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RESUMO 

BRUNA MARQUES DE SOUZA 

Caracterização da produção de biofilme e aspectos relacionados em amostras de Staphylococcus 

aureus resistentes à meticilina (MRSA) da linhagem USA100/ST5 de hospitais do Rio de Janeiro 

Orientadora: Kátia Regina Netto dos Santos  

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para 

obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e 

aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 

Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA) é um patógeno associado a infecções 

comunitárias e infecções relacionadas à assistência à saúde. Amostras MRSA da linhagem 

USA100/ST5/SCCmec II têm sido prevalentes em hospitais do Rio de Janeiro ao longo dos 

últimos anos, substituindo linhagens bem estabelecidas. Além disso, alguns estudos relatam que 

cepas dessa linhagem apresentam capacidade de produzir biofilme. Esse mecanismo de virulência 

contribui para o sucesso da infecção ao permitir a evasão do sistema imunológico, por atuar como 

uma barreira que dificulta a difusão de antimicrobianos e, ainda, por permitir a disseminação das 

células bacterianas para outros sítios no hospedeiro, contribuindo para o desenvolvimento de 

infecções crônicas. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi caracterizar a produção de biofilme 

e aspectos relacionados em 63 amostras MRSA da linhagem USA100 (ST5-II) coletadas em 

hospitais do Rio de Janeiro entre 2004 e 2015. A identificação quanto à espécie bacteriana foi 

confirmada através de metodologias fenotípicas convencionais e MALDI-TOF-MS. Todas as 

amostras foram submetidas à quantificação da produção de biofilme em placa de microtitulação 

de poliestireno com TSB acrescido de 1% de glicose. A composição bioquímica do biofilme foi 

avaliada em uma amostra produtora de biofilme forte através do ensaio de dispersão com 

metaperiodato de sódio, proteinase K e DNase I. O impacto do fibrinogênio plasmático foi 

avaliado na produção de biofilme de seis amostras. Além disso, foi realizada a detecção dos 

genes icaA e sasG por PCR uniplex e a tipagem do operon agr por PCR multiplex para todas as 

amostras, com posterior avaliação da funcionalidade do operon através da detecção fenotípica de 

δ-hemolisina em ágar sangue de carneiro. As 63 amostras incluídas no estudo foram confirmadas 

como S. aureus, sendo 84% (n = 53) classificadas como produtoras de biofilme moderado ou 

forte. A amostra avaliada no ensaio de dispersão apresentou biofilme com conteúdo 

majoritariamente proteico (valor de p ajustado = 0,0002) contendo DNA extracelular (valor de p 

ajustado = 0,0011). Com relação à formação de biofilme na presença de fibrinogênio, metade das 

amostras testadas apresentou aumento significativo da produção de biofilme (valores de p 

ajustados <0,05). Os genes icaA e sasG e operon agr do tipo II foram encontrados em todas as 

amostras analisadas, porém o operon se mostrou inativo em 35% (n = 22) das mesmas. Em 

conclusão, os resultados demonstram a elevada capacidade de formação de biofilme por cepas da 

linhagem USA100, que têm emergido em hospitais do Rio de Janeiro nos últimos anos, 

destacando a importância deste fator de virulência que pode estar contribuindo para o 

estabelecimento de amostras MRSA USA100 na clínica.  

 

Palavras-chave: Staphylococcus aureus; resistência à meticilina; USA100; biofilme. 
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ABSTRACT 

BRUNA MARQUES DE SOUZA 

Characterization of biofilm production and related aspects in methicillin-resistant Staphylococcus 

aureus (MRSA) isolates from USA100/ST5 lineage of Rio de Janeiro hospitals  

Orientadora: Kátia Regina Netto dos Santos  

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para 

obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e 

aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is a pathogen related with community- and 

healthcare-associated infections. MRSA isolates from the USA100/ST5/SCCmec II lineage have 

been prevalent in the Rio de Janeiro hospitals over the last few years, replacing well established 

lineages. In addition, some studies report that strains of this lineage have the capacity to produce 

biofilm. This mechanism of virulence contributes to the success of the infection by allowing 

evasion of the immune system, acting as a barrier that hinders the diffusion of antimicrobial 

agents and also allowing the dissemination of bacterial cells to other sites in the host, contributing 

for the development of chronic infections. Thus, the objective of this work was to characterize the 

biofilm production and related aspects in 63 MRSA isolates of the USA100 (ST5-II) lineage 

collected in Rio de Janeiro hospitals between 2004 and 2015. Identification of the bacterial 

species was confirmed by phenotypical methodologies and MALDI-TOF-MS. All isolates were 

submitted to the quantification of the biofilm production in polystyrene microtiter plate with TSB 

plus 1% glucose. The biofilm composition of a strong biofilm producer isolate was evaluated 

through a dispersion assay with sodium metaperiodate, proteinase K and DNase I. The impact of 

plasmatic fibrinogen was evaluated in the biofilm production of six samples. Furthermore, the 

detection of the icaA and sasG genes was performed by uniplex PCR for all the samples as well 

as typing of the agr operon by multiplex PCR, with subsequent evaluation of the functionality of 

this operon through the phenotypic detection of δ-hemolysin in sheep blood agar. The 63 isolates 

included in the study were confirmed as S. aureus, with 84% (n = 53) classified as moderate or 

strong biofilm producers. The isolate evaluated in the dispersion assay showed biofilm with a 

predominantly protein content (adjusted p value = 0.0002) containing extracellular DNA 

(adjusted p-value = 0.0011). Regarding the biofilm formation in the presence of fibrinogen, half 

of the isolates tested showed a significant increase in biofilm production (adjusted p values 

<0.05). The icaA and sasG genes as well as operon agr of type II were found in all isolates 

analyzed, but the operon was inactive in 35% (n = 22) of them. In conclusion, these results 

demonstrate the high capacity of biofilm formation by strains of the USA100 lineage, which have 

emerged in the Rio de Janeiro hospitals in recent years, highlighting the importance of this 

virulence factor that may have contributed to the establishment of MRSA USA100 in the clinical 

settings.  

 

Keywords: Staphylococcus aureus; resistance to methicillin; USA100; biofilm.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Infecções relacionadas à assistência à saúde 

 

 As infecções relacionadas à assistência à saúde (IRAS) podem ser definidas como 

infecções adquiridas em decorrência dos procedimentos e cuidados à saúde recebidos pelos 

pacientes nas unidades de saúde, com manifestação durante a estadia ou após o recebimento de 

alta. As IRAS impactam em taxas significativas de morbidade e mortalidade, sendo assim, um 

grave problema de saúde pública (Costa, Silva e Noriega, 2007; WHO, 2014). 

 Segundo Madigan e colaboradores (2016), as instituições de saúde, em geral, podem ser 

consideradas ambientes complexos e com alto risco de disseminação de agentes infecciosos. Uma 

das principais questões associadas é o fato de indivíduos infectados e pessoas com o estado de 

saúde debilitada estar concentrados em um mesmo ambiente, o que aumenta a probabilidade de 

ocorrência de infecções cruzadas. Além disso, outros fatores de risco relacionados às unidades de 

saúde, contribuindo para o desenvolvimento de IRAS incluem: a transmissão de patógenos por 

meio dos profissionais de saúde, seleção de microrganismos resistentes pelo uso contínuo de 

antimicrobianos, realização de procedimentos médicos invasivos, presença de pacientes 

imunossuprimidos, permanência prolongada no hospital, internação em unidades de tratamento 

intensivo (UTIs), entre outros fatores (Madigan et al., 2016).  

 Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter 

baumannii, Enterococcus faecium e Enterobacter spp. estão entre os microrganismos mais 

comumente isolados de IRAS (Rice, 2008; Santajit e Indrawattana, 2016; Braga et al., 2018). 

Apesar do potencial virulento destes agentes bacterianos, a maioria pode ser encontrada na 

microbiota de seres humanos, o que dificulta a eliminação dos mesmos nos ambientes de saúde 

(Madigan et al., 2016). 

S. aureus é um microrganismo frequentemente associado ao desenvolvimento de IRAS, 

sendo possível destacar as infecções de corrente sanguínea (ICS) como um dos quadros mais 

graves dentro deste contexto (Keynan e Rubinstein, 2013). O tratamento das infecções 

ocasionadas por esta bactéria é desafiador, uma vez que é notória a sua capacidade em adquirir 

resistência a inúmeros antimicrobianos (Lowy, 2003; Chambers e DeLeo, 2009). Outro aspecto 

de importância como agente etiológico de IRAS é sua capacidade de produção de biofilme (Otto, 

2018). Infecções associadas a esse fator de virulência bacteriano são consideradas crônicas, de 
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difícil tratamento e estão frequentemente relacionadas a dispositivos médicos invasivos 

(cateteres, marca-passos e próteses). A formação de biofilme, neste caso, pode resultar em 

destruição tecidual, disseminação sistêmica do microrganismo no hospedeiro, susceptibilidade 

reduzida à antibioticoterapia e necessidade de remoção do dispositivo médico. Assim, infecções 

associadas ao biofilme de S. aureus são consideradas de importância médica, visto que elevam os 

custos no tratamento dos pacientes, assim como impactam negativamente no prognóstico dos 

mesmos (Costerton, Stewart e Greenberg, 1999; Hall-Stoodley, Costerton e Stoodley, 2004; 

Høiby et al., 2010; Veerachamy et al., 2014; Zapotoczna, O’Neill e O’Gara, 2016). 

 

1.2 Staphylococcus aureus 

 

 O gênero Staphylococcus é constituído de 50 espécies e 22 subespécies (Euzéby, 2018). 

As espécies bacterianas pertencentes a este gênero apresentam-se como cocos Gram-positivos 

organizados sob a forma de cachos, mas também podem ser visualizados de forma isolada, aos 

pares ou em pequenas cadeias quando obtidos de espécimes clínicos. São microrganismos 

imóveis, não formadores de esporos, anaeróbios facultativos, resistentes a 0,04 U de bacitracina e 

são capazes de crescer em meios contendo 7,5% de cloreto de sódio. Outra característica 

importante do gênero é a produção da enzima catalase, com exceção de S. aureus subespécie 

anaerobius e S. saccharolyticus. Esta enzima é responsável pela conversão do peróxido de 

hidrogênio em água e oxigênio e pode ser utilizada para diferenciar os grupos de cocos Gram-

positivos, uma vez que os microrganismos pertencentes aos gêneros Streptococcus e 

Enterococcus não produzem catalase (Ryan, 2004; Bannerman e Peacock, 2007; Carroll, 2014). 

As espécies do gênero Staphylococcus são divididas em dois grandes grupos: 

Staphylococcus coagulase-negativos (SCN) e coagulase-positivos. Essa divisão é feita com base 

na produção da proteína coagulase que ativa a protrombina no sangue, a qual se transforma em 

trombina que converte fibrinogênio em fibrina (Kloos e Bannerman, 1999; Rupp e Fey, 2000). A 

formação de fibrina ou coágulos ao redor das bactérias dificulta o seu reconhecimento e 

fagocitose pelas células do sistema imune. Staphylococcus aureus representa a principal espécie 

do grupo dos Staphylococcus coagulase-positivos, e compõe a microbiota de seres humanos 

saudáveis, podendo ser encontrado em diversos sítios do corpo, como: narinas anteriores, axilas, 

trato gastrintestinal, virilha, entre outros. Entretanto, por ser uma bactéria que dispõe de uma 
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vasta gama de fatores de virulência, está associada a diversos tipos de infecção, tanto em 

ambientes hospitalares quanto comunitários (Gordon e Lowy, 2008; Carroll, 2014). 

A transmissão de S. aureus pode ocorrer por meio do contato direto com indivíduos 

infectados ou colonizados, através de fômites e, ainda, pelas mãos dos profissionais de saúde. As 

pessoas colonizadas por esse microrganismo se apresentam como reservatório do patógeno e 

estão mais propensas a desenvolver infecções ocasionadas pelo mesmo (Lowy, 1998; Muñoz 

et al., 2008; Chambers e DeLeo, 2009). Em geral, 20 a 30% da população se apresenta como 

portadora de S. aureus na mucosa nasal (Wertheim et al. 2005; Gorwitz et al., 2008; Sakr et al., 

2018).  

S. aureus pode causar uma variedade de quadros infecciosos em seres humanos, desde 

manifestações mais brandas até processos mais complexos. Pode ser causador de patologias como 

o impetigo bolhoso, furunculose, endocardite, osteomielite, infecções de corrente sanguínea, 

entre outras (Tong et al., 2015). É possível citar ainda os processos patológicos que envolvem a 

secreção de toxinas, como a síndrome do choque tóxico, síndrome da pele escaldada e 

intoxicação alimentar (Carroll, 2014). Porém, a infecção geralmente acontece quando há o 

rompimento da barreira cutaneomucosa, o que faz com que o patógeno tenha acesso aos tecidos 

mais profundos do hospedeiro e/ou à corrente sanguínea (Iwatsuki et al., 2006). 

S. aureus possui um vasto arsenal de fatores de virulência que contribui para o seu 

sucesso como patógeno, proporcionando a adesão e invasão de tecidos e, ainda, a evasão do 

sistema imunológico (Zecconi e Scali, 2013). O processo de adesão conta com uma série de 

proteínas de superfície, das quais se destacam as denominadas MSCRAMMs (componentes 

microbianos de superfície que reconhecem moléculas da matriz extracelular, microbial surface 

components recognizing adhesive matrix molecules) que podem se ligar a moléculas como 

fibronectina, fibrinogênio e colágeno. O microrganismo também produz diversas enzimas 

(proteases, lipases, elastases) que permitem a invasão e destruição tecidual (Patti et al., 1994; 

Gordon e Lowy, 2008; Foster et al., 2014). Com relação à evasão do sistema imune, a cápsula 

polissacarídica atua como fator antifagocitário (Carroll, 2014) e a proteína A, espécie-específica, 

tem a capacidade de se ligar à porção FC de imunoglobulinas G (IgG), impedindo a ativação do 

sistema complemento (Uhlén et al., 1984; Foster et al., 2014). Outra estratégia apresentada por 

S  aureus é a secreção de toxinas com ação local e/ou sistêmica, tais como hemolisinas (α, β, δ e 

γ), leucocidina de Panton-Valentine, enterotoxinas, toxinas esfoliativas e toxina da síndrome do 
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choque-tóxico (Dinges, Orwin e Schlievert, 2000; Argudín, Mendoza e Rodicio, 2010; Oliveira, 

Borges e Simões, 2018). 

 

1.3 Resistência à meticilina em S. aureus 

 

 A partir da primeira metade do século 20, com o surgimento da resistência bacteriana à 

penicilina, tornou-se necessária a busca por novas alternativas terapêuticas (Rammelkamp e 

Maxon, 1942). Em 1960, a meticilina, uma penicilina semissintética resistente à ação de β-

lactamases, foi desenvolvida e utilizada para tratar as infecções causadas por S. aureus e outros 

microrganismos resistentes à penicilina. Porém, em 1961 já existiam relatos de amostras de 

S  aureus resistentes à meticilina (MRSA, methicillin-resistant S. aureus) na Inglaterra (Jevons, 

1961; Enright et al., 2002; Deurenberg e Stobberingh, 2009). 

 A resistência à meticilina em S. aureus é conferida, geralmente, pelo gene mecA que se 

encontra inserido em um elemento genético móvel denominado cassete cromossômico 

estafilocócico mec (SCCmec, staphylococcal cassette chromosome mec). O gene codifica uma 

proteína ligadora de penicilina (PBP, penicillin-binding protein) alterada, denominada PBP2a. 

Esta proteína alterada conserva a atividade de transpeptidase, mas possui baixa afinidade pelos β-

lactâmicos, permitindo que a síntese do peptideoglicano continue acontecendo, o que evita a 

morte bacteriana. Este mecanismo de resistência tem um grande impacto na clínica, visto que a 

resistência não se dá somente às penicilinas semissintéticas, podendo incluir também a maioria 

dos antimicrobianos da classe dos β-lactâmicos, como as cefalosporinas e carbapenemas 

(Katayama, Ito e Hiramatsu, 2000; Chambers e DeLeo, 2009; Deurenberg e Stobberingh, 2009). 

É importante ressaltar que alguns estudos descreveram genes homólogos ao mecA, os quais são 

conhecidos como mecC e mecB. O gene mecC pode ser encontrado no SCCmec do tipo XI, 

carreado por algumas amostras MRSA provenientes principalmente de bovinos (García-Álvarez 

et al., 2011). O mecB foi inicialmente detectado em Macrococcus caseolyticus e, mais 

recentemente em S. aureus, sendo carreado por um plasmídeo (Tsubakishita et al., 2010; Becker 

et al., 2018). 

 A estrutura básica do SCCmec é constituída pelo complexo do gene mec, complexo ccr 

(cassette chromosome recombinases) e pelas regiões J (junkyard ou joining). As diferenças entre 

os tipos de SCCmec baseiam-se, justamente, nos genes de recombinases ccr, responsáveis pela 
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integração e excisão do cassete, e na classe do complexo do gene mec, que contém o gene mecA, 

seus reguladores e sequências de inserção. Desta forma, até o momento, são descritos treze tipos 

de SCCmec (I ao XIII) (Katayama, Ito e Hiramatsu, 2000; Hiramatsu et al., 2013; Wu et al., 

2015; Lee et al., 2018; Baig et al., 2018). O SCCmec também pode apresentar, de forma variável, 

genes adicionais que conferem resistência a outros antimicrobianos, como aminoglicosídeos ou 

macrolídeos, e também a metais pesados. Em geral, esses genes se encontram inseridos na região 

J (Oliveira, Wu e De Lencastre, 2000; Ito et al., 2001).  

Tendo em vista a estrutura dos diferentes tipos de SCCmec descritos, foi visto que 

algumas variantes de amostras MRSA eram mais frequentemente isoladas em ambientes 

específicos. As linhagens MRSA primeiramente relacionadas com os ambientes hospitalares 

(HA-MRSA, healthcare-associated MRSA) geralmente apresentam tipos de SCCmec mais 

extensos, como I, II e III, sendo sua maior extensão associada à presença de genes de resistência 

a outros antimicrobianos (Ito et al., 2001). Por outro lado, cepas MRSA associadas à comunidade 

(CA-MRSA, community-associated MRSA) carreiam variantes menores, IV e V, normalmente, 

são suscetíveis a outros antimicrobianos que não pertencem à classe dos β-lactâmicos e, 

frequentemente, possuem os genes que codificam a leucocidina de Panton-Valentine (PVL, 

Panton-Valentine leukocidin) (Ma et al., 2002; Okuma et al., 2002; Vandenesch et al., 2003). 

 

1.4 Epidemiologia das linhagens de MRSA 

 

O surgimento de métodos de tipagem molecular com alto poder discriminatório e 

reprodutibilidade possibilitou uma melhor análise e caracterização da epidemiologia das 

infecções ocasionadas por S. aureus. Dentro desse contexto, é possível destacar as técnicas de 

tipagem de sequências multilocus (MLST, Multilocus Sequence Typing) e eletroforese em gel de 

campo pulsado (PFGE, Pulsed-Field Gel Electrophoresis) (Enright et al., 2000; McDougal et al., 

2003). 

A técnica de tipagem de sequências multilocus tem como princípio o sequenciamento de 

genes constitutivos envolvidos com o metabolismo celular bacteriano. Quando o MLST é 

utilizado para a caracterização de S. aureus, são pesquisados sete genes: arcC, aroE, glpF, gmk, 

pta, tpi e yqiL. Desta forma, cada sequência corresponde a um alelo e o conjunto destes, origina o 

perfil alélico ou tipo de sequência (ST, sequence type). Com base no número de alelos 
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semelhantes, as cepas são agrupadas em um mesmo complexo clonal (CC, clonal complex), 

embora possuam STs distintos. Desta forma, as estirpes são reunidas de acordo com a 

proximidade evolutiva (Enright et al., 2000). 

A técnica de PFGE permite avaliar os perfis de fragmentação do cromossomo bacteriano, 

possibilitando inferir a clonalidade das amostras. A técnica se baseia na clivagem de sítios 

específicos do DNA cromossômico através do uso de enzimas de restrição e separação dos 

fragmentos por eletroforese em gel de campo pulsado (McDougal et al., 2003). Em 1995, 

Tenover e colaboradores propuseram critérios para a interpretação do perfil de bandas obtido. Em 

2009, Van Belkum e colaboradores estabeleceram que amostras de um mesmo genótipo teriam 

até quatro bandas de diferença e mínimo de 80% de similaridade. Atualmente, a construção de 

dendrogramas utilizando ferramentas de bioinformática, pode auxiliar na análise dos resultados 

(Goering, 2010). 

A aplicação destes métodos de tipagem molecular torna-se útil dentro do cenário 

epidemiológico, principalmente em investigação de surtos. Já foi visto que amostras MRSA são 

facilmente transmitidas entre indivíduos, o que impacta em uma disseminação rápida dessas 

estirpes, tanto em ambientes hospitalares quanto comunitários. Além disso, algumas linhagens 

apresentam capacidade de cruzar barreiras geográficas (Papakyriacou et al., 2000). 

Tendo isto em vista, em 2003, McDougal e colaboradores buscaram padronizar a 

nomenclatura das linhagens/clones MRSA mais comumente encontradas nos Estados Unidos 

para facilitar o compartilhamento de dados e compreensão de surtos. Desta forma, oito linhagens, 

denominadas de USA100 a USA800, foram descritas com base na associação dos resultados 

obtidos pelas técnicas de PFGE, MLST e tipagem do gene spa (sequenciamento de uma região 

polimórfica do gene que codifica a proteína A estafilocócica). Alguns anos depois, novas 

linhagens foram identificadas e incluídas na classificação, como: USA900, USA1000 e USA1100 

(Tenover et al., 2008; Monecke et al., 2011; Lee et al., 2018). 

A linhagem USA100 é descrita como pertencente ao ST5/CC5, carreia o SCCmec do tipo 

II e está associada ao clone multirresistente hospitalar conhecido como Nova Iorque/Japão (New 

York/Japan) (Le et al., 2018). Inicialmente, amostras desta linhagem foram isoladas de hospitais 

nos Estados Unidos (Roberts et al., 1998). Posteriormente, foi visto que amostras de hospitais no 

Japão apresentavam o mesmo perfil genético, indicando que se tratava do mesmo clone (Aires de 

Sousa et al., 2000). Ao longo dos anos, estudos mostraram que amostras desta linhagem foram se 
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disseminando para outros lugares do mundo como México (Velazquez-Meza et al., 2004), 

Espanha (Potel et al., 2007) e Brasil (De Miranda et al., 2007; Caboclo et al., 2013).  

No Brasil, grande parte das cepas MRSA encontradas nos hospitais estava relacionada ao 

clone endêmico brasileiro (CEB/ST239 - SCCmec III) até o início dos anos 2000 (Vivoni et al., 

2006). Porém, nos últimos dez anos foi visto que esta linhagem vem sendo substituída por outras, 

como USA400 (ST1-IV), USA800 (ST5-IV) e USA100 (ST5-II) (Caboclo et al., 2013; Caiaffa-

Filho et al., 2013; Cavalcante et al. 2014; De Oliveira et al., 2015). Em 2017, Chamon e 

colaboradores relataram que o CEB foi completamente substituído pelas linhagens USA100 e 

USA400 em dois hospitais do Rio de Janeiro, em um estudo que avaliou uma coleção de 

amostras isoladas de ICS.  

A disseminação de amostras MRSA da linhagem USA100 em hospitais nacionais é 

preocupante, visto que esta linhagem está associada à multirresistência antimicrobiana, incluindo 

a resistência à mupirocina (usada na descolonização nasal de pacientes internados) e vancomicina 

e não susceptibilidade à daptomicina (utilizadas na terapêutica de infecções por cepas MRSA) (da 

Costa et al., 2016; Chamon et al., 2017). Além disso, alguns estudos têm mostrado que amostras 

dessa linhagem são capazes de produzir biofilme (Vanhommerig et al., 2014; King et al., 2016). 

 

1.5 Biofilme de S. aureus 

 

Biofilmes podem ser definidos como agregados microbianos envoltos por uma matriz de 

substâncias poliméricas extracelulares e que podem se aderir a superfícies bióticas ou abióticas 

(Donlan e Costerton, 2002; Flemming e Wingender, 2010). As células bacterianas presentes neste 

microambiente apresentam fenótipo alterado com relação à taxa de crescimento, expressão gênica 

e produção de proteínas. Além disso, é possível que haja a troca de material genético entre as 

bactérias através da transferência horizontal de genes, possibilitando a aquisição de genes de 

resistência (Donlan e Costerton, 2002).  

O processo de formação do biofilme bacteriano pode ser dividido em três etapas gerais, 

como esquematizado na figura abaixo (Figura 1): adesão, maturação e dispersão (Otto, 2013). 
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Figura 1. Etapas gerais da formação de biofilme. (Imagem cedida por Raiane Cardoso Chamon).  

 

S. aureus é capaz de se aderir a superfícies bióticas ou abióticas. A adesão a uma 

superfície abiótica inerte se dá, principalmente, por interações hidrofóbicas ou eletrostáticas. 

Porém, quando se trata da superfície de implantes ou dispositivos médicos, a adesão é mediada, 

majoritariamente, pelas adesinas da parede celular bacteriana. Isto se deve ao fato de que o 

dispositivo médico é imediatamente recoberto por proteínas plasmáticas e de matriz extracelular 

do hospedeiro após sua inserção (Otto, 2008; Franz et al., 2011; Arciola, Campoccia e 

Montanaro, 2018). 

Em seguida, as células bacterianas começam a se multiplicar e, neste momento, é possível 

que haja a formação e liberação de microcolônias. A maturação propriamente dita é marcada pela 

agregação bacteriana e formação da matriz extracelular polimérica (Moormeier et al., 2014). 

Alguns estudos demonstram que, em estafilococos, um dos principais elementos envolvidos com 

a formação da matriz exopolissacarídica do biofilme é a adesina intercelular polissacarídica (PIA, 

polysaccharide intercellular adhesin). A síntese e o processamento da PIA são dependentes da 

expressão do operon icaADBC (Mack et al., 1996; Cramton et al., 1999; Otto, 2008; Otto, 2013). 

No entanto, outros mecanismos de acumulação de biofilme ica-independentes também são 

descritos (Fitzpatrick, Humphreys e O’Gara, 2005). Foi visto que as proteínas de parede celular 

de S. aureus, como a SasG (S. aureus surface protein G), podem participar da formação de 

biofilmes que seriam caracterizados como proteicos (Corrigan et al., 2007; Foster et al., 2014). 

Além disso, o biofilme de S. aureus também pode conter DNA extracelular, liberado pela ação de 

autolisinas, o que auxiliaria o processo de adesão inicial e acumulação do biofilme (Kaplan et al., 

2012; Otto, 2013; Foster et al., 2014). 
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Estudos demonstram que a resistência à meticilina pode interferir também na composição 

bioquímica do biofilme de S. aureus (Fitzpatrick, Humphreys, e O'Gara, 2005; O’Neill et al., 

2007). Relatos sugerem que a alta expressão de PBP2a inibe, de alguma forma, a expressão dos 

produtos dos operons ica e agr. Contudo, foi visto que amostras MRSA continuavam produzindo 

biofilme, mesmo na ausência da expressão do operon ica. Assim, é relatado que a formação e 

acumulação do biofilme nessas amostras ocorram por intermédio das proteínas de superfície da 

parede celular, o que caracterizaria o biofilme como proteico (Fitzpatrick, Humphreys, e O'Gara, 

2005; O’Neill et al., 2007; Pozzi et al., 2012; McCarthy et al., 2015). 

A última etapa de formação do biofilme, a dispersão, é caracterizada pelo rompimento da 

matriz extracelular, resultando na disseminação das células bacterianas para outros sítios no 

hospedeiro. O processo pode ocorrer pela remoção mecânica do biofilme, interrupção na 

produção da matriz extracelular ou pela atuação de moléculas que rompem a matriz (Otto, 2008; 

Arciola, Campoccia e Montanaro, 2018). Um dos principais mecanismos envolvidos com a fase 

de dispersão em S. aureus é o sistema de quorum-sensing Agr (accessory gene regulator) (Le e 

Otto, 2015). Esse sistema é responsável por controlar a expressão de alguns genes com base na 

densidade celular (Novick e Muir, 1999). Grande parte desses genes está relacionada à virulência 

e codificam proteases, toxinas e hemolisinas (Novick, 2003; Boles e Horswill, 2008). 

O operon agr é constituído por quatro genes (agrA, agrC, agrD e agrB) que estão 

envolvidos em todo o processo de sinalização e indução do quorum-sensing (Le e Otto, 2015). 

Diferentes tipos de sistema Agr (I, II, III ou IV) podem ser encontrados em amostras de 

S. aureus, resultado de polimorfismos em AgrD e AgrC, sendo relatado que o tipo de operon agr 

pode estar relacionado com o complexo clonal apresentado pelas amostras (Ji, Beavis e Novick, 

1997; Monecke et al., 2011; Thoendel et al., 2011). O operon agr é formado pelo locus do 

RNAII e do RNAIII, sendo P2 e P3 seus respectivos promotores. O RNAIII é a molécula efetora 

intracelular que reprime a expressão de uma série de proteínas da superfície bacteriana e, ao 

mesmo tempo, estimula a expressão de uma gama de toxinas e enzimas. Além disso, também 

atua como RNA mensageiro do gene hld que codifica para a δ-hemolisina (Novick e Geisinger, 

2008; Thoendel et al., 2011; Otto, 2013; Le e Otto, 2015). 

Assim, quando o Agr está ativo, há uma repressão na expressão de adesinas bacterianas e, 

por outro lado, um estímulo com relação à produção de proteases, nucleases e modulinas solúveis 

em fenol (PSMs, phenol soluble modulins). As PSMs, principalmente, vão atuar de forma a 
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romper a matriz extracelular do biofilme através de sua ação surfactante (Vuong et al., 2000; 

Otto, 2013; Lister e Horswill, 2014; Le e Otto, 2015). Desta forma, alguns estudos demonstram 

que cepas que apresentam um sistema Agr não funcional podem exibir um aumento da produção 

de biofilme, visto que elementos que atuam como dispersantes do biofilme serão produzidos em 

menor quantidade (Vuong et al., 2000; Cafiso et al., 2007; Ferreira et al., 2013). Porém, há 

controvérsias entre a maior acumulação de biofilme e atuação do Agr, uma vez que esta relação 

nem sempre é observada em alguns estudos (Côrtes et al., 2015; Pérez-Montarelo et al., 2017; 

Guimarães, 2018). 
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JUSTIFICATIVA 

 

 S. aureus é um patógeno de importância médica, uma vez que está associado a diversos 

tipos de infecção, dispõe de um vasto arsenal de fatores de virulência e pode apresentar 

resistência crescente a diferentes classes de antimicrobianos. Com base em estudos 

epidemiológicos, foi visto que nos últimos anos a linhagem CEB (ST239-III) vem sendo 

substituída por outros clones, como USA100 (ST5-II), em hospitais do Rio de Janeiro. A 

linhagem USA100 está associada à multirresistência e, além disso, estudos mostraram que 

algumas cepas têm capacidade de produzir biofilme. É importante destacar que a produção desse 

fator de virulência contribui para o sucesso da infecção ao permitir o escape do sistema 

imunológico, por atuar como uma barreira que dificulta a penetração dos antimicrobianos e 

também por permitir a disseminação das células bacterianas para outros sítios no hospedeiro. 

Portanto, pode contribuir para o desenvolvimento de infecções crônicas e de difícil tratamento. 

Entretanto, são poucos os estudos que caracterizam o perfil de virulência de amostras brasileiras 

MRSA USA100, principalmente, quando se trata da formação de biofilme. Logo, a compreensão 

dos aspectos relacionados à virulência dessas amostras torna-se essencial dentro do contexto 

clínico para auxiliar no entendimento das características que levaram ao estabelecimento desse 

clone em hospitais do Rio de Janeiro. 
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3. OBJETIVO  

 

Caracterizar a produção de biofilme e aspectos relacionados em 63 amostras MRSA da 

linhagem USA100 (ST5-II) isoladas de hospitais do Rio de Janeiro.  

 

3.1 Estratégias 

 

 Confirmar a identificação das amostras através de testes fenotípicos convencionais e 

MALDI-TOF-MS; 

 

 Determinar o perfil de formação de biofilme em placas de microtitulação de 

poliestireno; 

 

 Determinar a composição bioquímica do biofilme para uma amostra classificada como 

produtora de biofilme forte; 

 

 Avaliar a produção de biofilme de seis amostras em placas recobertas com 

fibrinogênio; 

 

 Detectar os genes icaA e sasG, envolvidos com o processo de formação de biofilme, 

através de PCR uniplex;  

 

 Verificar o tipo de sistema Agr por PCR multiplex;  

 

 Avaliar a atividade do operon agr através da detecção de  

δ-hemolisina em placas de ágar sangue de carneiro. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS  

 

4.1 Características do estudo  

 

 O presente estudo foi caracterizado como descritivo e laboratorial. Foram selecionadas 

todas as amostras clínicas de S. aureus da linhagem USA100 (ST5-II) pertencentes à coleção de 

amostras do Laboratório de Infecção Hospitalar (LIH), localizado no Instituto de Microbiologia 

Paulo de Góes (IMPPG) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), coletadas entre 2004 

e 2015. Desta forma, 63 amostras dessa linhagem foram incluídas no estudo, isoladas de dois 

hospitais do Rio de Janeiro, Hospital Universitário Clementino Fraga Filho (HUCFF) (31 

amostras; 49%) e Hospital Naval Marcílio Dias (HNMD) (32; 51%). Dessas amostras, 52 (83%) 

foram provenientes de sangue e 11 (17%) foram oriundas de outros sítios de isolamento (Tabela 

1). As amostras se encontram estocadas em caldo TSB (Tryptic Soy Broth, BD, Becton, 

Dickinson and Company; Sparks, MD, EUA) acrescido de 20% (v/v) de glicerol (Proquimios 

Comércio e Indústria Ltda; Rio de Janeiro, RJ, Brasil) a -20 ºC (Sambrock, Fritsch e Maniatis, 

1989), assim como as amostras controles (Tabela 2). As amostras clínicas foram previamente 

caracterizadas quanto à espécie bacteriana, resistência à meticilina e clonalidade através de 

técnicas fenotípicas e moleculares convencionais. O fluxograma da metodologia utilizada no 

estudo está ilustrado na Figura 2.  

 

Tabela 1. Origem das amostras clínicas MRSA USA100/ST5 utilizadas no estudo. 

 

Sítio de isolamento n (%) 

Sangue 52 (83) 

Ferida operatória 3 (4,8) 

Colonização Nasal 3 (4,8)  

Urina 1 (1,6) 

Secreção traqueal 1 (1,6) 

Escara 1 (1,6) 

Secreção óssea 1 (1,6) 

ND 1 (1,6) 

Total 63 (100) 
 

n - Número; ND - não determinado. 
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Tabela 2. Amostras controle utilizadas no presente estudo.  

 

Espécie Amostra Características Referência 

Staphylococcus 

aureus 

 

ATCC 25923 

 

Controle positivo de testes fenotípicos NA 

 ATCC 33591 

 

Positiva para o gene icaA e produtora de 

biofilme 

NA 

 1125a* 

 

Positiva para o gene sasG; gene 

sequenciado 

 

Matos, 2013 

 RN4220 Produtora de β-hemolisina Novick, 1967 

 
 

1636a*
 

 

Produtora de biofilme proteico com 

presença de eDNA 

 

NP 

 
 

63a* 

 

Amostra com sistema Agr do tipo I 

 

Chamon, 2017 

 Mu50 Amostra com sistema Agr do tipo II 

 

Hiramatsu 

et al., 1997 

 

 

1342a* 

 

 

Amostra com sistema Agr do tipo III 

 

Chamon, 2017 

 1453a* Amostra com sistema Agr do tipo IV Chamon, 2017 

 

Escherichia  

coli 

ATCC 25922 

 

Controle para coloração de bactérias 

Gram-negativas 

NA 

 DH5α Controle para MALDI-TOF-MS NA 

 

Enterococcus 

faecalis 

ATCC 51299 

 

Controle negativo para o teste da 

catalase 

NA 

 

Staphylococcus 

epidermidis 

ATCC 14990 

 

Controle negativo para o teste da 

coagulase 

NA 

 ATCC 35984 

 

Produtora de biofilme de natureza 

polissacarídica 

 

Christensen 

et al., 1985 

Staphylococcus 

lugdunensis 
546s* Produtora de biofilme proteico 

 

Pereira et al., 

2012 

ATCC – American Type Culture Collection; *Amostra clínica; eDNA - DNA extracelular; MALDI-TOF-MS - 

Ionização e dessorção a laser assistida por matriz - tempo de voo - espectrometria de massa; NA - Não se aplica; 

NP - Dado não publicado (realizado no laboratório de pesquisa). 
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Figura 2. Fluxograma da metodologia adotada no estudo. 
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4.2 Confirmação da espécie bacteriana  

 

4.2.1 Metodologias fenotípicas convencionais 

 

 Os testes fenotípicos utilizados para confirmar o gênero e a espécie bacteriana foram 

realizados com base nas metodologias descritas por MacFaddin (2000) e Bannerman e Peacock 

(2007). Todas as amostras foram semeadas em ágar sangue de carneiro (Plast Labor; Rio de 

Janeiro, RJ, Brasil) e, posteriormente, incubadas a 37 ºC por 24 a 48 h para análise de pureza, 

aspecto das colônias e hemólise.  

As amostras também foram submetidas à coloração de Gram para análise do aspecto 

morfotintorial e teste da catalase para verificar a produção desta enzima. Para isto, o crescimento 

bacteriano foi obtido através da semeadura em TSA (Trypticase Soy Agar, BD, Becton, 

Dickinson and Company; Sparks, MD, EUA) com incubação a 35 ºC por 24 h. A coloração de 

Gram foi realizada utilizando o kit de coloração de Gram da Laborclin (Pinhais, PN, Brasil) 

segundo as recomendações do fabricante. As amostras usadas como controles foram: S. aureus 

ATCC 25923 (controle para cocos Gram-positivos) e E. coli ATCC 25922 (controle para bacilos 

Gram-negativos). 

 Para a realização do teste da catalase, uma colônia bacteriana obtida através do 

crescimento em TSA (BD) foi transferida para uma lâmina de vidro com o auxílio de uma alça 

bacteriológica estéril e, posteriormente, uma gota de peróxido de hidrogênio (Proquimios; Rio de 

Janeiro, RJ, Brasil) a 3% foi adicionada sobre a mesma. A formação de bolhas de oxigênio sugere 

a produção da enzima catalase. As amostras S. aureus ATCC 25923 (catalase positiva) e 

E. faecalis ATCC 51299 (catalase negativa) foram utilizadas como controles do teste. 

 As amostras também foram submetidas à pesquisa do fator clumping e, para isto, foi 

utilizado o kit Staphclin (Laborclin; Pinhais, PN, Brasil) seguindo as orientações do fabricante. O 

resultado do teste foi considerado positivo diante do surgimento de aglutinação aparente. 

Amostras que apresentaram resultado negativo ou de difícil interpretação foram avaliadas através 

do teste de coagulase em tubo utilizando o kit Coagu-plasma (Laborclin; Pinhais, PN, Brasil). 

Segundo a descrição do fabricante, as amostras são consideradas positivas para o teste da 

coagulase se houver a formação de um coágulo após o período de incubação a 37 ºC por até 24 h. 
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Os controles utilizados em ambos os testes foram: S. aureus ATCC 25923 (controle positivo) e 

S. epidermidis ATCC 14990 (controle negativo). 

 

4.2.2 Confirmação da espécie por MALDI-TOF-MS (Ionização e dessorção a laser assistida 

por matriz - tempo de voo - espectrometria de massa, Matrix Assisted Laser Desorption 

Ionization - Time Of Flight - Mass Spectrometry) 

 

 Em conjunto com os testes fenotípicos convencionais, a técnica de MALDI-TOF-MS foi 

utilizada para confirmação da espécie S. aureus. Primeiramente, as amostras foram semeadas em 

TSA (BD) e incubadas a 35 ºC por 24 h. A partir do crescimento bacteriano obtido, utilizando um 

palito de madeira, uma colônia bacteriana de cada amostra foi depositada em poços de uma placa 

metálica (sample target) fornecida pelo fabricante do equipamento MALDI-TOF-MS Microflex 

LT (Bruker Daltonics). Cada amostra foi analisada em duplicata. Em seguida, em cada poço da 

placa metálica foi adicionado 1 µL de ácido fórmico a 70% (v/v) (Sigma-Aldrich Chemical 

Company; Saint Louis, MO, EUA). Após secagem da placa a temperatura ambiente, foi 

adicionado 1 µL da matriz composta por ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico (HCCA, Sigma; Saint 

Louis, MO, EUA) preparado em acetonitrila 50% e ácido trifluoroacético 2,5% (Sigma; Saint 

Louis, MO, EUA) por poço. A placa foi novamente mantida a temperatura ambiente para 

completa secagem da mistura e formação dos cristais e, em seguida, foi inserida no equipamento. 

A amostra Escherichia coli DH5α foi utilizada para calibrar o aparelho e os espectros gerados 

foram avaliados pelo software de bioinformática MALDI Biotyper versão 7.0 (Bruker Daltonics) 

em modo operacional padrão, que fez uma busca em seu banco de espectros de referência a fim 

de encontrar o espectro que mais se assemelha ao obtido com a amostra. Ao encontrar os dez 

microrganismos com os picos mais semelhantes ao da amostra analisada, uma lista foi originada 

com base no score gerado pelo software, o qual varia de 0 a 3,0. A faixa de score considerada 

como aceitável no presente estudo foi de 2,000 a 3,000. As possíveis pontuações e resultados 

estão descritos na Figura 3. 
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Figura 3.  Descrição das faixas de score emitidas na técnica de MALDI-TOF-MS. 

 

4.3 Quantificação da formação de biofilme em placa de microtitulação de poliestireno  

 

Para avaliar a capacidade de formação de biofilme por todas as amostras, a metodologia 

empregada foi a descrita por Stepanović e colaboradores (2007) com algumas modificações. O 

crescimento bacteriano foi obtido através da semeadura em TSA (BD) com posterior incubação a 

35 ºC por 24 h. Após o período de incubação, suspensões bacterianas foram preparadas em tubos 

contendo 3 mL de água destilada estéril e padronizadas de acordo com a escala 0,5 de McFarland 

(1,5 x 10
8
 UFC/mL; absorbância entre 0,08 e 0,1 a 600 nm). Foram inoculados 20 µL da 

suspensão bacteriana em poços contendo 180 µL do meio TSB (BD) acrescido de 1% de glicose 

(p/v) (Isofar; Duque de Caxias, RJ, Brasil) de uma placa de microtitulação de poliestireno de 96 

poços de fundo chato modelo TPP 92096 (Techno Plastic Products; Trasadingen, Suíça). Foram 

utilizados três poços (triplicata experimental) para cada amostra. Nos seis poços referentes ao 

branco (controle negativo), foram inoculados 200 µL de TSB + 1% glicose. Por fim, a microplaca 

foi incubada a 37 ºC por 24 h. As amostras produtoras de biofilme utilizadas como controles são: 

S. epidermidis ATCC 35984 (amostra fortemente produtora de biofilme) e S. aureus ATCC 33591 

(amostra produtora de biofilme moderado). Este experimento foi realizado em triplicata. 

Após a incubação a 37 ºC por 24 h, o meio de cultura com crescimento foi desprezado 

através da inversão da placa e, em seguida, foram feitas duas lavagens com 200 µL de tampão 

PBS 1 X (phosphate buffered saline, Laborclin; Pinhais, PN, Brasil) pH 7,1 a 7,3, estéril. Em 

seguida, a placa de microtitulação foi incubada a 60 ºC por 1 h para fixação do biofilme formado. 

A coloração do biofilme foi realizada com adição de 150 µL de safranina (Fisher Scientific 

Company; Fair Lawn, NJ, EUA) a 0,1% (p/v) filtrada e posterior incubação da placa por 15 min a 

temperatura ambiente. O excesso de corante foi removido através da inversão da placa e 

realização de duas etapas de lavagem com 200 µL de PBS 1 X (Laborclin) estéril. A placa foi 
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deixada invertida por 10 min a temperatura ambiente para secagem e, em seguida, 150 µL de 

etanol 95% (v/v) foram adicionados em cada poço com o intuito de fazer uma eluição do corante 

aderido ao biofilme. Posteriormente, a placa foi incubada por 30 min, com tampa, a temperatura 

ambiente, sem homogeneização ou agitação. Ao final do período de incubação, foi feita uma 

leitura a 492 nm no espectrofotômetro (Thermo Plate TP Reader NM). 

Após a etapa de leitura no espectrofotômetro, os valores gerados foram analisados 

conforme descrito por Stepanović e colaboradores (2007). Primeiramente, foi calculada a média 

dos valores de densidade óptica (DO) para os seis poços referentes ao branco. Com relação às 

amostras, foi feito o cálculo da média para os valores de DO dos poços amostrais e, com o 

resultado obtido, foi feita uma subtração pela média dos seis valores do branco para obter o que 

chamamos de densidade óptica final (DOf). Além disso, um valor de corte chamado de densidade 

óptica de corte (DOc) foi estabelecido, o qual correspondeu à média dos valores de DO do branco 

somada a três vezes o desvio padrão do mesmo. Assim, a classificação das amostras como não 

produtoras de biofilme, produtoras de biofilme fraco, moderado ou forte, foi feita com base nos 

valores da DOf em relação à DOc obtidos (Tabela 3). Após a realização da triplicata da placa, foi 

calculada a média final das DOs para cada amostra. 

 

Tabela 3. Classificação da produção de biofilme em estafilococos (Stepanović et al., 2007). 

 

Critério Classificação da amostra 

DOf ≤ DOc não produtora 

DOc ≤ DOf ≤ 2 x DOc produtora de biofilme fraco 

2 x DOc ≤ DOf ≤ 4 x DOc produtora de biofilme moderado 

DOf ≥ 4 x DOc produtora de biofilme forte 

DOf – Densidade óptica final; DOc – Densidade óptica de corte. 

 

4.4 Ensaio para verificação da composição bioquímica do biofilme formado 

 

 A determinação da composição bioquímica do biofilme como proteica, polissacarídica ou 

contendo DNA extracelular foi realizada de acordo com as metodologias descritas por Frank e 

Patel (2007) e Izano e colaboradores (2008), com algumas modificações.  
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Os procedimentos iniciais do experimento consistiram na obtenção do crescimento 

bacteriano e formação do biofilme em placa de microtitulação de poliestireno (TPP) conforme 

descrito no item 4.3.  

Após o período de incubação, o meio foi desprezado através da inversão da placa. 

Posteriormente, duas lavagens com 200 µL de PBS 1 X (Laborclin) pH 7,1 a 7,3 estéril foram 

realizadas. Em seguida, foi feito um tratamento com 100 µL de diferentes reagentes distribuídos 

em triplicata (triplicata experimental) e a placa foi incubada a 37 ºC por 2 h. Os reagentes 

utilizados para verificar a dispersão do biofilme foram: proteinase K (Invitrogen; Carlsbad, EUA) 

a 100 µg/ml em Tris-HCl (Invitrogen; Carlsbad, EUA) a 10 mM pH 7,5 (clivagem de 

aminoácidos alifáticos e aromáticos); metaperiodato de sódio (NaIO4) (Sigma Chemical 

Company; Saint Louis, MO, EUA) a 50 mM em água de injeção (oxidação de ligações 

polissacarídicas); DNase I (Invitrogen; Carlsbad, EUA) a 100 µg/mL em solução de NaCl 150 

mM (Proquimios Comércio e Indústria Ltda; Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e CaCl2 1 mM (Macalé; 

Juiz de Fora, MG, Brasil) (degradação de DNA); e tampão PBS 1 X (Laborclin) pH 7,1 a 7,3 

estéril (controle negativo). A figura 4 ilustra a distribuição das amostras e dos reagentes nos 

poços.  

 
Figura 4. Distribuição das amostras, reagentes e branco no teste de determinação da composição 

bioquímica do biofilme. 
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Após incubação a 37 ºC por 2 h, os reagentes foram desprezados através da inversão da 

placa e uma lavagem com 200 µL de PBS 1 X (Laborclin) foi realizada. A placa foi submetida a 

uma etapa de secagem a temperatura ambiente por 24 h. Após esse período, a coloração do 

biofilme foi realizada conforme descrito no item 4.3.  

A densidade óptica final (DOf) das amostras perante cada reagente foi a média das DOs 

obtidas para os três poços da amostra, subtraída pela média das DOs dos poços referentes ao 

branco tratados com o respectivo reagente. A determinação da composição bioquímica do 

biofilme foi realizada com base na redução dos valores de densidade óptica (DOf) das amostras 

frente ao tratamento com determinado reagente quando comparado com os valores obtidos no 

tratamento com PBS (controle negativo da dispersão) e demais reagentes. Posteriormente, os 

valores foram lançados no programa GraphPad Prism 6.01 para verificar se a redução observada 

era significativa. 

 Este ensaio foi realizado em triplicata e as amostras utilizadas como controles foram:  

S. epidermidis ATCC 35984 (amostra produtora de biofilme polissacarídico), S. lugdunensis 546s 

(amostra produtora de biofilme proteico) e S. aureus 1636a (amostra produtora de biofilme 

proteico com presença de DNA extracelular). 

 

4.5 Avaliação da formação de biofilme na presença de fibrinogênio plasmático 

 

 Esta metodologia foi realizada segundo a descrição de Ferreira e colaboradores (2012). A 

primeira etapa deste experimento consistiu na sensibilização da microplaca (96 poços) (TPP 

92096) com fibrinogênio plasmático humano. Assim, 150 µL de fibrinogênio (Sigma Chemical 

Company; Saint Louis, MO, EUA) a 50 µg/mL em tampão PBS 1 X (Laborclin) pH 7,1 a 7,3 

estéril foram adicionados aos poços em triplicata, sendo que três poços foram reservados para o 

branco. Para comparar com o perfil de formação de biofilme na ausência da proteína, também 

foram reservados, tanto para as amostras quanto para o branco, poços em triplicata nesta mesma 

placa em que o fibrinogênio não foi adicionado (Figura 5).  
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Figura 5. Esquema representando a placa de microtitulação de poliestireno para realização do 

teste de produção de biofilme na presença de fibrinogênio.   

 

A placa foi incubada a 37 ºC por 1 h e, posteriormente, foi mantida a 4 ºC por 18 a 24 h. 

Todo o conteúdo dos poços foi removido cuidadosamente com o auxílio de uma pipeta 

multicanal e foram realizadas duas lavagens com 180 µL de PBS 1 X (Laborclin) estéril. Em 

seguida, o biofilme foi formado e corado seguindo o protocolo relatado no item 4.3. 

 A partir dos valores de absorbância obtidos, foi calculada a média para os poços referentes 

ao branco e às amostras. Em seguida, a densidade óptica final (DOf) das amostras foi obtida pela 

subtração da média das DOs das amostras pela média do branco correspondente. Esta técnica foi 

realizada em triplicata e foi avaliada a média dos valores obtidos em cada experimento. Então, foi 

feita uma comparação dos valores de DOf obtidos na presença e ausência de fibrinogênio através 

de testes estatísticos usando o programa GraphPad Prism 6.01. 

 

4.6 Extração de DNA por Chelex-100 e Proteinase K 

 

A extração de DNA foi realizada de acordo com a metodologia proposta por Walsh, 

Metzger e Higuchi, 1991 para todas as amostras. A técnica baseia-se nas propriedades de Chelex-
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100, resina que atua como quelante de íons metálicos, impedindo a degradação do DNA em 

fervura (Singer-Sam et al., 1989). A solução de Chelex 5% (p/v) (Bio-Rad Laboratories Inc.; 

EUA) foi preparada utilizando água de injeção e, em seguida, armazenada em um tubo de 

centrifugação novo estéril. As amostras bacterianas foram semeadas em TSA (BD) e incubadas a 

35 ºC por 24 h. Com o auxílio de uma alça bacteriológica esterilizada, o crescimento bacteriano 

(3 a 5 colônias) foi transferido para microtubos novos contendo 200 µL da solução de Chelex 5% 

e 2 µL de Proteinase K (20 mg/mL, Invitrogen; Carlsbad, EUA). Os microtubos foram incubados 

em banho-maria a 56 ºC por 1 h. Após este período, cada microtubo foi agitado durante 10 s no 

vórtex e, em seguida, foram submetidos à fervura por 10 min. Posteriormente, as amostras foram 

novamente agitadas por 10 s e centrifugadas a 10000 xg por 3 min em microcentrífuga 

(Eppendorf; Hamburgo, Alemanha). Por fim, o DNA presente no sobrenadante foi coletado, 

transferido para novos microtubos identificados, quantificado utilizando espectrofotômetro 

NanoVue Plus (Biochrom; Holliston, MA, EUA) e armazenado a -20 ºC. 

 

4.7 Detecção de genes envolvidos na formação de biofilme por Staphylococcus aureus 

 

4.7.1 Detecção do gene icaA  

 

Para realizar a amplificação do gene icaA, foi feita uma PCR uniplex para todas as 63 

amostras com base na descrição de Martín-Lópes e colaboradores (2002).  

Primeiramente, foi preparado o mix com os componentes básicos da reação em cadeia da 

polimerase em microtubos de 200 µL. Para isso, foram adicionados: 2,5 μL de tampão da enzima 

1 X (10 mM de Tris-HCl e 25 mM de KCl); 3 mM de MgCl2; 100 µM de cada deoxinucleotídeo 

trifosfatado (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Biotools; Madrid, Espanha); 0,6 µM de cada um dos 

iniciadores (Tabela 4); 1 U de Taq DNA polimerase (Biotools; Madrid, Espanha); 3 µL de DNA 

(aproximadamente 150 ng) e água de injeção para completar o volume de 25 µL por amostra.   
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Tabela 4. Sequências dos iniciadores utilizados para detecção do gene icaA em Staphylococcus 

aureus, segundo Martín-Lópes et al. (2002). 

 

Iniciadores Sequência (5’-3’) Amplicon (pb) 

icaAF AAACTTGGTGCGGTTACAGG 

750 
icaAR TCTGGGCTTGACGTTG 

 

Posteriormente, os microtubos foram colocados em um termociclador (Eppendorf 

Mastercycler Gradient, Hamburgo, Alemanha). A reação consistiu em uma etapa de desnaturação 

inicial a 95 ºC por 4 min; seguida de 35 ciclos a 95 ºC por 30 s, 50 ºC por 90 s e 72 ºC por 45 s; e 

uma etapa final de extensão a 72 ºC por 1 min. A amostra utilizada como controle positivo nesta 

reação foi S. aureus ATCC 33591. 

A eletroforese para visualização do fragmento amplificado foi realizada em gel de agarose 

a 1,5% (p/v), em TBE 0,5 X (Tris 0,89 M, ácido bórico 0,89 M, EDTA 2,5 mM, pH 8,2) (Sigma; 

Saint Louis, MO, EUA) a 80 V por 1 h. O marcador de tamanho molecular utilizado foi o de 100 

pb (Kasvi; Curitiba, PN, Brasil). A revelação das bandas de DNA foi realizada mediante a adição 

do corante UniSafe Dye ® (0,5 x) (Uniscience Corporation; Miami, Flórida, EUA) no momento 

do preparo do gel. Este, por sua vez, foi submetido à luz ultravioleta em transiluminador (Kasvi; 

Curitiba, PN, Brasil). 

 

4.7.2 Detecção do gene sasG 

 

A detecção do gene sasG foi realizada de acordo com a metodologia proposta por Roche e 

colaboradores (2003), através de uma PCR uniplex para todas as 63 amostras.  

O preparo do mix para esta reação foi feito da mesma forma como descrito no item 4.7.1, 

sendo que, neste caso, os iniciadores utilizados foram sasGF e sasGR (Tabela 5). 
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Tabela 5. Sequências dos iniciadores utilizados para detecção do gene sasG em Staphylococcus 

aureus, segundo Roche et al. (2003). 

 

Iniciadores Sequência (5’-3’) Amplicon (pb) 

 

sasGF 

 

CGCTGATCAGAGATAAGAAAGGACCGG 
311 

 

sasGR 

 

CGCTGATCATTAATTCTTTCTTCTACGAG 

 

O ciclo de amplificação foi realizado com o auxílio do termociclador (Eppendorf 

Mastercycler Gradient), consistindo em: uma etapa de desnaturação inicial a 94 ºC por 3 min; 

seguida de 30 ciclos a 94 ºC por 1 min, 50 ºC por 1 min e 72 ºC por 1 min; e uma etapa final de 

extensão a 72 ºC por 1 min. A amostra utilizada como controle positivo nesta reação foi S. aureus 

1125a (Matos, 2013). 

Em seguida, foi feita uma eletroforese em gel de agarose a 1,0% (p/v) conforme descrito 

no item 4.7.1.  

 

4.8 Tipagem do sistema de quorum-sensing Agr e avaliação fenotípica de sua atividade 

 

4.8.1 Tipagem do Agr 

 

Para a tipagem do sistema Agr, foi realizada uma PCR multiplex baseada na metodologia 

proposta por Gilot e colaboradores (2002). Além dos componentes básicos da PCR, foram 

utilizados cinco iniciadores denominados: pan-agr, agr1, agr2, agr3 e agr4. O pan-agr hibridiza na 

fita senso, em uma região conservada entre os diferentes tipos de Agr. Por outro lado, os outros 

quatro iniciadores hibridizam em regiões variáveis da fita anti-senso que são específicas para 

cada tipo de Agr (I, II, III e IV), gerando fragmentos de tamanhos diferentes (Gilot et al., 2002).  

Para o preparo do mix da reação, foram adicionados em um microtubo: 2,5 μL de tampão 

da enzima 1 X (10 mM de Tris-HCl e 25 mM de KCl); 5 mM de MgCl2; 200 μM de cada dNTP 

(Biotools); 0,3 µM de cada um dos iniciadores (Tabela 6); 1,25 U de Taq DNA polimerase 

(Biotools); 2 µL (aproximadamente 100 ng) de DNA e água de injeção para completar o volume 

final de 25 μL por amostra. 
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Tabela 6. Sequências dos iniciadores utilizados para tipagem do sistema de quorum-sensing Agr em 

Staphylococcus aureus. 

 

Oligonucleotídeos Sequência (5’-3’) Referência 

pan-agr ATGCACATGGTGCACATGC 

Gilot et al., 

2002 

agr1 GTCACAAGTACTATAAGCTGCGAT 

agr2 TATTACTAATTGAAAAGTGGCCAAGC 

agr3 GTAATGTAATAGCTTGTATAATAATACCCAG 

agr4 CGATAATGCCGTAATACCCG 

 

A amplificação dos fragmentos foi realizada no termociclador (Eppendorf Mastercycler 

Gradient) e a reação consistiu em: uma etapa de desnaturação inicial a 94 ºC por 5 min; seguida 

de 26 ciclos a 94 ºC por 30 s, 55 ºC por 30 s e 72 ºC por 1 min; e uma etapa final de extensão a 

72 ºC por 10 min. 

Para a visualização do produto da PCR, foi feita uma eletroforese em gel de agarose a 

2% (p/v), conforme descrito no item 4.7.1. A tabela 7 apresenta o tamanho dos fragmentos com 

base em cada tipo de Agr. As amostras que foram utilizadas como controle para cada tipo de 

sistema Agr, são: 63a (tipo I) (Chamon, 2017), Mu50 (tipo II) (Hiramatsu et al., 1997), 1342a 

(tipo III) (Chamon, 2017) e 1453a (tipo IV) (Chamon, 2017).  

 

Tabela 7. Tamanho dos fragmentos gerados de acordo com o tipo de Agr. 
 

Tipo I Tipo II Tipo III Tipo IV 

491 pb 575 pb 323 pb 659 pb 

 

4.8.2 Avaliação da funcionalidade do operon agr através da detecção fenotípica da 

produção de δ-hemolisina 

 

O gene denominado hld codifica a δ-hemolisina (Hld) e encontra-se inserido no operon 

agr (Janzon e Arvidson, 1990). Assim, quando o operon está funcional, a δ-hemolisina é 
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produzida. Portanto, este teste permite inferir sobre a funcionalidade do Agr baseado na detecção 

fenotípica da produção de δ-hemolisina (Adhikari et al., 2007).  

Para a realização do teste, a metodologia empregada foi descrita por Adhikari e 

colaboradores (2007). Para isso, o crescimento bacteriano foi obtido através da semeadura em 

TSA (BD) com posterior incubação a 35 ºC por 24 h. Em seguida, utilizando placas de ágar 

sangue de carneiro (Laborclin; Pinhais, PN, Brasil), as amostras a serem testadas foram 

inoculadas de maneira perpendicular a uma amostra padrão denominada RN4220 que é produtora 

de β-hemolisina (Figura 6). As placas de ágar sangue (Laborclin) foram então incubadas a 37 ºC 

por 24 h.  

 
 

Figura 6. Esquema representando a semeadura para a realização do teste de detecção fenotípica 

da produção de δ-hemolisina. 

 

Desta forma, quando havia a produção de δ-hemolisina pela amostra teste, esta atuava de 

forma sinérgica com a β-hemolisina da amostra RN4220, resultando no aparecimento de uma 

zona de hemólise total em forma de seta, indicando que o sistema estava ativo (Adhikari et al., 

2007).  

 

4.9 Análise estatística 

 

 O programa GraphPad Prism 6.01 foi utilizado nas análises estatísticas dos resultados. A 

dispersão do biofilme foi analisada usando o teste two-way Anova, seguido do teste de 

comparações múltiplas de Dunnett. Para comparação dos resultados obtidos da formação do 

biofilme na presença e ausência do fibrinogênio também foi utilizado o teste two-way Anova, 

seguido do teste de comparações múltiplas de Sidak. Os resultados foram considerados 

estatisticamente significativos quando p <0,05.  
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Confirmação da espécie bacteriana 

 

 As 63 amostras clínicas de S. aureus da linhagem USA100/ST5-II selecionadas para a 

realização deste estudo e previamente caracterizadas quanto à espécie, resistência à meticilina e 

clonalidade, foram novamente avaliadas por testes fenotípicos convencionais e pela metodologia 

de MALDI-TOF-MS para confirmação da espécie bacteriana.  

Em relação aos testes fenotípicos convencionais, todas as amostras se apresentaram como 

cocos Gram-positivos arranjados em cachos, produziram a enzima catalase e exibiram resultado 

positivo nos testes do fator clumping ou da coagulase. 

 Em seguida, as amostras foram submetidas à técnica de MALDI-TOF-MS, cuja 

pontuação mínima considerada como aceitável no presente estudo foi de 2,000. Neste sentido, foi 

observado que 47 (75%) amostras apresentaram identificação altamente provável de espécie 

(faixa de score entre 2,300 e 3,000), enquanto 16 (25%) foram confirmadas quanto ao gênero e 

apresentaram uma provável identificação em nível de espécie (faixa de score entre 2,000 e 2,299) 

(Tabela 8). 

 

Tabela 8. Distribuição das 63 amostras clínicas de Staphylococcus aureus de acordo com a faixa 

de score emitida na técnica de MALDI-TOF-MS. 

 

Faixa de score Descrição n (%) 

2,300 – 3,000 Identificação altamente provável de espécie 47 (75) 

2,000 – 2,299 Identificação do gênero, identificação provável de espécie 16 (25) 

1,700 – 1,999 Identificação provável do gênero 0 (0) 

0,000 – 1,699 Identificação não confiável 0 (0) 

n - Número. 

 

5.2 Produção de biofilme por amostras MRSA da linhagem USA100/ST5 

 

Todas as amostras foram avaliadas quanto à capacidade de formação de biofilme através 

do teste de quantificação em placa de microtitulação de poliestireno com TSB + 1% glicose 
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corada com safranina a 0,1% (p/v). A maioria das amostras (40; 63%) foi classificada como 

produtora de biofilme moderado, enquanto os fenótipos forte, fraco e não produtor de biofilme 

foram observados em 13 (21%), 5 (8%) e 5 (8%) amostras, respectivamente (Figura 7). 

 
 

Figura 7. Distribuição das 63 amostras de Staphylococcus aureus resistentes à meticilina da 

linhagem USA100/ST5 de acordo com o perfil de formação de biofilme. 

 

5.3 Determinação da composição bioquímica do biofilme 

 

 Uma amostra MRSA USA100/ST5 classificada como produtora de biofilme forte (média 

DO final = 1,358) foi selecionada aleatoriamente para realização do ensaio de dispersão com 

metaperiodato de sódio, proteinase K e DNase I a fim de determinar se o biofilme era de natureza 

polissacarídica, proteica e se possuía DNA extracelular, respectivamente. A amostra avaliada, 

isolada de ICS em 2009, apresentou redução significativa do biofilme na presença de proteinase 

K (valor de p ajustado = 0,0002) e DNase I (valor de p ajustado = 0,0011), sendo esta redução 

mais expressiva na incubação com a protease (Figuras 8 e 9). Desta forma, pode-se supor que, 

neste caso, a matriz extracelular é composta majoritariamente de conteúdo proteico e também 

continha DNA extracelular.  
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Figura 8. Imagem da placa no ensaio de dispersão do biofilme da amostra 1301a. NaIO4 - 

Metaperiodato de sódio; PBS - Tampão fosfato salino. 

 
 

Figura 9. Dispersão do biofilme formado pela amostra 1301a. DO492 nm- Densidade óptica a 492 nm; 

PBS - Tampão fosfato salino. Os símbolos ** e *** indicam valores de p < 0,01 e 0,001, respectivamente. 

 

5.4 Avaliação da produção de biofilme por amostras MRSA USA100 na presença de 

fibrinogênio plasmático 

 

Para avaliar se o fibrinogênio plasmático teria algum impacto no perfil de formação de 

biofilme de amostras MRSA USA100/ST5, foram selecionadas aleatoriamente seis amostras, das 

quais três foram classificadas como produtoras de biofilme moderado (1255a, 1579a e 1592a) e 

outras três como produtoras de biofilme fraco (1655a, 1661a e 1770a). 

A análise mostrou que cinco das seis amostras avaliadas apresentaram uma maior 

produção de biofilme na presença de fibrinogênio (Figura 10). Este aumento foi considerado 

estatisticamente significativo para três amostras (50%), sendo duas produtoras de biofilme 

moderado (1255a e 1592a) e uma produtora de biofilme fraco (1655a). Os respectivos valores de 

p ajustados foram: 0,0292; 0,0053 e 0,0008. 
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Figura 10. Perfil de formação de biofilme de seis amostras MRSA da linhagem USA100/ST5 na 

presença e ausência de fibrinogênio plasmático. DO492 nm - Densidade óptica a 492 nm. Os símbolos *, ** e 

*** indicam valores de p < 0,05, 0,01 e 0,001, respectivamente. 

 

5.5 Detecção de genes envolvidos na formação de biofilme por S. aureus 

 

 As 63 amostras MRSA USA100/ST5 foram submetidas à PCR uniplex para detecção dos 

genes icaA, associado com a produção de biofilme polissacarídico, e sasG, envolvido com a 

formação de biofilme proteico. Foi observado que todas as amostras apresentaram bandas de 

750 pb (Figura 11) e 311pb (Figura 12) correspondentes aos genes icaA e sasG, respectivamente. 

 

 

Figura 11. Eletroforese em gel de agarose para confirmar a amplificação do gene icaA (750 pb) 

em amostras MRSA USA100/ST5. M: Marcador de tamanho molecular (100 pb); Colunas 1 a 15: amostras 

testadas e positivas para o gene; CP: Controle positivo (amostra ATCC 33591); B: Branco. 
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Figura 12. Eletroforese em gel de agarose para confirmar a amplificação do gene sasG (311 pb) 

em amostras MRSA USA100/ST5. M: Marcador de tamanho molecular (100 pb); Colunas 1 a 9: amostras 

testadas e positivas para o gene; CP: Controle positivo (amostra 1125a); B: Branco. 

 

5.6 Tipagem do sistema Agr e análise fenotípica de sua funcionalidade 

 

O tipo de sistema Agr presente nas amostras estudadas foi verificado por PCR multiplex. 

Os resultados demonstraram que todas as 63 amostras apresentaram o Agr do tipo II, 

caracterizado pela presença de uma banda de 575 pb, conforme demonstrado na Figura 13. 

 
Figura 13. Eletroforese em gel de agarose para tipagem do sistema Agr em amostras MRSA 

USA100/ST5. M: Marcador de tamanho molecular (100 pb); Colunas 1 a 4: amostras controles (1- 63a/AgrI, 2- 

Mu50/AgrII, 3- 1342a/AgrIII e 4- 1453a/AgrIV); B: Branco; Colunas 6 a 9: amostras testadas que apresentaram o 

Agr do tipo II. 

 

Além disso, a funcionalidade do operon agr foi avaliada em todas as amostras através de 

um teste fenotípico que consiste na detecção de δ-hemolisina em ágar sangue de carneiro (Figura 

14). Desta forma, foi observado que o operon agr estava ativo em 41 (65%) amostras (Figura 15). 
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Entretanto, a zona de hemólise em forma de seta, que indica resultado positivo neste teste, se 

apresentou de forma discreta ou pouco aparente na maioria das amostras analisadas.  

 

 

Figura 14. Avaliação da funcionalidade do operon agr em amostras MRSA USA100/ST5 através 

do teste fenotípico de detecção de δ-hemolisina em placas de ágar sangue de carneiro. 1 - RN4220 

(Amostra padrão produtora de β-hemolisina); 2, 5 e 6 - Amostras negativas; 3, 4 e 7 - Amostras positivas com zona 

de hemólise discreta; 8 - Amostra positiva.  

 

 

Figura 15. Funcionalidade do operon agr em 63 amostras MRSA da linhagem USA100/ST5. 
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Neste trabalho, não foi observada relação entre a inatividade do sistema Agr e maior 

produção de biofilme, visto que houve uma distribuição heterogênea dos perfis de formação de 

biofilme no grupo de amostras com o operon agr inativo como mostrado na Figura 16.  

 

Figura 16. Distribuição dos fenótipos de formação de biofilme em 63 amostras de 

Staphylococcus aureus resistentes à meticilina da linhagem USA100/ST5 de acordo com a 

funcionalidade do operon agr. 
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6. DISCUSSÃO 

 

 A formação de biofilme é um importante mecanismo de virulência apresentado por  

S. aureus, pois proporciona a evasão do sistema imunológico, impacta em uma menor 

susceptibilidade aos antimicrobianos e, normalmente, é associada com infecções relacionadas a 

dispositivos médicos (Davies, 2003; Singh et al., 2010; Thurlow et al., 2011; Veerachamy et al., 

2014; Otto, 2018). Sabendo da relevância deste fator de virulência, este estudo visou caracterizar 

a produção de biofilme e aspectos relacionados em 63 amostras MRSA da linhagem 

USA100/ST5 isoladas entre 2004 e 2015 de hospitais do Rio de Janeiro, visto que amostras desta 

linhagem vêm ganhando espaço na clínica e têm se estabelecido em hospitais desta região 

(Caboclo et al., 2013; da Costa et al., 2016; Chamon et al., 2017; Damasco, 2017). 

 Alguns estudos descrevem que amostras da linhagem USA100 são capazes de produzir 

biofilmes, geralmente, classificados como fortes ou moderados (Vanhommerig et al., 2014; 

Côrtes et al., 2015; King et al., 2016), embora também existam relatos de baixa produção de 

biofilme por amostras desta linhagem (Baldan et al., 2012; Guimarães, 2018). Neste trabalho, a 

maioria das amostras avaliadas (40; 63%) foi classificada como produtora de biofilme moderado, 

seguido de 13 (21%) amostras classificadas como produtoras de biofilme forte, perfazendo um 

total de 84% de amostras potenciais produtoras de biofilme. Dados como esses destacam a 

importância de se investigar esse fator de virulência nessas amostras, o que pode estar 

contribuindo para o estabelecimento dessas cepas em ambientes de saúde da cidade do Rio de 

Janeiro.  

 Dados da literatura indicam que amostras de S. aureus resistentes à meticilina poderiam 

regular negativamente a expressão dos operons ica e agr, o que influenciaria na composição do 

biofilme. Desta forma, cepas MRSA produziriam biofilmes de natureza proteica, enquanto as 

estirpes MSSA apresentariam biofilmes de composição polissacarídica (Fitzpatrick, Humphreys e 

O’Gara, 2005;O’Neill et al., 2007; Pozzi et al., 2012; McCarthy et al., 2015; Dakheel et al., 

2016). A amostra 1301a (MRSA USA100) avaliada neste estudo, apresentou redução 

significativa do biofilme na presença de proteinase K e DNase I, caracterizando-o como tendo 

composição proteica e contendo DNA extracelular. É válido comentar que a presença de DNA 

extracelular na matriz de biofilmes bacterianos, como de S. aureus, vem sendo cada vez mais 

relatada (Izano et al., 2008; Hu et al., 2012; Jakubovics et al., 2013; Okshevsky e Meyer, 2015; 
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Sugimoto et al., 2018). Dengler e colaboradores (2015) descrevem que este componente 

desempenha um papel importante na estrutura do biofilme, atuando como uma rede eletrostática 

que auxilia o processo de interligação das células bacterianas embebidas na matriz extracelular 

proteica. Segundo alguns autores, o DNA na matriz do biofilme poderia ser utilizado como um 

possível alvo no combate a este fator de virulência (Kaplan et al., 2012b; Okshevsky, Regina e 

Meyer, 2015). Uma limitação do estudo, no entanto, foi a avaliação de apenas uma amostra. 

Consequentemente, não se pode afirmar que a presença de DNA extracelular no biofilme seja 

uma característica comum às amostras da linhagem USA100. Deve-se destacar também que a 

amostra investigada possui o gene icaA, mas não apresentou um biofilme de composição 

polissacarídica. Neste sentido, O'Neill e colaboradores (2007) observaram que amostras MRSA 

possuíam e expressavam o operon ica, porém não havia detecção do produto do operon. Assim, 

sugere-se que a PBP2a poderia inibir, de alguma maneira, a produção da PIA. Portanto, conhecer 

a composição bioquímica do biofilme de amostras estafilocócicas é relevante, visto que 

impulsiona a busca por moléculas que promovam a destruição do biofilme bacteriano através de 

sua atividade direcionada contra os componentes da matriz extracelular. 

 A presença de dois genes associados com a produção de biofilme em S. aureus foi 

averiguada em todas as 63 amostras. O gene icaA faz parte do operon icaADBC e está envolvido 

com a formação de biofilmes polissacarídicos, como já mencionado anteriormente (Arciola et al., 

2015; Otto, 2018). Por outro lado, o gene sasG codifica a proteína de superfície G que tem ação 

zinco-dependente e está relacionada com a produção de biofilmes proteicos (Geoghegan et al., 

2010; Speziale et al., 2014; Paharik e Horswill, 2016; Otto, 2018). No presente estudo todas as 

amostras apresentaram ambos os genes. De forma similar, a maioria dos estudos que pesquisaram 

o gene icaA relataram que o mesmo foi detectado em todas as amostras de S. aureus avaliadas 

(Atshan et al., 2012; Rasmussen et al., 2013; Tang et al., 2013; de Matos et al., 2014; Wang et al., 

2016; Torlak et al., 2017; Jiang et al., 2018; Puah et al., 2018). No entanto, a presença do gene 

sasG em S. aureus é mais variável (Rasmussen et al., 2013; Tang et al., 2013; de Matos et al., 

2014; Puah et al., 2018), o que pode estar relacionado com determinados complexos clonais 

(Monecke et al., 2009). A presença destes dois genes envolvidos com mecanismos distintos de 

formação de biofilme na linhagem estudada demonstra a versatilidade dos fatores de virulência 

em S. aureus. 
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 A formação de biofilme por S. aureus é frequentemente associada a infecções 

relacionadas a dispositivos médicos. Este microrganismo dispõe de uma ampla gama de adesinas 

que reconhecem as proteínas de matriz extracelular do hospedeiro, permitindo a adesão ao 

dispositivo implantado, visto que é recoberto por essas proteínas assim que inserido no paciente 

(Arciola, Campoccia e Montanaro, 2018). Visando mimetizar o que acontece in vivo, a formação 

de biofilme na presença de fibrinogênio foi outro aspecto investigado no presente trabalho. A 

maioria das amostras clínicas aqui estudadas foi isolada de ICS e este teste visa avaliar se uma 

proteína plasmática, como o fibrinogênio, provocaria um aumento da produção de biofilme por 

amostras MRSA USA100. Apesar da importância e do possível impacto dessa proteína no 

decorrer da infecção in vivo, a formação de biofilme na presença de fibrinogênio plasmático 

ainda é pouco avaliada em S. aureus. Em 2008, Bonifait, Grignon e Grenier relataram que o 

fibrinogênio induziu a formação de biofilme por Streptococcus suis. Em 2013, Bedran e 

colaboradores já haviam descrito que a mesma proteína foi capaz de induzir a formação de 

biofilme por Streptococcus mutans de maneira dose-dependente. Guimarães (2018) verificou um 

aumento da acumulação de biofilme por amostras de S. aureus de diferentes linhagens em placas 

recobertas com proteínas de matriz extracelular, incluindo o fibrinogênio. Além disso, diversos 

autores também demonstraram um aumento da produção de biofilme por amostras de S. aureus 

em placas recobertas com fibronectina (Zautner et al., 2010; Ferreira et al., 2012; Ferreira et al., 

2013; Côrtes et al., 2015; Guimarães, 2018). Nós verificamos que 3 (50%) das 6 amostras MRSA 

USA100 avaliadas apresentaram um aumento significativo na acumulação de biofilme em placas 

recobertas com fibrinogênio, destacando que fatores do próprio hospedeiro podem ser utilizados 

em benefício do patógeno e, desta forma, podem contribuir para o sucesso da infecção.   

 Outro aspecto relacionado com a formação de biofilme em S. aureus é o sistema de 

quorum-sensing Agr, o qual está intimamente associado com a dispersão do biofilme formado 

por inibir a expressão de adesinas e estimular a expressão de substâncias capazes de degradar a 

matriz extracelular. Até o momento, foram descritos quatro tipos de sistema Agr (I, II, III e IV) 

decorrentes dos polimorfismos em dois genes que constituem o operon (Boles e Horswill, 2008; 

Thoendel et al., 2011; Le et al., 2014; Le e Otto, 2015). Estudos vêm associando amostras de 

S. aureus pertencentes ao CC5, como as da linhagem USA100 (ST5/SCCmec II), ao sistema Agr 

do tipo II (Holtfreter et al., 2007; Thoendel et al., 2011; Chen et al., 2018; Tan et al., 2018). De 

fato, todas as amostras MRSA USA100 avaliadas no estudo apresentaram o Agr do tipo II como 
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relatado e 84% (53) destas mostraram capacidade de formação de biofilme. Neste sentido, vem 

sendo relatado que cepas que possuem o operon agr dos tipos II ou III são as principais 

produtoras de biofilme quando comparado com os tipos I e IV (Cafiso et al., 2007; Ikonomidis 

et al., 2009; Kawamura et al., 2011; Khoramrooz et al., 2016; Tan  et al., 2018). Entretanto, 

outros autores descrevem que a produção de biofilme pode estar relacionada com a clonalidade 

das amostras (Croes et al., 2009; Lim et al., 2013; Guimarães, 2018). Desta forma, não é possível 

afirmar que a elevada capacidade de formação de biofilme por amostras MRSA USA100 é 

decorrente da presença do sistema Agr do tipo II.  

 Além disso, alguns autores observaram uma relação entre inatividade do sistema Agr e 

maior produção de biofilme (Vuong et al., 2000; Vuong et al., 2004; Cafiso et al., 2007; Ferreira 

et al., 2013). O’Neill e colaboradores (2007) verificaram esta relação em 5 amostras de S. aureus, 

contudo as outras 13 amostras estudadas não mostraram diferença. No presente trabalho, o 

sistema Agr de 35% das amostras foi considerado inativo, porém não foi verificada relação entre 

o perfil de formação de biofilme das amostras e a funcionalidade deste operon. Assim como este 

estudo, outros autores não verificaram uma associação entre estes aspectos (Côrtes et al., 2015; 

Pérez-Montarelo et al.,2017; Guimarães, 2018). Entretanto, é importante ressaltar que as 

amostras USA100 que apresentaram o operon ativo, segundo o teste fenotípico de detecção da 

produção de δ-hemolisina, apresentaram uma zona de hemólise em forma de seta menos evidente 

do que geralmente é observado (Adhikari, Arvidson e Novick, 2007; Schweizer et al., 2011). 

Esse fato poderia estar relacionado com o locus do psm-mec, que pode ser encontrado em 

amostras carreadoras do SCCmec II e pertencentes ao ST5. Um dos produtos do psm-mec é um 

pequeno RNA regulatório que parece reprimir o AgrA (promove a transcrição dos dois locus do 

Agr), consequentemente, impacta na atuação do quorum-sensing bacteriano (Kaito et al., 2013). 

Além disso, é descrito que o funcionamento do sistema Agr é variável entre as cepas de S. aureus. 

Neste sentido, é relatado que algumas cepas produzem RNAIII em baixos níveis e outras, como 

as representantes da linhagem USA300, apresentam níveis mais elevados de RNAIII (Li et al., 

2009; Paharik e Horswill, 2016). Uma limitação do presente trabalho é a de que nenhum teste 

quantitativo foi realizado em conjunto com o teste fenotípico a fim de verificar se a expressão do 

operon estava de fato reduzida. Desta forma, apesar de não ter havido relação entre produção de 

biofilme e inatividade do sistema Agr neste trabalho, torna-se importante averiguar a expressão 
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do operon quantitativamente, buscando avaliar se de fato haveria um possível impacto na 

virulência de amostras USA100. 

 Assim, o presente estudo reforça a importância de se avaliar a formação de biofilme e a 

versatilidade deste fator de virulência em amostras MRSA USA100/ST5, tendo em vista a 

mudança na epidemiologia das infecções ocasionadas por S. aureus em hospitais do Rio de 

Janeiro. Além disso, a compreensão desses aspectos permite explorar novas alternativas 

terapêuticas que futuramente possam ser aplicadas para o tratamento de infecções persistentes 

associadas ao biofilme.  
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7. CONCLUSÕES 

 

 As amostras MRSA USA100/ST5 avaliadas produziram preferencialmente biofilmes fortes 

ou moderados (53; 84%), ressaltando a importância clínica destas amostras.  

 

 Amostras desta linhagem parecem produzir biofilme proteico com presença de DNA 

extracelular.  

 

 Independente da composição bioquímica do biofilme, todas as amostras apresentaram os 

genes icaA e sasG, associados com a produção de biofilme polissacarídico e proteico, 

respectivamente. 

 

 A presença de fibrinogênio plasmático, como ocorre in vivo, pode induzir um aumento 

significativo da produção de biofilme por amostras MRSA USA100/ST5. 

 

 Todas as amostras apresentaram o operon agr do tipo II, uma vez que este tipo tem sido 

associado com esta linhagem.  

 

 O sistema Agr se mostrou inativo em 35% das amostras, e não foi observada relação entre 

este resultado e maior produção de biofilme nas amostras MRSA USA100/ST5 avaliadas no 

estudo. 
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ANEXO 

Tabela 9. Características gerais e resultados obtidos para 63 amostras de Staphylococcus aureus resistentes à meticilina da 

linhagem USA100/ST5/SCCmec II utilizadas neste estudo. 

Amostra Linhagem (ST-SCCmec) Biofilme 
Média DO final 

± desvio padrão 

Fibrinogênio 

± desvio padrão 
Composição δ-hemolisina agr icaA sasG 

554a USA100 (ST5-II) Moderado 0,655 ±0,134 ND ND + II + + 

555a USA100 (ST5-II) Moderado 0,963 ±0,053 ND ND + II + + 

557a USA100 (ST5-II) Moderado 0,850 ±0,131 ND ND + II + + 

572a USA100 (ST5-II) Fraco 0,581 ±0,035 ND ND - II + + 

618a USA100 (ST5-II) Forte 1,538 ±0,251 ND ND - II + + 

649a USA100 (ST5-II) Moderado 0,816 ±0,110 ND ND + II + + 

655a USA100 (ST5-II) Moderado 0,835 ±0,192 ND ND + II + + 

659a USA100 (ST5-II) Forte 1,363 ±0,605 ND ND + II + + 

663a USA100 (ST5-II) Moderado 0,982 ±0,111 ND ND + II + + 

670a USA100 (ST5-II) Moderado 0,767 ±0,186 ND ND + II + + 

758a USA100 (ST5-II) Moderado 0,850 ±0,123 ND ND + II + + 

881a USA100 (ST5-II) Moderado 1,165 ±0,132 ND ND + II + + 

913a USA100 (ST5-II) Moderado 1,005 ±0,080 ND ND + II + + 

1087a USA100 (ST5-II) Moderado 0,873 ±0,228 ND ND + II + + 

1223a USA100 (ST5-II) Moderado 0,809 ±0,046 ND ND + II + + 

1224a USA100 (ST5-II) Moderado 0,814 ±0,084 ND ND + II + + 

1238a USA100 (ST5-II) Moderado 1,212 ±0,085 ND ND + II + + 

1240a USA100 (ST5-II) Moderado 0,712 ±0,116 ND ND + II + + 

1255a USA100 (ST5-II) Moderado 0,873 ±0,096 1,142 ±0,066 ND - II + + 

1258a USA100 (ST5-II) Moderado 1,006 ±0,076 ND ND + II + + 

1260a USA100 (ST5-II) Forte 1,360 ±0,302 ND ND - II + + 

1263a USA100 (ST5-II) Forte 1,856 ±0,257 ND ND - II + + 

1265a USA100 (ST5-II) Moderado 1,148 ±0,025 ND ND + II + + 

1266a USA100 (ST5-II) Moderado 0,998 ±0,066 ND ND + II + + 
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Amostra Linhagem (ST-SCCmec) Biofilme 
Média DO final 

± desvio padrão 

Fibrinogênio 

± desvio padrão 
Composição δ-hemolisina agr icaA sasG 

1275a USA100 (ST5-II) Moderado 1,027 ±0,259 ND ND + II + + 

1276a USA100 (ST5-II) Moderado 1,057 ±0,188 ND ND + II + + 

1284a USA100 (ST5-II) Moderado 0,626 ±0,154 ND ND + II + + 

1285a USA100 (ST5-II) Forte 1,600 ±0,181 ND ND + II + + 

1288a USA100 (ST5-II) Moderado 1,032 ±0,086 ND ND + II + + 

1289a USA100 (ST5-II) Moderado 0,827 ±0,237 ND ND + II + + 

1290a USA100 (ST5-II) Forte 1,509 ±0,263 ND ND - II + + 

1291a USA100 (ST5-II) Moderado 1,162 ±0,256 ND ND + II + + 

1301a USA100 (ST5-II) Forte 1,358 ±0,114 ND 
Proteico com DNA 

extracelular 
+ II + + 

1305a USA100 (ST5-II) Não produtor 0,274 ±0,064 ND ND + II + + 

1308a USA100 (ST5-II) Não produtor 0,272 ±0,044 ND ND + II + + 

1309a USA100 (ST5-II) Não produtor  0,238 ±0,101 ND ND + II + + 

1579a USA100 (ST5-II) Moderado 0,916 ±0,082 0,864 ±0,063 ND + II + + 

1582a USA100 (ST5-II) Moderado 0,741 ±0,033  ND ND - II + + 

1587a USA100 (ST5-II) Moderado 0,737 ±0,016 ND ND - II + + 

1591a USA100 (ST5-II) Não produtor 0,162 ±0,069 ND ND + II + + 

1592a USA100 (ST5-II) Moderado 0,657 ±0,094 0,945 ±0,174 ND + II + + 

1594a USA100 (ST5-II) Forte 1,873 ±0,070 ND ND + II + + 

1601a USA100 (ST5-II) Moderado 0,898 ±0,246 ND ND - II + + 

1606a USA100 (ST5-II) Moderado 0,996 ±0,328 ND ND - II + + 

1615a USA100 (ST5-II) Forte 1,146 ±0,291 ND ND - II + + 

1616a USA100 (ST5-II) Fraco 0,423 ±0,054 ND ND - II + + 

1621a USA100 (ST5-II) Não produtor 0,205 ±0,066 ND ND - II + + 

1626a USA100 (ST5-II) Moderado 0,601 ±0,245 ND ND - II + + 

1628a USA100 (ST5-II) Moderado 0,928 ±0,034 ND ND - II + + 

1653a USA100 (ST5-II) Moderado 0,698 ±0,128 ND ND + II + + 

1655a USA100 (ST5-II) Fraco 0,556 ±0,088 1,028 ±0,105 ND + II + + 

1658a USA100 (ST5-II) Moderado 0,723 ±0,039 ND ND - II + + 
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Amostra Linhagem (ST-SCCmec) Biofilme 
Média DO final 

± desvio padrão 

Fibrinogênio 

± desvio padrão 
Composição δ-hemolisina agr icaA sasG 

1661a USA100 (ST5-II) Fraco 0,425 ±0,068 0,624 ±0,071 ND - II + + 

1664a USA100 (ST5-II) Moderado 0,626 ±0,086 ND ND + II + + 

1728a USA100 (ST5-II) Forte 1,274 ±0,518 ND ND - II + + 

1742a USA100 (ST5-II) Forte 1,295 ±0,442 ND ND - II + + 

1758a USA100 (ST5-II) Moderado 1,093 ±0,130 ND ND + II + + 

1770a USA100 (ST5-II) Fraco 0,480 ±0,094 0,558 ±0,044 ND - II + + 

1776a USA100 (ST5-II) Forte 1,745 ±0,939 ND ND + II + + 

1810a USA100 (ST5-II) Moderado 0,618 ±0,126 ND ND - II + + 

1840a USA100 (ST5-II) Moderado 0,904 ±0,277 ND ND + II + + 

1844a USA100 (ST5-II) Moderado 0,655 ±0,009 ND ND - II + + 

1856a USA100 (ST5-II) Forte 1,540 ±0,725 ND ND + II + + 

 

DO - Densidade óptica; ND - Não determinado.  

 

 

 

 

 

 


