RIF 4= TSB+Rifampicina a 4,0 ng/mL; NaCl 2%= TSB+NaCl a 2%; NaCl 4%= TSB+NaCl a 4%; EtOH 
2%= TSB+Etanol a 2%; EtOH 4%= TSB+EtOH a 4% 
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Gráfico 4: Amostras Formadoras de biofilme em diferentes concentrações de Rifampicina e NaCl com 6 horas de 
crescimento. TSB= Condição Controle em meio Caldo Soja Tripticaseína; RIF 2= TSB+Rifampicina a 2,0 
ng/mL; RIF 1= TSB+Rifampicina a 1,0 ng/mL; RIF 0,5= TSB+Rifampicina a 0,5 ng/mL; RIF 0,25= 
TSB+Rifampicina a 0,25 ng/mL; NaCl 2%= TSB+NaCl a 2%; NaCl 1%= TSB+NaCl a 1%; NaCl 0,5%= 
TSB+NaCl a 0,5%; NaCl 0,25%= TSB+NaCl a 0,25% 

Gráfico 5: Amostras formadoras de biofilme em diferentes concentrações de Rifampicina e NaCl crescidas em um 
tempo de 16 horas. TSB= Condição Controle em meio Caldo Soja Tripticaseína; RIF 2= TSB+Rifampicina a 
2,0 ng/mL; RIF 1= TSB+Rifampicina a 1,0 ng/mL; RIF 0,5= TSB+Rifampicina a 0,5 ng/mL; RIF 0,25= 
TSB+Rifampicina a 0,25 ng/mL; NaCl 2%= TSB+NaCl a 2%; NaCl 1%= TSB+NaCl a 1%; NaCl 0,5%= 
TSB+NaCl a 0,5%; NaCl 0,25%= TSB+NaCl a 0,25% 
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4.2 Caracterização do tipo de biofilme 

O biofilme estafilocócico, por se tratar de uma estrutura complexa, pode 

ter a origem de sua matriz composta de diferentes substâncias. Em se tratando 

de biofilme formado por S. aureus, podemos destacar a PIA, a proteína Bap, e 

até mesmo DNA extracelular como substâncias que podem compor a matriz do 

biofilme. Nós tratamos as placas de microtitulação com PBS pH 7, NaIO4 e 

Proteinase K. 

O NaIO4 oxida o grupamento hidroxil dos carboidratos (Woodward, 

Young, Bloodgood, 1985), isso desfaz a matriz do biofilme polissacarídico. A 

Proteinase K decompõe proteínas que formam o biofilme proteico e por isso 

também são utilizadas em experimentos de degradação de biofilmes. Tais 

reagentes também foram recentemente utilizados por Szczuka, Telega e 

Kaznowski (2014) para degradação de biofilme estafilocócico. 

As amostras que obtiveram uma diminuição do valor da DOeb em NaIO4, 

em comparação com o biofime no PBS, maior  que 50% foram consideradas 

produtoras de biofilme polissacarídico. As amostras que obtiveram uma 

diminuição do valor da DOeb em Proteinase K, em comparação com o biofime 

no PBS, maior  que 50% foram consideradas produtoras de biofilme proteico.  

Todos os tempos utilizados para os testes de formação de biofilme (6, 

12, 16 e 24 horas) também foram utilizados para a caracterizar a composição 

do biofilme formado.  

 No gráfico 6 são apresentados os dados para 24 h de indução. As 

amostras produtoras naturais de biofilme (25923 e 43300) apresentaram pelo 

menos 50% de diminuição na DOeb em NaIO4 em todas as condições testadas 

(Rifampicina, NaCl e EtOH). As amostras produtoras de biofilme somente na 

presença de Rifampicina (SA01 e SA10) apresentaram resultado positivo para 

polissacarídeo. As amostras SA13 e SA53 apresentaram resultado positivo 

para biofilme polissacarídico em Rifampicina e EtOH 2%. Não houve redução 

de 50% na DOeb para nenhum dos reagentes testados (NaIO4 e Proteinase K) 

para as amostras SA13 e SA53 em EtOH 4%. 



33 
 

As amostras SA40 e SA62 apresentaram resultado positivo para biofilme 

polissacarídico em todas as condições testadas, com exceção da condição 

controle, em todos os tempos testados. A amostra SA15 apresentou redução 

de 50% na DOeb após o tratamento com Proteinase K nas condições de 

Rifampicina e de NaCl nos tempos de 6, 12 e 24 horas. No tempo de 16 horas 

a amostra SA15 reduziu 40% da quantidade de biofilme na presença de NaIO4 

e mais de 50% na presença de Proteinase K. 

No gráfico 7 são apresentados os dados de incubação com 12 horas e 

com as mesmas amostras de 24 horas. No gráfico 8 são apresentados os 

dados de composição com o tempo de 6 horas com as amostras SA15 e SA40. 

No gráfico 9 são apresentados os dados de composição com o tempo de 16 

horas com as amostras SA15 e SA40. Esses resultados mantiveram o mesmo  

padrão de composição que quando comparados com as mesmas amostras 

crescidas com o tempo de 24 horas. 

Vale ressaltar que a amostra SA15 teve uma inibição de 21% em NaCl e 

16% em Rifampicina em 6 horas, estímulo de 20% em NaCl e inibição de 21% 

em Rifampicina em 12 horas, inibição de 46% em NaCl e 45% em Rifampicina 

em 16 horas e inibição de 20% em NaCl e 36% em Rifampicina em 24 horas 

com NaIO4. Esses dados sugerem que essa amostra, apesar de ter uma 

composição predominantemente protéica, pode também ter uma matriz de 

biofilme com uma parte de PIA. 

Os resultados sugerem que um mesmo agente indutor pode influenciar a 

formação de biofilme de diferentes composições, dependendo da cepa. Além 

disso, a composição do biofilme não se altera com o passar do tempo. 
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Gráfico 6: Teste de Decomposição de Biofilme em 24 horas de crescimento bacteriano. TSB = Condição Controle; 
Todas as condições NaIO4 = biofilme tratado na condição indicada com NaIO4 40 mM; Todas as condições 
PK = Biofilme na cndição indicada tratado com Proteinase K a 100 µM. 

Gráfico 7:  Teste de Decomposição de Biofilme em 12 horas de crescimento bacteriano. TSB = Condição Controle; 
Todas as condições NaIO4 = biofilme tratado na condição indicada com NaIO4 40 mM; Todas as 
condições PK = Biofilme na cndição indicada tratado com Proteinase K a 100 µM. 
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4.3 Teste em Ágar Vermelho Congo 

A figura 2 apresenta as amostras produtoras de biofilme polissacarídico 

com suas colônias características. A amostra SA40 possui uma textura lisa na 
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Gráfico 8: Teste de Decomposição de Biofilme em 6 horas de crescimento bacteriano. TSB = Condição Controle; 
Todas as condições NaIO4 = biofilme tratado na condição indicada com NaIO4 40 mM; Todas as condições 
PK = Biofilme na cndição indicada tratado com Proteinase K a 100 µM. 

Gráfico 9: Teste de Decomposição de Biofilme em 16 horas de crescimento bacteriano. TSB = Condição Controle; 
Todas as condições NaIO4 = biofilme tratado na condição indicada com NaIO4 40 mM; Todas as 
condições PK = Biofilme na cndição indicada tratado com Proteinase K a 100 µM. 
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condição controle (TSB), e passa a apresentar uma textura rugosa nas 

condições de Rifampicina e NaCl. A cepa SA15 não apresentou colônias 

rugosas em nenhuma das condições testadas. A amostra ATCC 25923 

apresenta um formato de colônias rugosas nas três condições testadas (TSB, 

Rifampicina e NaCl).  

O teste em AVC confirmou a composição do biofilme testada nos 

experimentos anteriores de degradação em NaIO4 e Proteinase K. As amostras 

polissacarídicas mantiveram as características do tipo de biofilme que elas 

produzem. A falta de Glicose não interferiu no diagnótico do teste em AVC. 

 

4.4 Desnho dos oligos para análise de PCR em tempo real 

Já foi demonstrado que o operon icaADBC é regulado 

transcricionalmente durante a formaçao do biofilme (Rohde et al., 2010). O 

etanol e o NaCl já foram demonstrados como indutores de reguladores globais 

como SarA e SigB para amostras Staphylococcus epidermidis (Milisavljevic et 

al., 2008). Entretanto, ainda é desconhecido como a rifampicina atua na 

regulação da expressão do operon ica.  
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Figura 2: Teste em Agar Vermelho Congo sem Glicose na presença de Rifampicina e NaCl. 
Colônias lisas = Amostras não produtoras de biofilme polissacarídico. Colônias 
rugosas = Amostras produtoras de biofilme polissacarídico. 
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Alguns agentes estressantes são capazes de regular a expressão desse 

operon (Fey, Olson, 2010). Para confirmar que as sequências dos genes icaA, 

icaR, sarA, sigB e gyrB transcrevem as mesmas proteínas, tanto em S. aureus 

quanto em S. epidermidis, procuramos avaliar os domínios das proteínas 

destes genes em S. epidermidis e S. aureus através das ferramentas InterPro e 

Pfam. As análises realizadas sugerem que os homólogos identificados 

possuem os mesmos domínios das proteínas de S. aureus em S. epidermidis 

(ANEXO I). Uma vez confirmada a função dos genes, através da identificação 

dos domínios, nós desenhamos oligos para PCR em tempo real usando o 

programa PrimerExpress® da Apllied© (Quadro 2). 

 

Primer S. aureus Sequencia Programa 
AmbicaA (F) 5’ TTGGGAGGTCTTTGGAAGCA 3’ Primer Express 
AmbicaA (R) 5’ GTAATACTTCGTGTCCCCCTTGA 3’ Primer Express 
AmbicaR (F) 5’ GAATCAAAGATAAAGATGACAAAAGAAGAC 3’ Primer Express 
AmbicaR (R) 5’ TCCACTGCTCCAAATTTTTGC 3’ Primer Express 
AmbgyrB (F) 5’ ATCGGTGGCGACTTTGATCT 3’ Primer Express 
AmbgyrB (R) 5’ CACATCGGCATCAGTCATAATGA 3’ Primer Express 
AmbsigB (F) 5’ GATACGCTCACCTGTCTCTTTTTG 3’ Primer Express 
AmbsigB (R) 5’ TCGCGAACGAGAAATCATACAA 3’ Primer Express 
AmbsarA (F) 5’ CTTTCATCATGCTCATTACGTTTTTT 3’ Primer Express 
AmbsarA (R) 5’ CATTTAAACTACAAACAACCACAAGTTG 3’ Primer Express 

 

Quadro 2: Desenho dos oligos para PCR em tempo real. 

 

4.5 Análise de expressão gênica 

A análise de expressão gênica foi feita com duas amostras 

contrastantes com relação à composição do biofilme (SA40 e SA15). Estas 

amostras não formam biofilme na condição Controle (TSB), mas são induzidas 

a formarem biofilme na presença de Rifampicina e NaCl. 

Para poder utilizar a técnica da PCR em tempo real na avaliação da 

regulação dos indutores de biofilme, nós avaliamos a compatibilidade dos 

ensaios para os genes alvo com o gene constitutivo (gyrB). Para isso foram 

feitas diluições seriadas das 1ª fitas e realizamos a PCR em tempo real para 

cada gene. Nossos resultados nos mostram que os ensaios são compatíveis 
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(gráfico 10) e podemos utilizar a fórmula de Livak para o cálculo da expressão 

gênica. 

Foram comparadas a expressão dos genes icaR, sarA, sigB e icaA 

nessas amostras, para avaliar como a Rifampicina e o NaCl agem 

molecularmente na indução de biofilme. O gráfico 11 apresenta os resultados 

obtidos.  

A amostra SA40 teve a expressão de icaA aumentada mais de duas 

vezes na presença de NaCl, enquanto que icaR teve sua expressão reprimida 

50%. Na amostra SA15, o aumento da expressão de icaA foi de apenas 20%, 

enquanto icaR não teve uma diferença significativa comparada ao controle. 

Na presença de Rifampicina a amostra SA40 teve um aumento da 

expressão do gene icaA de cerca de 60%, enquanto icaR não teve uma 

diferença significativa comparada ao controle. A amostra SA15, nessa mesma 

condição experimental, teve um aumento de seis vezes da expressão de icaA 

enquanto que o gene icaR não apresentou diferença significativa comparada à 

condição controle. 
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Gráfico 10: Testes de compatibilidade dos genes alvo. O eixo Y representa a expressão relativa do gene. O eixo X representa o número de diluições. 
Para o ensaio ser considerado compatível, a equação da reta (y= ax+b) tem que ter “a” entre -0,1 e 0,1.  
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A proteína reguladora de genes de virulência, SarA, atua diretamente 

no promotor do gene icaA. Nossos resultados mostraram que o gene sarA teve 

um  aumento de cerca de 20% de expressão na amostra SA40, apenas na 

presença de NaCl. Não houve diferença significativa da expressão deste gene 

na presença de Rifampicina. Na amostra SA15, houve uma repressão de 80% 

de sarA em NaCl e uma repressão de cerca de 60% em Rifampicina. 

SA40 mostrou uma repressão de 72% do gene sigB na presença de 

NaCl. Essa mesma amostra, na presença de Rifampicina, aumentou a 

expressão de sigB em 62%. Na amostra SA15, houve uma indução de cerca de 

40% da expressão de sigB na presença de NaCl e Rifampicina. 

Nossos resultados sugerem que os agentes estressantes testados 

regulam diferentemente os genes avaliados na amostra SA40, e que parece 

existir uma diferença na regulação destes genes entre os diferentes tipos de 

biofilme. 

Para confirmar a imortância dos resultads obtidos, nós comparamos a 

expressão desses genes entre a amostra SA40 e uma amostra naturalmente 

formadora de biofilme (43300) na condição controle em 12 horas de 

crescimento, onde SA40 não forma biofilme. 

A expressão de icaA e sarA é maior na amostra produtora (43300) e de 

icaR e sigB é menor, quando comparados com a amostra SA40 em 12 horas 

de incubação com TSB. Apenas a diferença de expressão de icaR é 

significativa. Os dados encontrados são semelhantes aos obtidos na amostra 

SA40 crescida na presença de NaCl (gráfico 12). 
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Gráfico 11: Análise da expressão gênica das amostras SA40 e SA15 na presença de NaCl 0,25% e Rifampicina 0,25 
ng/mL em cultura de 12 horas. Os asteriscos indicam que o nível de expressão gênica é significativo.  
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Gráfico 12: Análise da expressão gênica das amostras SA40 e ATCC43300 na condição Controle (TSB) em cultura de 
12 horas. Os asteriscos indicam que o nível de expressão gênica é significativo.  
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4.6 Análise por PCR da presença dos genes icaA e icaD 

  

Testes de PCR convencional para os genes icaA e icaD foram feitos 

posteriormente para confirmar a presença do operon ica. A figura 3 mostra os 

resultados obtidos. O tamanho esperado para o produto da PCR usando os 

oligos para a amplificação do gene icaA é 113 pb e para o gene icaD é 230 pb. 

As amostras SA15 e SA40 apresentaram bandas de 113 e 230 pb 

respectivamente. Estes resultados sugerem que a presença do operon ica não 

é o suficiente para que S. aureus produza biofilme. Além disso, cepas que 

produzem biofilme proteico também podem conter o operon ica. 

 

 

 

 

  

icaD icaA 

SA40 SA15 SA40 SA15 

113 pb 

230 pb 

Figura 3: Corrida em gel de eletroforese com os amplificados do DNA das amostras SA15 e SA40 utilizando iniciadores para icaA e icaD.  
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5. DISCUSSÃO 

Já é bem descrito que amostras de estafilococos são capazes de 

produzir biofilme. Em condições de estresse, como na presença de NaCl e 

Etanol, amostras de Staphylococcus aureus podem ser induzidas a formar 

biofilme (O’neill et al., 2007). Entretanto, apenas um pequeno grupo de 

amostras mostrou ser naturalmente formador de biofilme. A maior parte das 

amostras testadas foi capaz de formar biofilme na presença de agentes 

estressantes. 

A capacidade de formar biofilme na presença de meio com diferentes 

concentrações de NaCl (0,25% a 4%) corroboram com os resultados 

encontrados por Lim e colaboradores (2004). Eles observaram a indução da 

formação de biofilme em diferentes concentrações de NaCl (0 a 5,6%) e 

encontraram uma maior taxa de indução de biofilme entre 1,6% e 4,8% de 

NaCl. Nossa maior taxa de formação de biofilme na presença de NaCl foi na 

concentração de 4%, se enquadrando no intervalo de concentrações descrito 

acima. O’Neill e colaboradores (2007) também observou indução de biofilme 

em 44% de amostras S. aureus MSSA na presença de NaCl a 4%. O que 

ratifica a veracidade da capacidade de o NaCl em  altas concentrações, induzir 

a formação de biofilme em amostras estafilocócicas. 

Em estudo realizado por Conlon e colaboradores (2002), amostras de S. 

epidermidis foram induzidas a formar biofilme polissacarídico em meio 

suplementado com 4% de Etanol. Lim e colaboradores (2004) observaram a 

formação de biofilme induzido por concentrações de Etanol maiores que 4% 

em amostras S. aureus. Nossos dados se assemelham aos dados descritos 

acima, apontando para uma indução de Etanol, em concentrações de 2% e 4% 

na formação de biofilme polissacarídico por amostras S. aureus. 

Não foi possível confirmar a composição do biofilme formado por 

algumas amostras (SA13 e SA53) na presença de Etanol a 4%. Entretanto, os 

resultados obtidos com Etanol a 2% estão em concordância com as afirmativas 

descritas acima. 
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Um estudo recente feito por Ozturk e colaboradores (2014), apresentou 

pela primeira vez o efeito da Rifampicina na formação de biofilme. Utilizando 

doses com concentrações na faixa MIC, ½MIC e ¼MIC (concentrações não 

mostradas), o grupo de pesquisadores identificaram duas amostras induzidas a 

formar biofilme. Este foi o primeiro relato da capacidade de S. aureus de formar 

biofilme na presença de Rifampicina.  

Todas as nossas amostras foram capazes de formar biofilme na 

presença de Rifampicina com concentrações de 0,25 a 4,0 ng/mL. Em sua 

maioria, estes biofilmes eram de composição polissacarídica, o que nunca 

havia sido mostrado na literatura. Nossos resultados nos leva a acreditar que 

de alguma forma, a Rifampicina estaria agindo no operon ica. Este é o primeiro 

relato de que a Rifampicina induz S. aureus a formar biofilme polissacarídico.  

Além de aumentar a capacidade de formação de biofilme, a Rifampicina, 

em concentrações muito baixas, como as utilizadas em nossos estudos, pode 

induzir bactérias não produtoras a formar biofilme. Isso nos faz refletir sobre o 

uso indevido de Rifampicina como alternativa terapêutica para o tratamento. 

Nossos resultados também apontam para a capacidade de S. aureus 

formar biofilme naturalmente e na presença de agentes estressantes 

(Rifampicina, NaCl e Etanol) em culturas com tempos de 6, 12 e 16 horas de 

crescimento. Até o momento, este é o primeiro relato de detecção de biofilme 

em curtos espaços de tempo.  

O fato de S. aureus ser capaz de produzir biofilme precocemente pode 

ser vantajoso. Se aplicado às principais metodologias utilizadas no laboratório, 

um diagnóstico com tempos menores de cultura diminuiria consideravelmente o 

tempo total de obtenção do resultado. 

Rachid e colaboradores (2000), utilizando um gene repórter (lacZ) sob o 

controle do promotor de ica, em amostras S. epidermidis, mostraram que a alta 

concentração de NaCl (4 e 5%) ativa a expressão de ica. O’Gara (2007) aponta 

para a capacidade de o NaCl ativar SigB, que por sua vez estimula SarA, um 

regulador positivo de icaADBC tanto em S. epidermidis quanto em S. aureus.  
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Análises moleculares de S. aureus feitas por Lim e colaboradores (2004) 

mostram que o NaCl pode também induzir a formação de biofilme proteico, 

através da ativação de Rbf. Esta proteína estaria responsável por regular a 

fase de acumulação celular em biofilmes PIA independente.  

Rachid e colaboradores, no mesmo trabalho publicado em 2000, 

mostram que concentrações sub MIC (valores não mostrados) de Tetraciclina, 

Ofloxacina e Quinopristina-dalfopristina são capazes de aumentar a expressão 

do promotor de ica em até 11 vezes. 

Nossa amostra SA40, induzida a formar um biofilme polissacarídico, tem 

o gene icaA estimulado na presença de NaCl. O que corrobora com o proposto 

por Rachid e colaboradores (2000). O regulador positivo para IcaA, o gene 

sarA, também aparece sendo estimulado em NaCl. Este efeito se aproxima do 

modelo de formação de biofilme PIA dependente na presença de NaCl, 

proposto por O’Gara (2007) mostrado abaixo: 

 

Figura 4: Modelo de produção de biofilme PIA proposto por O'gara, J. P. (2007). 
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Além disso, SA40, na presença de NaCl,  apresenta o icaR sendo 

reprimido. icaR é um regulador transcricional de icaADBC, que reprime a 

transcrição de PIA. A diminuição da expressão de icaR na presença de NaCl e 

o aumento da expressão de icaA e sarA, na presença deste mesmo sal, pode 

indicar que sarA pode estar, ao mesmo tempo, regulando positivamente a 

expressão de icaA e negativamente a expressão de icaR.  

Não há dados na literatura que indiquem que SarA reprime diretamente 

icaR. Entretanto, como já citado, icaR pode ser regulado por agentes 

estressantes, sendo reprimido por etanol. Além disso, SarA é capaz de reprimir 

a produção de proteases extracelulares (O’gara, 2007).  

Nossos resultados apontam para uma regulação direta do NaCl sobre 

SarA, ao contrário do que a literatura apresenta. Na presença deste sal, sigB 

encontra-se reprimido em nossos testes. Mas o modelo de indução proposto 

por O’Gara (2007) coloca o NaCl como sendo um  indutor de SigB, e este sim, 

estimula a regulação por SarA. 

A Rifampicina foi capaz de aumentar a expressão de icaA, tanto na 

amostra polissacarídica (SA40) quanto na amostra protéica (SA15), podendo 

estar agindo diretamente na transcrição deste gene. Para a amostra SA40, esta 

afirmativa se baseia no fato de a Rifampicina não alterar a expressão de sarA e 

icaR. Entretanto, não há dados na literatura que possa dar pistas de que isso 

realmente ocorra. Há indícios de que este antimicrobiano também possa estar 

agindo de forma indireta na formação do biofilme polissacarídico, através do 

aumennto da expressão de sigB em SA40. 

Na presença de Rifampicina, não houve alteração da expressão de icaR 

em relação ao controle com TSB em nenhuma das amostras (SA40 e SA15). 

Esse dado indica que, na presença de Rifampicina, icaR não está regulando a 

produção de biofilme. Não há dados na literatura que indiquem que icaR pode 

ser regulado direta ou indiretamente pela Rifampicina.  

Segundo Valle e colaboradores (2007), SigB atua como regulador 

indireto da formação de biofilme PIA na presença de NaCl. Para estes 
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pesquisadores, sigB impede a transposição de um elemento de inserção 

(IS256) no operon icaADBC.  

Em nossos estudos, a Rifampicina aumenta a expressão de sigB na 

amostra SA40. Entretanto, não encontramos dados na literatura que associam 

antimicrobianos como estimuladores de sigB ou de qualquer outro gene 

regulador de PIA. Esse é o primeiro relato que mostra a Rifampicina 

estimulando a expressão de icaA e sigB em uma amostra formadora de 

biofilme polissacarídico. 

Interessantemente, apesar de ser uma amostra produtora de biofilme 

proteico, SA15 possui, pelo menos em parte, genes do operon icaADBC (fig. 

3). Dados da literatura mostram que a cepa S. epidermidis RP62A possui em 

sua matriz de biofilme, além do componente PIA, ácidos teicóicos extracelular e 

proteínas (Frank & Patel, 2007). Tais dados indicam a possibilidade de que 

outros componentes possam fazer parte da matriz do biofilme dessa amostra. 

 O’Neill e colaboradores (2007) mostraram que algumas cepas de S. 

aureus MRSA, mesmo expressando os genes do operon ica, formavam 

biofilme em meio com NaCl, mas não do tipo PIA. Isto explicaria o fenômeno 

observado nos experimentos com a amostra SA15. 

Na presença de Rifampicina, a amostra SA15 aumentou a expressão de 

icaA, enquanto que icaR não apresentou alteração do nível de expressão deste 

gene. Não há dados na literatura que indiquem que a Rifampicina possa induzir 

a formação de biofilme proteico. 

Entretanto, podemos levantar a hipótese de que a Rifampicina, neste 

caso, estaria regulando positivamente icaA. Mas como o trabalho de O’Neill e 

colaboradores (2007) sugere, esse aumento de expressão de icaA, por um 

motivo desconhecido, não resulta em formação de biofilme do tipo PIA. 

Outra hipótese para esse fenômeno é a de que a PIA estaria presente 

na composição do biofilme, porém em quantidades menores que a encontrada 

no biofilme polissacarídico. Esta teoria se firma no fato de a amostra SA15 

apresentar até 40% de degradação no teste com NaIO4 em 12 e 16 horas de 
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cultura, apsear de não alterar a textura da colônia no teste com Ágar Vermelho 

Congo. Não encontramos dados na literatura que elucidassem estas hipóteses. 

Não observamos alteração significativa no nível de expressão de sigB na 

amostra formadora de biofilme proteico (SA15) em NaCl. Entretanto, Houston e 

colaboradores (2011), utilizando S. aureus produtores de biofilme proteico, 

mostraram, molecularmente, que a expressão de sigB estimula a produção de 

biofilme. Eles observaram que mutantes, deficientes de SigB, têm uma maior 

expressão do gene da autolisina (alt) que as bactérias normais (que 

expressavam SigB). Nesse caso, SigB funcionaria como um regulador indireto 

da formação de biofilme proteico. Pois a diminuição na taxa de produção de 

Atls resulta em um aumento da aderência primária da bactéria. 

Assim como na amostra SA40, na presença de Rifampicina, SA15 tem o 

nível de expressão de sigB aumentado. Este estímulo de sigB pela Rifampicina 

reforçaria a hipótese de que este antimicrobiano estimula a produção de PIA 

via SigB. Isso, somado ao fato de que icaA também aparece aumentado na 

amostra SA15 na presença de Rifampicina (mesmo que isso não resulte na 

formação de biofilme PIA). 

Na amostra SA15, sarA é reprimido na presença de NaCl e de 

Rifampicina. Essa diminuição poderia explicar o aumento da produção de 

biofilme proteico. Segundo Houston e colaboradores (2011), SarA regula 

positivamente a transcrição de genes de proteases. Essa característica levaria 

a um impedimento na formação de biofilmes proteicos caso sarA fosse super 

expresso na amostra SA15. Não há dados na literatura que relacionem a 

Rifampicina como agente estimulador de biofilme proteico. Esse é o primeiro 

relato de que a Rifampicina pode induzir a formação deste tipo de biofilme. 

Para melhor entender os efeitos da Rifampicina e do NaCl sobre os 

reguladores globais sarA e sigB e os genes icaA e icaR, propomos os modelos 

ilustrados abaixo: 
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a)    

 

 
b) 

  

Figura 5: Modelo de regulação de biofilme tipo PIA (a) e biofilme proteico (b), utilizando a Rifampicina e o NaCl como agentes 
estressantes. 
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6. CONCLUSÃO 

Diante dos dados apresentados, podemos concluir que: 

 Concentrações sub-inibitórias de Etanol, NaCl e Rifampicina, cultivadas 

induzem a formação de biofilme em Staphylococcus aureus em diferentes 

tempos. 

NaCl e Rifampicina podem induzir a formação de biofilme tanto 

polissacarídica quanto proteica. 

Os genes icaR, sarA e sigB respondem de maneira distinta ao NaCl e à 

Rifampicina. 

A Rifampicina aparenta estimular a expressão de icaA através de um 

mecnismo um mecanismo diferente dos mecanismos já descritos na literatura 

consultada. 

Os biofilmes, proteico e PIA, parecem ter mecanismos moleculares 

distintos em sua formação na presença de NaCl e de Rifampicina. 
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8. ANEXO 

 

Quadro 3: Análise BLAST entre sequências do gene gyrB em S. aureus e S. epidermidis 
 

Análise BLAST da sequência do gene gyrB em S. aureus 

       Espécie Max score Total score Query cover E value Max ident 
S. haemolyticus 1784 1784 100% 0.0 83% 
S. hominis 1707 1707 100% 0.0 83% 
S. saprophyticus 1615 1615 99% 0.0 82% 
S. carnosus 1491 1491 99% 0.0 81% 
Lactococcus garviae 209 209 17% 6E-50 78% 

 

Análise BLAST da sequência do gene gyrB em S. epidermidis 

       Espécie Max score Total score Query cover E value Max ident 
S. haemolyticus 1901 1901 99% 0.0 84% 
S. hominis 1857 1857 99% 0.0 84% 
S. aureus 1818 1818 99% 0.0 84% 
S. lugdunenses 1735 1735 99% 0.0 83% 
S. saprophyticus 1443 1443 99% 0.0 80% 
S. carnosus 1417 1417 99% 0.0 80% 
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Figura 6: Análise InterPro da sequência de GyrB em S. aureus (a) e S. epidermidis (b). A 
análise mostra que as duas proteínas possuem os mesmos domínios. 

 
a) 

 

b) 
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Figura 7: Análise Pfam de GyrB em S. aureus (a) e S. epidermidis (b). A análise confirma 
que as proteínas das duas espécies possuem os mesmos domínios. 
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Quadro 4: Análise BLAST da sequência de icaA em S. aureus e S. epidermidis 

 

Análise BLAST da sequência do gene icaA em S. aureus 

       Espécie Max score Total score Query cover E value Max ident 
S. aureus USA300 2289 2289 100% 0.0 100% 
S. aureus VC40 2289 2289 100% 0.0 100% 
S. capreae 794 794 99% 0.0 78% 
S. saprophyticus 688 688 30% 0.0 100% 
S. simulans 682 682 30% 0.0 99% 

 

Análise BLAST da sequência do gene icaA em S. epidermidis 

       Espécie Max score Total score Query cover E value Max ident 
S. epidermidis RP62A 2289 2289 100% 0.0 100% 
S. haemolyticus 2178 2178 100% 0.0 98% 
S. capitis 959 959 99% 0.0 81% 
S. caprae 833 833 99% 0.0 79% 
S. condimenti 665 665 30% 0.0 99% 
S. sciuri 95.3 95.3 28% 1E-15 73% 
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Figura 8: Análise InterPro da sequência de IcaA em S. aureus (a) e S. epidermidis (b). A 
análise mostra que as duas proteínas possuem os mesmos domínios 
(quadrado vermelho). 
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Figura 9: Análise Pfam de IcaA em S. aureus (a) e S. epidermidis (b). A análise confirma 
que as proteínas das duas espécies possuem os mesmos domínios. 
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Quadro 5: Análise BLAST da sequência de icaR em S. aureus e S. epidermidis 

 

Análise BLAST da sequência do gene icaR em S. aureus 

       Espécie Max score Total score Query cover E value Max ident 
S. haemolyticus 159 159 53% 2E-35 77% 
S. epidermidis 159 159 53% 2E-35 77% 
S. aureus VC40 1037 1037 100% 0.0 100% 
S. aureus USA300 1037 1037 100% 0.0 100% 
S. aureus NEWMAN 1037 1037 100% 0.0 100% 

 

Análise BLAST da sequência do gene icaR em S. epidermidis 

       Espécie Max score Total score Query cover E value Max ident 
S. haemolyticus 1009 1009 100% 0.0 99% 
S. aureus T0131 171 171 53% 8E-39 77% 
S. aureus VC40 159 159 53% 2E-35 77% 
S. aureus USA300 159 159 53% 2E-35 77% 
S. aureus MSHR1132 152 152 21% 3E-33 89% 
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Figura 10: Análise InterPro da sequência de IcaR em S. aureus (a) e S. epidermidis (b). A 
análise mostra que as duas proteínas possuem os mesmos domínios. 

 

a) 
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Figura 11: Análise Pfam de IcaR em S. aureus (a) e S. epidermidis (b). A análise 
confirma que as proteínas das duas espécies possuem os mesmos domínios. 
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Quadro 6: Análise BLAST da sequência de sigB em S. aureus e S. epidermidis 

 

Análise BLAST da sequência do gene sigB em S. aureus 

       Espécie Max score Total score Query cover E value Max ident 
S. aureus VC40 1424 1424 100% 0.0 100% 
S. haemolyticus 713 713 98% 0.0 84% 
S. epidermidis RP62A 682 682 98% 0.0 83% 
S. aureus USA300 1424 1424 100% 0.0 100% 
S. aureus T0301 1424 1424 100% 0.0 100% 

 

Análise BLAST da sequência do gene sigB em S. epidermidis 

       Espécie Max score Total score Query cover E value Max ident 
S. haemolyticus 721 721 100% 0.0 84% 
S. lugdunenses 682 682 100% 0.0 83% 
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Figura 12: Análise InterPro da sequência de SigB em S. aureus (a) e S. epidermidis (b). A 
análise mostra que as duas proteínas possuem os mesmos domínios 
(marcado em vermelho). 

 

a) 

 
 

b) 
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Figura 13: Análise Pfam de SigB em S. aureus (a) e S. epidermidis (b). A análise confirma 
que as proteínas das duas espécies possuem os mesmos domínios. 

 

a) 
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Quadro 7: Análise BLAST da sequência de sarA em S. aureus e S. epidermidis 

 

Análise BLAST da sequência do gene sarA em S. aureus 

       Espécie Max score Total score Query cover E value Max ident 
S. haemolyticus 361 361 100% 3E-96 84% 
S. carnosus 254 254 71% 5E-64 84% 
S. aureus ST228 693 693 100% 0.0 100% 
S. aureus VC40 693 693 100% 0.0 100% 
S. aureus USA300 693 693 100% 0.0 100% 
S. aureus JH1 693 693 100% 0.0 100% 

 

Análise BLAST da sequência do gene sarA em S. epidermidis 

       Espécie Max score Total score Query cover E value Max ident 
S. epidermidis RP62A 693 693 100% 0.0 100% 
S. epidermidis ATCC 12228 693 693 100% 0.0 100% 
S. haemolyticus 350 350 100% 6E-93 84% 
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Figura 14: Análise InterPro da sequência de SarA em S. aureus (a) e S. epidermidis 
(b). A análise mostra que as duas proteínas possuem os mesmos 
domínios (marcado em vermelho). 
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Figura 15: Análise Pfam de SarA em S. aureus (a) e S. epidermidis (b). A análise confirma 
que as proteínas das duas espécies possuem os mesmos domínios(marcadoe 
em vermelho). 

 

a) 

 
 

b) 

 




