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RESUMO

Thiago Freitas de S& Coimbra
Avaliacao da motilidade de amostras de Stapylococcus spp. em meio semissélido

Orientadora: Rosana Barreto Rocha Ferreira

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Gées da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencdo do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Concluséo de Curso.

A motilidade de muitas espécies bacterianas € critica para a sua sobrevivéncia em diversos
ambientes, assim como para a sua patogenicidade. Staphylococcus spp. € um género que engloba
importantes patdgenos que podem causar diversos tipos de infeccdes, desde abcessos cutaneos até
infeccOes invasivas. Estes microrganismos séo historicamente considerados imoveis, entretanto
trés formas de motilidade ja foram descritas para Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis e Staphylococcus xylosus. A primeira é chamada de espalhamento (spreading), um
tipo de motilidade por deslizamento passivo (sliding). A segunda forma envolve formacdo de
cometas, caracteristica associada com deslizamento ativo (gliding). Ja a terceira, envolve a
ejecdo, ainda ndo tdo elucidada, de algumas células do agregado bacteriano (darting). O sliding
resulta do crescimento radial a partir do indculo bacteriano em um &gar semissolido utilizando
somente o crescimento celular e a producdo de surfactantes. Em S. aureus, este fenbmeno é
dependente do sistema agr de quorum sensing que também regula diversos processos
relacionados a viruléncia bacteriana. A formacdo de cometas foi descrita recentemente em S.
aureus e envolve a presenca de ramificacOes de agregados celulares a partir do crescimento
bacteriano envoltas por uma camada de slime. O objetivo deste estudo foi verificar a presenca de
motilidade em amostras de Staphylococcus spp. Para isso, 59 amostras de Staphylococcus spp.
foram selecionadas, cultivadas e inoculadas em meio TSB suplementado com 0,24% de agar. As
amostras de S. aureus, Staphylococcus pseudintermedius, Staphylococcus schleiferi subsp.
coagulans e Staphylococcus schleiferi subsp. schleiferi, Staphylococcus lugdunensis e
Staphylococcus capitis exibiram diametros de coldnia significativamente diferentes do controle
negativo. Porém somente as amostras de S. aureus, S. pseudintermedius, S. schleiferi subsp.
coagulans e S. schleiferi subsp. schleiferi apresentaram motilidade compativel com a amostra
controle positiva de modo semelhante aos processos descritos na literatura. As colbnias de
algumas cepas de Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus warneri e Staphylococcus
saprophyticus exibiram tracos morfologicos que podem ser indicios de motilidade. Ja todas as
amostras das especies Staphylococcus epidermidis e S. hominis ndo exibiram nenhum indicio de
motilidade. A motilidade apresentada foi dependente das mudancas experimentais avaliadas,
sugerindo que as condicdes de cultivo, assim como de preparo da placa sdo fatores importantes
na motilidade em superficie destas amostras. O fenétipo de motilidade ainda ndo havia sido
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descrito para a maior parte das espécies aqui descritas e estudos futuros devem continuar a
desvendar os mecanismos envolvidos na motilidade deste género bacteriano.

PALAVRAS-CHAVE: Staphylococcus spp., motilidade.
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ABSTRACT

Thiago Freitas de S& Coimbra
Evaluation of Staphylococcus spp. strains motility on soft agar

Advisor: Rosana Barreto Rocha Ferreira

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goées da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencdo do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Concluséao de Curso.

In many bacterial species, motility is critical for survival in lots of environments, as well as for its
pathogenicity. Staphylococcus spp. is a genus that includes important pathogens which cause
many types of infeccious diseases ranging to cutaneous abscess until invasive infections. These
microorganisms have historically been regarded as non-motile. However, three forms of motility
were already described for Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidids and
Staphylococcus xylosus. The first one is called spreading, a type of motility by sliding, a passive
form of moving. The second form involves comets formation, characteristic associated with
gliding, a type of active moving. The third one involves the ejecting, not so elucidated yet, of few
cells from the bacterial aggregate (darting). Sliding results of radial growing from bacterial spots
on soft agar surfaces using only the cellular growth and surfactant production. In S. aureus, this
phenomenon is dependent on agr quorum sensing system that regulates many virulence bacterial
processes. Comets formation was recently described in S. aureus and involves the presence of
cellular aggregates ramifications from the bacterial growth covered by slime. The aim of this
study was to verify the presence of motility in staphylococcal strains. 59 Staphylococci strains
were selected, grown and spotted in TSB supplemented with 0,24% of agar. S.
aureus, Staphylococcus capitis, Staphylococcus lugdunensis, Staphylococcus pseudintermedius,
Staphylococcus schleiferi subsp. coagulans and Staphylococcus schleiferi subsp. schleiferi strains
showed colony diameters significantly differents from negative control. However, only S. aureus,
S. pseudintermedius, S. schleiferi subsp. coagulans and S. schleiferi subsp. schleiferi strains
showed motility compatible with positive control strain as process described on literarature. The
colonies of some Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus saprophyticus and
Staphylococcus warneri strains showed morphologic traces that might be motility signs. Neither
Staphylococcus epidermidis nor Staphylococcus hominis species strains showed any motility
signs. The motility presented was dependent on experimental changes assessed, suggesting that
conditions of culture, as well as of plates preparing are important factors on these strains surface
motility. Motility phenotype was not described yet for major of species described here, and future
studies must continue to unravel the mechanisms around this bacterial genus motility.

Key-words: Staphylococcus spp., motility.
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1. INTRODUCAO

1.1. O género Staphylococcus

Staphylococcus spp. foi descrito pela primeira vez em 1880 pelo cirurgido escocés
Alexander Ogston, que posteriormente demonstrou que este grupo bacteriano causa a formacéo
de abcessos em animais infectados (apud Cheng et al., 2011). Este género pertence a familia
Staphylococcaceae e engloba 53 espécies e 28 subespécies (LPSN, 2018). Staphylococcus spp.
sdo cocos Gram-positivos que geralmente crescem como agrupamentos semelhantes a cachos de
uva, além de serem bactérias anaerdbias facultativas. Ademais, sdo incapazes de formar esporos,
tolerantes a altas concentracdes de cloreto de sddio (Becker e Von Eiff, 2011; Madigan et al.,
2016) e, em geral, produzem a catalase, enzima responsavel pela degradacdo do peroxido de
hidrogénio (Loew, 1900), com excecdo de Staphylococcus aureus subsp. anaerobius e
Staphylococcus saccharolyticus. O género é dividido de acordo com a capacidade de producéo de
uma proteina extracelular, a coagulase, capaz de converter o fibrinogénio sanguineo em fibrina, o
que viabiliza a coagulacdo do plasma por amostras produtoras desta proteina. Sendo assim, ha a
divisdo deste género em Staphylococcus coagulase-negativa (SCN) e coagulase-positiva (SCP)
(Kloos e Bannerman, 1999; Archer, 2000). Contudo, algumas espécies podem ser englobadas em
ambos os grupos, como Staphylococcus schleiferi, pois agrupam subespécies que possuem
atividade coagulase, nesse caso, S. schleiferi subsp. coagulans, e outros no qual essa atividade é
ausente, como S. schleiferi subsp. schleiferi (Vandenesch et al., 1994).

Espécies de Staphylococcus, assim como Propionibacterium spp., Micrococcus spp. e
Corynebacterium spp., sdo os principais componentes da microbiota anfibiéntica da pele e da
mucosa nasal de humanos e de outros animais (Cogen, Nizet e Gallo, 2008; Gao et al., 2010;
Weese e van Duijkeren, 2010; Cain, Morris e Rankin, 2011; van Duijkeren et al., 2011). Apesar
disso, sdo considerados patdgenos oportunistas, pois podem causar quadros patologicos variados,
como infecgdes cutaneas, endocardites, osteomielites, pneumonia e septicemia, alem de poderem
estar relacionados a casos de intoxicacdo alimentar (Lowy, 1998; Le Loir, Baron e Gautier, 2003;
Fournier e Philpott, 2005).



1.1.1. Staphylococcus coagulase-positiva

A maior parte dos Staphylococcus coagulase-positiva (SCP) é frequentemente associada a
microbiota comensal de mamiferos ndo humanos e também pode estar relaciona a casos de
infeccBes nesses animais (Freney et al., 1999; Devriese et al., 2005, LPSN, 2018). J& a principal
espécie de SCP de importancia em humanos, Staphylococcus aureus € frequentemente isolado da
mucosa nasal e da pele de seres humanos (von Eiff et al., 2001), podendo ser encontrado também
colonizando outros animais (Peton e Le Loir, 2014). Esta espécie pode crescer de forma 6tima em
temperaturas que variam entre 30 e 37 °C e em faixas de pH entre 7 e 7,5 (Bergdoll, 1989). As
colbnias formadas por S. aureus sdo relativamente grandes e exibem coloragdo acinzentada ou
amarelo-dourada intensas e, frequentemente, exibem B-hemolise em agar contendo 5% de sangue
desfibrinado de carneiro (Becker e VVon Eiff, 2011; Madigan et al., 2016).

Embora seja uma bactéria comensal da pele e da mucosa nasal de cerca de um terco da
populacdo humana, S. aureus é frequentemente associado a diversas infec¢fes, que podem variar
de abcessos cutaneos e celulites purulentas até bacteremias e endocardites, podendo também ser
associado a casos de intoxicacao por produtos alimenticios (Weidenmaier, Goerke e Wolz, 2012;
Chessa, Ganau e Mazzarello, 2015; Tong et al., 2015). Na maioria dos casos, essas infecgoes
ocorrem gquando o patdégeno consegue transpassar a barreira cutdneo-mucosa e alcancar os tecidos
adjacentes (lwatsuki et al., 2006). A variedade de infeccBes causadas por esta espécie esta
associada ao fato deste microrganismo possuir uma ampla gama de fatores de viruléncia que
viabilizam sua adesdo, invasao, agressao e evasdo ao sistema imunoldgico do hospedeiro (Kubica
et al., 2008; Lambris, Ricklin e Geisbrecht, 2008; Zecconi e Scali, 2013).

Um desses fatores sédo as adesinas conhecidas como microbial surface components
recognizing adhesive matrix molecules (MSCRAMMSs). Estas sdo proteinas superficiais que
medeiam a adesdo de S. aureus a proteinas da matriz extracelular do hospedeiro e sao
encontradas covalentemente ancoradas ao peptidoglicano da parede celular desta bactéria
(Navarre e Schneewind, 1994; Mazmanian et al., 1999; Foster et al., 2014).

S. aureus também apresenta alguns mecanismos para evadir o sistema imunoldgico do
hospedeiro, como a presenga de capsula polissacaridica que tem agéo antifagocitica, permitindo a

persisténcia do microrganismo no sangue ou em outros tecidos do hospedeiro (Sutra, Rainard e



Poutrel, 1990; Thakker et al., 1998). Os tipos de polissacarideo capsular CP5 e CP8 sdo 0s mais
encontrados neste microrganismo (Murphy et al., 2011). Outro mecanismo de evasao importante
em S. aureus é a sua capacidade de secretar a proteina inibidora de quimiotaxia de estafilococos
(CHIPS) e a proteina de adesdo extracelular (Eap), que inibe o recrutamento de neutréfilos e
reduz a expressdo endotelial de moléculas recrutadoras de neutréfilos, respectivamente (Foster,
2005; Ythier et al., 2010; Krishna e Miller, 2012). Outra proteina, a proteina A, presente na
superficie celular, apresenta grande afinidade pela porcdo Fc de imunoglobulinas, de modo que
quando ligada a essa porcdo, inibe a atividade de opsonizacdo da imunoglobulina, conferindo a S.
aureus a capacidade de evadir a fagocitose e a acdo do sistema complemento. (Thammavongsa et
al., 2015). Além disso, cepas de S. aureus também podem secretar toxinas capazes de lisar
células hospedeiras importantes para a resposta do sistema imunoldgico, como a-, B- e -
hemolisinas, leucocidina de Panton-Valentine (PVL) e modulinas soltveis em fenol (Otto, 2014).

A secrecdo de outras toxinas por S. aureus mostra-se como um importante fator de
patogenicidade por afetar diretamente o metabolismo de células eucaridticas (Otto, 2012). Como
exemplos, podem ser citadas as enterotoxinas, as toxinas esfoliativas e a toxina da sindrome do
choque toxico 1 (TSST-1) (Dinges, Orwin e Schlievert, 2000; Alonzo e Torres, 2014). TSST-1
pode atuar como um superantigeno, pois ativa a proliferacdo exacerbada dos linfdcitos T, além de
provocar a liberacdo macica dos mediadores pré-inflamatorios responsaveis pelas manifestagdes
clinicas da sindrome do choque téxico (Proft e Fraser, 2003; Thomas et al., 2009; Salgado-Pabon
et al., 2013; Nowrouzian et al., 2015). A regulacdo dessas exoproteinas € realizada pelo gene
acessorio regulador (agr, do inglés acessory gene regulator) (Novick e Geisinger, 2008). Outros
reguladores também envolvidos na regulacdo das toxinas sdo o sarA (Cheung et al., 1992) e o
sae (S. aureus exoprotein expression) (Giraudo, Cheung e Nagel, 1997), que agem de forma
coordenada ou independente.

A habilidade de formacdo de biofilme tem sido apontada como um fator de viruléncia
importante para infeccdes cronicas e reincidentes causadas por S. aureus (Parsek e Singh, 2003;
Barrett e Atkins, 2014; Chatterjee et al., 2014). O biofilme e definido como uma comunidade
microbiana séssil, no qual as células estdo conectadas a uma superficie e/ou a outras células e
incorporadas em uma matriz polimérica extracelular. Essa forma de crescimento, que pode

ocorrer sobre superficies bidticas (como o0ssos e valvulas cardiacas) e também sobre superficies



abidticas (como cateteres, proteses e outros dispositivos médicos), resulta de alteracBes
fisiologicas, no que se refere a expressdo génica e a producao de proteinas pelo microrganismo
(Parsek e Singh, 2003; Archer et al., 2011). O biofilme funciona como barreira fisica a acdo do
sistema imunologico do hospedeiro e € um grave problema na area de salde, pois esta
intrinsecamente associado ao aumento da tolerancia dos microrganismos aos antimicrobianos,
além de atuar como um ponto central de disseminagdo do patégeno (Fey e Olson, 2010; Otto,
2012). Além disso, esta associado a infeccdes relacionadas a dispositivos médicos e a dificuldade
de tratamento destas, uma vez que células embebidas no biofilme sdo menos expostas aos
antimicrobianos (Donlan, 2001; Otto, 2008; Kiedrowski e Horswill, 2011). O biofilme pode
também contribuir para a aquisicao de resisténcia a antimicrobianos por permitir o contato célula-
célula e assim, aumentar as taxas de transferéncia horizontal génica (Savage Chopra e O'Neill,
2013).

Além de expressar uma ampla gama de fatores de viruléncia, S. aureus apresenta
capacidade de adquirir resisténcia contra antimicrobianos o que dificulta o tratamento de
infeccdes causadas por estes microrganismos. A resisténcia a meticilina € um grave problema de
salde publica que inclui a resisténcia ndo so a este farmaco, como também a todos os outros
antimicrobianos da classe dos beta-lactamicos (Fuda, Fischer e Mobashery, 2005). Essa
resisténcia acontece devido a presenca do cassete cromossdmico estafilococico (SCCmec), um
elemento genético mdvel no qual se encontram genes responsaveis por este fenémeno (Chambers
e DeLeo, 2009). Baseado na sua susceptibilidade a meticilina, as amostras de S. aureus podem
ser classificadas como sensiveis a meticilina (MSSA) ou resistentes (MRSA), e no que diz
respeito ao tratamento de infecgbes por estes ultimos atualmente had uma limitacdo de
antimicrobianos disponiveis (Hiramatsu et al., 1997; Brooks et al., 2014; Chamon, 2017).

Das espécies de SCP que costumam colonizar outros mamiferos em detrimento de
humanos, Staphylococcus pseudintermedius é frequentemente isolado da pele e das mucosas
nasais e orais de gatos e cachorros saudaveis, sendo considerado o principal causador de
infeccdes cutaneas e otites em caes (Devriese et al., 2005), além de ja ter sido relacionado a casos
de infeccdo urinaria, infeccdo pos-cirdrgica e de pele nesses animais (Richards et al., 2018).
Embora seja uma bactéria normalmente associada a quadros patoldgicos caninos, S.

pseudintermedius ja foi relatado como patdgeno humano e, desde entdo, casos esporadicos de



infeccdes nosocomiais e adquiridas na comunidade tém sido descritos (Somayaji et al., 2016),
principalmente quando ha contato direto entre humanos e cdes (Robb et al., 2017). O
aparecimento e a disseminacdo de cepas de S. pseudintermedius resistentes a meticilina (MRSP),
associado ao uso continuo de antimicrobianos em pacientes com pioderma recorrente, dificulta o
tratamento de infec¢Bes causadas por esse patdgeno (Richards et al., 2018).

Outra espécie de SCP também comumente isolada do canal auditivo de cées
diagnosticados com otite e que pode também estar associado a casos de pioderma nesses animais
é S. schleiferi subsp. coagulans (Igimi, Takahasi e Mitsuoka, 1990; Frank et al., 2003; Zdovic et
al., 2004). Alguns casos relatados em humanos estéo associados ao contato com cées colonizados
(Thibodeau et al., 2012; Swe et al., 2016). A resisténcia & meticilina é uma caracteristica também

ja descrita em algumas cepas dessa subespécie (Frank et al., 2003; Kania et al., 2004).

1.1.2. Staphylococcus coagulase-negativa

Staphylococcus coagulase-negativa (SCN) sdo encontrados na microbiota da pele humana
(Piette e Verschraegen, 2009), mas também sdo considerados os patdgenos mais relacionados a
infeccOes hospitalares de corrente sanguinea e associados ao uso de catéteres vasculares e outros
dispositivos médicos (Rogers, Fey e Rupp, 2009). Além disso, em casos mais raros, sdo isolados
de infeccBes cutaneas e de tecidos moles (Natsis e Cohen, 2018). Algumas espécies deste grupo
tém maior importancia clinica em infecgdes humanas, incluindo Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus  haemolyticus,  Staphylococcus lugdunensis,  Staphylococcus — hominis,
Staphylococcus saprophyticus, S. schleiferi subsp. schleiferi, Staphylococcus warneri e
Staphylococcus capitis (Huebner e Goldmann, 1999; Becker, Heilmann e Peters, 2014).

Considerado o principal patdgeno humano entre os SCN, S. epidermidis é também a
espécie bacteriana mais abundante na microbiota da pele humana (Christensen e Briiggemann,
2014). Estudos apontaram sua presenca tanto neste 6rgao como na cavidade nasal atuando como
um importante inibidor de crescimento de patdgenos como S. aureus e Streptococcus pyogenes
devido & producdo de compostos antimicrobianos (Bastos et al., 2009; Cogen et al., 2010a;
Cogen et al., 2010b; Gallo e Nakatsuji, 2011). Estudos recentes do nosso grupo reportaram que

moléculas secretadas por amostras de S. epidermidis isoladas da microbiota cutanea sdo capazes



de atuar sobre a viruléncia de amostras clinicas de S. aureus, reduzindo a capacidade destas
amostras de formar biofilme (Glatthardt, 2016). Como patégeno, porém, S. epidermidis é
frequentemente associado a casos de endocardite e infeccdes em implantes cirdrgicos nas quais a
formacdo de biofilme apresenta-se como importante fator de viruléncia (Rogers, Fey e Rupp,
2009).

Outra espécie de SCN importante na clinica humana e frequentemente encontrada nas
areas axilares e inguinais da pele humana é S. haemolyticus. Esta espécie € comumente
encontrada em infecgdes sanguineas ap6s o uso de dispositivos médicos, sendo também isolada
de infecgdes cuténeas e de tecidos moles (Czekaj, Ciszewski e Szewczyk, 2015; Natsis e Cohen,
2018). Igualmente capaz de formar biofilme, S. haemolyticus é uma bactéria capaz de produzir
biossurfactantes, moléculas que podem diminuir a tensdo superficial e interfacial entre liquidos e
que podem contribuir de forma significativa na competicdo por nicho contra outras bactérias
(Banat et al., 2010; Barros et al., 2015; Rossi et al., 2016). A plasticidade gendmica também se
mostra como um importante mecanismo da viruléncia dessa espécie que apresenta as maiores
taxas de resisténcia aos antimicrobianos entre os SCN (Barros et al., 2012).

S. lugdunensis é uma bactéria comumente associada a casos de infeccdes cutaneas e de
tecidos moles, osteomielites, infec¢des sanguineas e relacionadas a dispositivos médicos, entre
outras (Babu e Oropello, 2011). Para auxiliar em sua viruléncia, S. lugdunensis expressa
adesinas, entre elas a proteina de ligacdo ao fator von Willebrand, que contribuem para a
patogénese das infeccdes por este patdogeno ligando-se a proteinas do hospedeiro (Babu e
Oropello, 2011). Assim como outros SCN, cepas de S. lugdunensis também demonstram
capacidade de produzir biofilme, o que dificulta o tratamento de infeccGes causadas por esse
microrganismo.

S. hominis também compde a microbiota anfibidntica da pele humana e € um patdgeno
oportunista isolado principalmente de pacientes com deficiéncias imunol6gicas e neonatos,
associado a casos de bacteremia, endocardite e septicemia (Chaves et al., 2005; Sunbul et al.,
2006; Cunha, Esrick e Larusso, 2007; Palazzo et al., 2008; Al Wohoush et al., 2011). Além de
comumente carrear genes de resisténcia a varios antimicrobianos, S. hominis € uma espécie capaz

de formar biofilme (Mendoza-Olazaran et al., 2013). Ademais de sua capacidade infecciosa, um



estudo recente sugeriu que essa espécie pode ser um comensal na pele humana saudavel mais
abundante que S. epidermidis (Gautam et al., 2017).

Normalmente associado a infeccbes do sistema urinario, S. saprophyticus € um
microrganismo produtor da enzima urease e incapaz de produzir hemolisinas, o que pode ser
utilizado como base para sua identificagdo (Nicolle, Hoban e Harding, 1983; Raz, Colodner e
Kunin, 2005). O trato gastrintestinal humano e a regido perineal sdo o0s sitios onde S.
saprophyticus reside de forma comensal, e as colonizacGes retal, uretral e vaginal por esse
microrganismo estdo associadas a infecgdes urinarias em humanos (Soge et al., 2009; Becker,
Heilmann e Peters, 2014). A expressdo de determinadas proteinas de superficie € importante na
patogenicidade desta espécie, pois auxiliam na adesdo celular no trato urinario (Gatermann, 1986;
Gatermann et al., 1988). Além disso, essa espécie também se mostra capaz de formar biofilme
(de Allori et al., 2006).

InfeccBes por S. warneri podem causar sepse sanguinea, especialmente em neonatos
prematuros (Kropp et al., 2014). S. warneri também é capaz de formar biofilme (Szczuka,
Krzyminska e Kaznowski, 2016), porém raramente esta espécie € reportada como causa de
infeccdes em individuos saudaveis (Wood, Sewell e Strausbaugh, 1989).

Mais um colonizador da microbiota cutdnea, S. capitis é encontrado principalmente no
couro cabeludo e na face (Natsis e Cohen, 2018). Porém, ja foi encontrado em casos de cistos
infectados, foliculites e osteomielites (Akiyama et al., 1998). Habil em formar biofilme, S. capitis
é também associado a casos de sepse em pacientes neonatais e a casos de endocardite (Bandres e
Daroiche, 1992; Van Der Zwet et al., 2002).

S. schleiferi subsp. schleiferi foi primariamente isolado de humanos (Freney et al., 1988),
podendo também ser encontrado colonizando a pele, as narinas, 0s ouvidos e o reto de cdes, 0 que
pode ser um fator desencadeador de infec¢des cutaneas e otites nesses animais (lgimi, Takahasi e
Mitsuoka, 1990; Griffeth et al., 2008; Briscoe et al., 2009). A producdo de proteina ligadora de
fibronectina e de B-hemolisina sdo alguns dos poucos fatores de viruléncia descritos para esta

subespécie (Peacock et al., 1999; Linehan, Etienne e Sheehan, 2003).



1.2.  Gene acessorio regulador (agr)

Primeiramente relatado em S. aureus, 0 gene acessorio regulador (agr) ja foi descrito em
diversas espécies de Staphylococcus (Vandenesch et al., 1993; Van Wamel et al., 1998; Dufour
et al., 2002; Sakinc et al., 2004; Chitra, Jayanthi e Nagarajan, 2015; Canovas et al., 2016). E um
sistema de quorum sensing de regulacédo, ou seja, se baseia na densidade celular para controlar a
expressao génica (Waters e Bassler, 2005; Madigan et al., 2016), e, em Staphylococcus spp., é
um importante regulador de genes de viruléncia, sendo em S. aureus responsavel por controlar a
producdo e a secrecdo de exoproteinas relativas a viruléncia, simultaneamente reprimindo a
expressdo de proteinas associadas a parede celular (Recsei et al., 1986; Peng et al., 1988; Janzon
e Arvidson, 1990; Le e Otto, 2015). Mais bem elucidado em S. aureus, esse sistema é composto
por dois operons, RNA Il e RNA I, cujas transcri¢cdes sdo iniciadas pelos promotores P2 e P3,
respectivamente (Peng et al., 1988; Kornblum et al., 1990; Le e Otto, 2015).

O operon RNA |1 apresenta os genes agrB, agrD, agrC e agrA. O agrD codifica AgrD,
um precursor do peptideo autoindutor (AIP), molécula que funciona como um sinal extracelular
de densidade populacional (Ji, Beavis e Novick, 1995). O agrB codifica uma endopeptidase
transmembrana responsavel por modificagcdes estruturais e posterior liberacdo do AIP no meio
extracelular (Saenz et al., 2000; Zhang et al., 2002; Zhang and Ji, 2004). Os genes agrC e agrA
codificam um sistema de dois componentes que inclui AgrC, uma proteina transmembrana do
tipo histidina-quinase que funciona como sensor para moléculas de AIP, sendo fosforilada
guando estas se ligam a proteina, e AgrA, um regulador de resposta associado ao AgrC (Novick
et al., 1995; Lina et al., 1998; Queck et al., 2008). Apds ser ativado por fosforilacdo pelo AgrC,
AgrA liga-se aos promotores P2 e P3, assim como também se liga aos promotores que regulam a
expressdo das modulinas soltveis em fenol a e B (Novick et al., 1995; Koenig et al., 2004; Queck
et al., 2008).

Ja o operon RNA 111 codifica o principal efetor intracelular na resposta mediada pelo agr,
o rnalll (Balaban e Novick, 1995), que atua inibindo a producdo de algumas proteinas de
superficie, como a proteina A (Le e Otto, 2015). Esse efetor bloqueia a transcricdo de Rot, uma
proteina que bloqueia a transcricdo de varias exoproteinas e toxinas ao se ligar a regido
promotora destas (McNamara et al., 2000; Said-Salim et al., 2003; Boisset et al., 2007). Dessa



forma, esse mecanismo auxilia na amplificacdo da produgdo densidade-dependente de
enterotoxinas, a-toxina, leucocidinas e exoenzimas degradativas e na reducdo da producgéo de
proteinas de superficie (Le e Otto, 2015). O gene hld, que codifica a produgdo &-hemolisina, uma
modulina solGvel em fenol, também estd localizado no RNA 11l (Janzon, Lofdahl e Arvidson,
1989).

Entre diferentes cepas de S. aureus, é possivel observar a existéncia de quatro tipos
diferentes de agr, do | ao IV, fendmeno conhecido como polimorfismo (Ji, Beavis e Novick,
1997; Jarraud et al., 2000). Isso ocorre devido a variacdes nas sequéncias de agrB, agrC e agrD,
acarretando na variacdo da producédo de AIPs de acordo com o tipo de agr expresso pela cepa (Ji,
Beavis e Novick, 1997). O estimulo & expressdo do sistema agr em um grupo bacteriano é
dependente da presenca de AlPs derivados do mesmo agr expresso por esse grupo; do contrario,
AlPs de outros grupos ou até de outras espécies podem inibir a expressao desse agr (Ji, Beavis e
Novick, 1997; Jarraud et al., 2000; Otto et al., 2001). Em outras espécies do género
Staphylococcus spp., como S. epidermidis e S. pseudintermedius, o fendmeno de polimorfismo

do agr também pode ser observado (Dufour et al., 2002; Chitra, Jayanthi e Nagarajan, 2015).

1.3. Motilidade bacteriana

A motilidade é uma caracteristica que pode ser crucial para a sobrevivéncia de
determinados microrganismos, pois permite o alcance de diferentes sitios ou ambientes para
obtencdo de recursos vitais (Madigan et al., 2016). Além de sua relacdo com a capacidade de
colonizacdo de superficies, a motilidade pode também estar ligada com a resisténcia a
antibidticos (Lai, Tremblay e Déziel, 2009; Butler, Wang e Harshey, 2010) e a viruléncia de
varias espécies bacterianas (Josenhans e Suerbaum, 2002; Jarrell e McBride, 2008; Pollitt e
Diggle, 2017), o que torna essa caracteristica importante no contexto de diferentes infeccdes.

O movimento bacteriano pode acontecer de forma ativa ou passiva. A forma ativa ocorre
por mecanismos celulares dependentes de energia nos quais a bactéria consegue controlar, via
aparatos fisicos, a dire¢do de seu deslocamento. Ja a forma passiva de motilidade ocorre a partir
de modificagOes ambientais geradas ao longo da multiplicagéo celular a fim de gerar forcas que

auxiliem no impulso celular (Henrichsen, 1972; Pollitt e Diggle, 2017). Até o0 momento, seis
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tipos de motilidade bacteriana foram descritos, baseados em analises do deslocamento de
diferentes espécies bacterianas em superficies. De acordo com essas analises, a motilidade pode
ser classificada como swimming, swarming, twitching, e gliding, ambas estratégias ativas de
locomocdo, além de sliding e darting, sendo estes modos de locomocéo passivos (Henrichsen,
1972).

Swimming, que pode ser observado, por exemplo, em Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa, € um tipo de motilidade no qual cada célula desloca-se individualmente; ocorre de
forma aleatoria e desorganizada em superficies umidas. Para esta motilidade, é necessaria a
presenca de flagelo ancorado a superficie celular (Henrichsen, 1972). Em Archaea, esse flagelo é
substituido por pili tipo 1V, uma estrutura celular também importante na adesdo a superficies
(Pollitt e Diggle, 2017). Aléem do mais, para a realizacdo desta motilidade é necessaria uma
resposta a um gradiente quimico, processo denominado de quimiotaxia (Madigan et al., 2016;
Pollitt e Diggle, 2017). A quimiotaxia exibe um mecanismo complexo, dependente de proteinas
sensoriais presentes na membrana plasmatica, que conferem a bactéria a capacidade de
monitoramento da presenca de substancias quimicas no ambiente, fazendo com que a célula se
aproxime ou se afaste das substancias (Madigan et al., 2016).

Swarming é uma forma de deslocamento que, assim como swimming, depende da
presenca de flagelos na superficie celular, nesse caso uma hiperflagelacdo. No swarming, as
bactérias movem-se em grupos agregados, e 0 movimento ocorre de forma continua e regulada,
seguindo o eixo celular, podendo ou ndo depender de quimiotaxia (Henrichsen, 1972; Kearns,
2010; Pollitt e Diggle, 2017). Outros fatores associados a essa motilidade sdo a producdo de
surfactantes, substancias que reduzem tensao superficial de um liquido, e de slime, uma camada
de material extracelular. O quorum sensing controla a producdo de biossurfactantes durante o
swarming. Alguns exemplos de bactérias que realizam esse tipo de motilidade sdo Proteus
mirabilis, P. aeruginosa e Bacillus subtilis (Henrichsen, 1972; Pollitt e Diggle, 2017).

Observado em P. aeruginosa e Neisseria spp., twitching é uma via de motilidade
dependente da extensdo e retracdo do pili tipo IV (Kaiser, 2000; Pollitt e Diggle, 2017).
Geralmente, esse movimento ocorre de forma individual, embora as vezes haja o deslocamento
de pequenos agregados celulares. Twitching manifesta-se de forma intermitente e irregular, ndo

seguindo o eixo das células (Henrichsen, 1972).
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O deslocamento por gliding mostra-se como 0 modo de motilidade ativa mais variado,
pois pode acontecer de diversas maneiras a partir de diversos mecanismos diferentes. Este
movimento pode sobrevir via pili tipo IV, complexos de adesdo focal, producdo de slime,
deformacdo da membrana celular externa, ou mesmo utilizando mais de um destes mecanismos
ao mesmo tempo (Pollitt e Diggle, 2017). As células podem deslocar-se individualmente ou em
grupos, podendo locomover-se também na forma de agregados filamentosos de forma regulada e
continua, seguindo seus eixos. (Burchard, 1981; Reichenbach, 1981; Hoiczyk, 2000; McBride,
2001; Jarrel e McBride, 2008; Pollitt e Diggle, 2017). Myxococcus xanthus, Beggiatoa spp.,
Cyanobacteria spp., Mycoplasma spp. e S. aureus sdo exemplos de bactérias que realizam gliding
(Henrichsen, 1972; Pollitt, Cruzs e Diggle, 2015; Pollitt e Diggle, 2017).

O sliding pode ser observado em Legionella pneumophila, Serratia marcescens e
Streptococcus spp. (Matsuyama et al., 1992; Stewart, Rossier e Cianciotto, 2009; Pollitt e Diggle,
2017). Esta motilidade passiva é uma forma de translocacdo superficial produzida por forcas
expansivas geradas durante o crescimento da colonia, dependente da producgéo de surfactantes,
que podem ser liberados no meio ou estar incorporados na superficie celular. Toda a col6nia
expande-se de forma lenta e uniforme a partir de um ponto central como uma monocamada
bacteriana (Henrichsen, 1972; Lin et al., 2016; Pollitt e Diggle, 2017).

Finalmente, darting é um tipo de translocacdo superficial no qual hd a ejecdo de uma
bactéria devido a forcas expansivas geradas em um agregado onde as células compartilham de
uma mesma capsula. Por ter sido pouco estudado, ndo se sabe exatamente quais fatores estdo
associados ao darting. Esta forma de motilidade foi relatada em S. epidermidis (Henrichsen,
1972; Pollitt e Diggle, 2017).

1.3.1. Motilidade em Staphylococcus spp.

Membros do género Staphylococcus sdo historicamente classificados como bactérias
incapazes de se moverem (Brooks et al., 2014). Entretanto, estudos ja mostraram que a
motilidade é uma caracteristica que também pode ser associada a algumas espécies deste grupo
bacteriano (Pollitt e Diggle, 2017).
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A capacidade de deslocamento de membros do género Staphylococcus foi primeiramente
descrita em S. epidermidis, no qual foi reportada uma motilidade passiva do tipo darting
(Henrichsen, 1972) em meios de cultura com 1% de agar. A velocidade de deslocamento
reportada foi de 6 pum/min. Todavia, 0s mecanismos por trds desta caracteristica ainda se
encontram pouco elucidados na literatura.

Apo6s mais de trés decadas, foi relatada a capacidade de S. aureus de realizar spreading,
um mecanismo de motilidade passiva similar ao sliding (Kaito e Sekimizu, 2007). O que
diferencia essas duas formas é que multiplas camadas de bactérias realizam o deslocamento
simultaneamente no spreading, enquanto no sliding ha o deslocamento de uma monocamada
bacteriana (Henrichsen, 1972; Pollitt e Diggle, 2017). Além disso, acidos teicoicos presentes na
parede celular poderiam ter alguma funcgédo no spreading, visto que delecBes do operon dIitABCD
e dos genes tagO e ypfP, essenciais na sintese dessas moléculas (Kiriukhin et al., 2001;
Weidenmaier et al., 2004), impactaram negativamente nesse fendmeno. As amostras testadas
neste estudo exibiram motilidade de até 100 pum/min.

Posteriormente, foi relatada que a presenca de um gene até entdo desconhecido,
denominado fudoh, era responsavel pela supressdo do spreading em S. aureus (Kaito et al.,
2008). Esse novo gene esta presente nos tipos Il e 111 de SCCmec. Entretanto, foi descoberto que
0 agr era mais importante na regulagédo deste fendmeno, visto que amostras que expressavam este
elemento genético exibiam visiveis espalhamentos em meio semissélido, independente da
presenca ou ndo do gene fudoh (Peng et al., 1988; Ueda et al., 2011; Tsompanidou et al., 2013).
Descobriu-se também uma possivel relacdo com a expressdo agr-dependente de modulinas
soliveis em fenol, ja que estas poderiam atuar como biossurfactantes durante o processo de
spreading em S. aureus. Foi descoberto que a secrecao de diferentes modulinas soltveis em fenol
pode aumentar o diametro do spreading de S. aureus em diferentes proporcdes (Chatterjee et al.,
2011; Tsompanidou et al., 2013). Os destaques vdo para PSMa3 e PSMy, que exibiram maior
influéncia na ativacdo do spreading por atrelarem alta atividade surfactante e baixa
hidropaticidade. Esses resultados reforcam a importancia do sistema agr de quorum sensing na
regulacédo do deslocamento de S. aureus. No entanto, a secre¢do de 3-hemolisina, uma modulina

solavel em fenol codificada por um gene localizado no locus agr, regula negativamente o
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spreading sem interferir no crescimento microbiano (Omae, Sekimizu e Kaito, 2012). Esse foi 0
primeiro exemplo de inibicdo da motilidade em S. aureus por uma molécula de origem enddgena.

Outra importante descoberta associada a regulacdo da motilidade em S. aureus foi a
importancia da digestdo de DNA extracelular para a realizacdo do spreading (Kaito et al., 2011).
A delecdo dos genes nucl e nuc2, que codificam nucleases extracelulares (Tang et al., 2008),
causou reducdo do diametro de espalhamento das col6nias. Além disso, a adi¢do de uma DNase
ou nuclease ao meio semissélido no qual as cepas mutantes foram inoculadas foi o suficiente para
restabelecer a capacidade de realizacdo de spreading nessas amostras. Os autores também
descreveram que nucl e nuc2 eram expressos mais intensamente nas regides periféricas das
coldnias gigantes (moveis).

A expressdo de sortase A (SrtA), uma transpeptidase que liga covalentemente proteinas
exportadas a parede celular, promove uma regulacdo negativa no spreading em S. aureus
(Frankel et al., 2005; Naik et al., 2006; Suree et al., 2009; Tsompanidou et al., 2012). Assim,
acredita-se que fatores associados a parede celular e que promovem o modo de vida séssil em S.
aureus e S. epidermidis podem atuar como antagonistas no spreading de S. aureus.

Outro estudo mostrou que, além de apresentar uma forma de motilidade passiva em meios
com baixa concentracdo de agar, S. aureus também pode exibir motilidade pela formacédo de
comets, estruturas que se movem para fora do centro da col6nia, semeando células atréas delas,
que entdo crescem em dendritos observaveis (Pollitt, Cruzs e Diggle, 2015). No entanto, o
mecanismo por tras da formacédo destas estruturas exibia maior grau de similaridade com gliding,
uma forma de translocacéo ativa. Este estudo relatou, também, a capacidade das colénias moveis
de S. aureus evitarem umas as outras, e que essas coldnias eram cercadas por surfactantes.

Além de S. epidermidis e S. aureus, outro membro do mesmo género foi relatado como
habil de realizar motilidade. As colbnias de Staphylococcus xylosus foram capazes de
deslocamento passivo em meios semissélidos (Dordet-Frisoni et al., 2008). Aparentemente, 0
sliding realizado pelas amostras dessa espécie independe da producdo de surfactantes. Por outro
lado, a digestdo de DNA extracelular, assim como em S. aureus, mostrou-se um importante
modulador da motilidade, visto que a adicdo de uma DNase ao meio aumentou o didmetro das

colodnias.
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2. JUSTIFICATIVA

Embora Staphylococcus spp. sejam historicamente classificados como microrganismos
imoveis, estudos demonstraram que S. epidermidis, S. aureus e S. xylosus podem apresentar
diferentes formas de motilidade (Henrichsen, 1972; Kaito e Sekimizu, 2007; Dordet-Frisoni et
al., 2008). Visto que essa caracteristica pode ser um importante ponto em relagdo a viruléncia das
amostras que a realizam, neste trabalho analisamos a presenca de motilidade em diferentes
espécies de Staphylococcus, incluindo S. aureus, S. capitis, S. epidermidis, S. haemolyticus, S.
hominis, S. lugdunensis, S. pseudintermedius, S. saprophyticus, S. schleiferi subsp. coagulans, S.
schleiferi subsp. schleiferi e S. warneri a fim de melhor compreender a biologia destas espécies
tdo importantes e recorrentes nas clinicas medica e veterindria. Um maior conhecimento em torno
de caracteristicas fenotipicas de espécies bacterianas pode auxiliar na busca por mais informacdes
sobre a patogénese das infeccOes por essas espécies, 0o que pode ser um grande auxilio nos

estudos em torno do combate dessas infecgdes.
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3. OBJETIVOS

Neste estudo, buscamos avaliar a capacidade de motilidade de amostras de diferentes
especies de Staphylococcus, incluindo S. aureus, S. capitis, S. epidermidis, S. haemolyticus, S.
hominis, S. lugdunensis, S. pseudintermedius, S. saprophyticus, S. schleiferi subsp. coagulans, S.
schleiferi subsp. schleiferi e S. warneri de origem clinica e comensal isoladas de humanos e de

cachorros.

Obijetivos especificos

1. Confirmar a identificacdo das diferentes espécies de Staphylococcus através do MALDI-

TOF MS (espectrometria de massas).

2. Avaliar a capacidade de motilidade de 10 espécies diferentes de Staphylococcus

utilizando meio semissoélido atraves de técnica padronizada no laboratorio.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Amostras bacterianas

As amostras de Staphylococcus spp. que foram utilizadas neste estudo fazem parte das
colecbes do Laboratério de Cocos Patogénicos e Microbiota, do Laboratério de Infeccdo
Hospitalar e do Laboratério de Microbiologia Molecular, pertencentes ao departamento de
Microbiologia Médica do Instituto de Microbiologia Paulo de Goes (IMPG) da Universidade
Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), e do Laboratério de Cocos Gram Positivos do Instituto
Biomédico da Universidade Federal Fluminense (UFF). No total, foram utilizadas 59 amostras
previamente identificadas, sendo 8 amostras de S. aureus, 5 de S. capitis, 5 de S. epidermidis, 4
de S. haemolyticus, 4 de S. hominis, 4 de S. lugdunensis, 12 de S. pseudintermedius, 4 de S.
saprophyticus, 4 de S. schleiferi subsp. coagulans, 4 de S. schleiferi subsp. schleiferi e 5 de S.
warneri. Estas amostras foram originalmente isoladas tanto de colonizagdo quanto de infeccéo,
de humanos e animais, como descrito na Tabela 1.

Além das amostras ja citadas, os experimentos incluiram a amostra de S. aureus MU50.
Esta amostra é agr-deficiente (Kuroda et al., 2001; Tsompanidou et al., 2011) e, por conta desta
caracteristica, foi utilizada como controle negativo de motilidade neste estudo.
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Tabela 1 - Amostras de Staphylococcus spp. utilizadas neste estudo

Amostra Espécie Sitio de Origem Referéncia
isolamento clinica
MU50 S. aureus Pele (FC) Infeccéo Hiramatsu et al. (1997)
10a2 S. aureus Pele (DA) Infeccéo Glatthardt (2016)
74a2 S. aureus Pele (DA) Infeccéo Glatthardt (2016)
112a2 S. aureus Pele (DA) Infeccéo -
833 S. aureus Urina Infecgdo de Matos et al. (2016)
1349 S. aureus Sangue Infecgdo Chamon (2017)
1602 S. aureus Sangue Infeccéo Glatthardt (2016)
RF40 S. aureus Narina Colonizagéo -
RF41 S. aureus Narina Colonizagéo -
95s S. capitis ND ND -
505s S. capitis ND ND -
506s S. capitis ND ND -
508s S. capitis ND ND -
RF10 S. capitis Pele Colonizagéo Glatthardt (2016)
ATCC S. epidermidis ND Colonizagéo -
12228
ATCC S. epidermidis Sangue Infeccéo Christensen et al. (1982)
35984
RF1 S. epidermidis Pele Colonizagéo Glatthardt (2016)
RF3 S. epidermidis Pele Colonizagéo Glatthardt (2016)
RF5 S. epidermidis Pele Colonizagéo Glatthardt (2016)
9s S. haemolyticus Sangue Infeccéo Barros et al. (2011)
24s S. haemolyticus Sangue Infeccéo Barros et al. (2011)
43s S. haemolyticus Sangue Infeccéo Barros et al. (2011)



70s S. haemolyticus Sangue Infeccéo -
1001 S. hominis Sangue Infeccéo Campos (2017)
1003 S. hominis Sangue Infeccéo Campos (2017)
RF2 S. hominis Pele Colonizacéo Glatthardt (2016)
RF15 S. hominis Pele Colonizacéo Glatthardt (2016)
97s S. lugdunensis Sangue Infeccéo Pereira et al. (2009)
541 S. lugdunensis Sangue Infeccéo Pereira et al. (2009)
546 S. lugdunensis Sangue Infeccéo Pereira et al. (2009)
LCP-Beta S. lugdunensis Protese Infeccéo Lima (2018)
RF28 . pseudintermedius Narina * Colonizagéo -
(PA40)
RF29 . pseudintermedius Narina * Colonizacéo -
(PAO1)
RF30 . pseudintermedius Pele * Infeccéo -
(SD11)
RF31 . pseudintermedius Pele * Infeccéo -
(SD02)
RF32 . pseudintermedius Pele (LC) * Infeccéo -
(SD01)
RF33 . pseudintermedius Pele (LC) * Infeccéo -
(SD03)
RF34 . pseudintermedius Pele (LC) * Infeccéo -
(SD34)
RF35 . pseudintermedius Pele (LC) * Infeccéo -
(SD35)
RF36 . pseudintermedius Pele (LC) * Infeccéo -
(SDO06)
RF37 . pseudintermedius Pele (LC) * Infeccéo -
(SD09)
RF38 . pseudintermedius Pele (LC) * Infeccéo -
(SD10)
RF39 . pseudintermedius Pele (LC) * Infeccéo -
(SD27)
MDO03 S. saprophyticus Urina Infeccéo Paiva-Santos et al.
(2016)
MDO06 S. saprophyticus Urina Infeccéo Paiva-Santos et al.
(2016)
MDO09 S. saprophyticus Urina Infeccéo Paiva-Santos et al.
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(2016)



MD28

RF42
(SCMO09)
RF43
(SCM21)
RF44
(SD07)
RF45
(SD84)
RF46
(SD04)
RF47
(SD05)
RF48
(SD08)
RF49
(SD28)
RF4

RF14
RF16
RF17
RF19

S

S.

S.

S. saprophyticus

. schleiferi subsp.

coagulans
coagulans

coagulans

. schleiferi subsp.

coagulans

. schleiferi subsp.

schleiferi

. schleiferi subsp.

schleiferi

. schleiferi subsp.

schleiferi

. schleiferi subsp.

schleiferi
S. warneri

S. warneri
S. warneri
S. warneri

S. warneri

schleiferi subsp.

schleiferi subsp.

Urina
Pele (LC) *
Pele (LC) *
Pele (LC) *
Pele (LC) *
Pele (LC) *
Pele (LC) *
Pele (LC) *
Pele (LC) *

Pele
Pele
Pele
Pele

Pele

Infeccéo
Infeccéo
Infeccéo
Infeccéo
Infeccéo
Infeccéo
Infeccéo
Infeccéo
Infeccéo

Colonizacéo
Colonizacéo
Colonizacéo
Colonizacéo

Colonizacéo
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Paiva-Santos et al.
(2016)

Glatthardt (2016)
Glatthardt (2016)
Glatthardt (2016)
Glatthardt (2016)
Glatthardt (2016)

DA: dermatite atdpica; FC: ferida cirdrgica; ND: ndo determinado.; LC: lesdo cutinea; * amostras caninas.

4.2.  Confirmacdo da identificacdo bacteriana pelo MALDI-TOF MS

Apobs identificacdo de género, para discriminacdo das espécies, as amostras foram

submetidas a técnica de MALDI-TOF MS (lonizacdo e Dessorcao a Laser Assistida por Matriz —

Tempo de Voo). Uma coldnia de Staphylococcus spp. crescida em base de agar sangue (Kasvi,

Italia) suplementada com 5% de sangue desfibrinado de carneiro foi depositada sobre uma placa

de metal, e 1 pL de acido formico 70% foi aplicado sobre a colonia. Apds secagem a temperatura

ambiente, foi aplicado 1 pL da matriz, composta pelo &cido alfa-ciano 4-hidroxicindmico

(HCCA). Apds secagem a temperatura ambiente, esta placa foi submetida ao aparelho MALDI-

TOF Microflex LT (Bruker Daltonics, Leipzig, Alemanha). A identificacdo foi realizada pelo
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proprio aparelho, de acordo com o score obtido pela amostra ao ser comparado com 0s presentes
em seu banco de dados. De acordo com os parametros do fabricante, scores entre 3,0 e 2,3 séo
necessarios para que a identificacdo de espécie seja considerada “segura”; scores entre 2,29 e 2,0
sdo considerados seguros para identificacdo do género, e provavel identificacdo da espeécie;
scores obtidos entre 1,999 e 1,7 sdo considerados provaveis para identificacdo de género; scores

menores que 1,7 ndo sdo considerados confiaveis para identificacéo.

4.3. Ensaio de motilidade em meio semissélido

As amostras de Staphylococcus spp. utilizadas neste estudo foram semeadas em base de
agar sangue (Kasvi, Italia) suplementada com 5% de sangue desfibrinado de carneiro e incubadas
a 37 °C por 24 h. Uma coldnia de cada amostra foi inoculada em um tubo de ensaio contendo 3
mL de caldo TSB (Tryptic Soy Broth; Kasvi, Italia) e incubada overnight a 37 °C.

Os ensaios de motilidade foram realizados de acordo com Kaito e Sekimizu (2007) com
modificagdes. Foram utilizados dois tipos de meio: TSB acrescido de 1,5% de agar (Becton,
Dickinson & Company, EUA) e TSB suplementado com 0,24% de &gar. Os meios de crescimento
foram esterilizados em autoclave a 121 °C por 15 minutos e, em seguida, mantidos a 55 °C. Ap06s
30 minutos, foram vertidos 8 mL do TSB acrescido de 1,5% de agar em placas de Petri pequenas
(50 x 10 mm). A solidificacdo do meio foi feita durante 10 minutos em fluxo laminar e, em
seguida, foram vertidos, sobre o meio solidificado, 2 mL do TSB suplementado com 0,24% de
agar, que também solidificou em fluxo laminar por 10 minutos.

O in6culo foi padronizado em relagdo ao tubo 0,5 da escala de McFarland
(aproximadamente 1,5 x 10 8 UFC/mL) utilizando 2 mL de solugdo salina estéril 0,85% para
obtencdo de uma suspensao bacteriana. Foram inoculados 2 pL da suspensédo bacteriana ao centro
da placa de Petri, com cuidado para a pipeta ndo tocar o agar. Ap6s o inoculo, as placas foram
mantidas por 5 minutos em fluxo laminar e, em seguida, seladas com parafilme e incubadas a
37 °C por 18 h. Apo6s a incubacdo, as colbnias foram fotografadas, e seus diametros mensurados
com o auxilio de uma régua. O experimento foi realizado ao menos duas vezes para cada

amostra.
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4.4.  Andlise estatistica dos resultados

Os resultados foram analisados através do teste t de Student, ndo pareado, ndo
paramétrico (Mann-Whitney), utilizando o programa GraphPad Prism 6.0 para calcular o valor p,
sendo considerada a significancia estatistica quando p MENOR OU IGUAL 0,05.

5. RESULTADOS

5.1. Confirmagao da identificagdo das amostras utilizadas no estudo

A identificacdo das amostras de Staphylococcus spp. foi confirmada conforme listado na
Tabela 1. Como ja citado anteriormente, as cepas em questdo dividem-se em: 8 amostras de S.
aureus, 5 de S. capitis, 5 de S. epidermidis, 4 de S. haemolyticus, 4 de S. hominis, 4 de S.
lugdunensis, 12 de S. pseudintermedius, 4 de S. saprophyticus, 4 de S. schleiferi subsp.
coagulans, 4 de S. schleiferi subsp. schleiferi e 5 de S. warneri.

5.2. Avaliacdo da motilidade das amostras de Staphylococcus

As amostras de Staphylococcus spp. foram analisadas quanto a capacidade de realizar
deslocamento em meio de cultura semissolido. A avaliacdo dos resultados ocorreu de forma
visual e também mensurando a regido de maior didmetro da colénia em comparacdo com o
didametro exibido pela amostra de S. aureus MUS50 utilizada como controle negativo para
motilidade (Figura 1A). Como explicado anteriormente, esta amostra apresenta um sistema agr
defectivo e ndo possui capacidade de se mover no meio semissolido (Kuroda et al., 2001;
Tsompanidou et al., 2011). A amostra 74a2 de S. aureus foi padronizada ao longo do estudo
como controle positivo de motilidade devido a motilidade em meio semissolido apresentada por
esta amostra ser consistente e reprodutivel ao longo dos experimentos realizados (Figura 1B). A
média do didmetro destas amostras expressa nas tabelas de cada uma das espécies foi realizada

com o resultado obtido em 15 experimentos independentes.
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Figura 1 - Controles de motilidade A: S. aureus MU50 (controle negativo); B: S. aureus 74a2 (controle positivo).

5.2.1. S. aureus

As oito amostras de S. aureus testadas exibiram colénias com morfologias variadas,
algumas com formacao de dendritos (Figura 2B e D) e cometas (Figura 2A, C, E e F), como pode
ser observado nas imagens representativas das colonias das amostras (Figura 2). Em geral, foram
observadas estruturas espalhadas na superficie do meio semissolido (Figura 2A, B, C, D e E),
porém, em algumas amostras, foram observados crescimentos que penetravam o agar (Figura 2
F).
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Figura 2 — VariagcBes morfoldgicas de coldnias representativas de S. aureus em meio semissdlido. A: formagéo de
cometa superficial pela amostra de S. aureus 10a2; B: S. aureus 1602 exibiu espalhamento com formacgéo de
dendritos arredondados; C: S. aureus 10a2 também exibiu espalhamento oriundo de um Gnico ponto; D: maior
espalhamento com formacdo de dendritos mais pontudos pela amostra de S. aureus 74a2; E: formacdo de cometa
superficial pela amostra de S. aureus 833; F: S. aureus RF40 formou cometa por dentro do agar; G: controle
negativo.

Quanto ao diametro dessas colonias, todas as amostras exibiram col6nias maiores que o
controle negativo (Tabela 2). De todas as espécies avaliadas, S. aureus foi a espécie que obteve
0s maiores valores de didametro médio das col6nias, que variou de 9,5 a 32 mm, com 87,5% das
amostras com diametro maior que 16 mm (valor médio do controle positivo), que € 2,8 vezes

maior do que o controle negativo defectivo em agr.
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Tabela 2 — Diametros das col6nias das amostras de S. aureus e do controle negativo (S. aureus

MU50), a amostra de S. aureus MU50, em meio semissélido

Amostra Meédia dos Desvio Padrao
diametros das
colénias (mm)

MU50 57 +1,3
(cont. neg.)
74a2 16,1 +1,8
(cont. pos.)
10a2 23,5 16,4
112a2 25 +7,1
833 32 0
1349 30 12,8
1602 9,5 +0,7
RF40 27 19,9
RF41 23,8 +4,6

cont. neg: controle negativo; cont. pos.: controle positivo

5.2.2. S. capitis

Das cinco amostras de S. capitis testadas, quatro exibiram col6nias com motilidade e
morfologia variadas (Figura 3), algumas formando dendritos, enquanto uma amostra exibiu
colbnias arredondadas similares ao controle negativo (Figura 3E). Todas as col6nias se

deslocaram na superficie do &gar semissolido. (Figura 3).



25

Figura 2 — Variagdes morfologicas de colonias representativas de S. capitis em meio agar semissolido. A e B: S.
capitis 505s formando colénias espalhadas com formacdo de dendritos; C: S. capitis 506s formando coldnia
espalhada com poucos dendritos arredondados; D: S. capitis 508s formando espalhamento mais discreto; E: S. capitis

508s formando coldnia muito pouco espalhada; F: controle negativo.

No que diz respeitos aos didmetros observados, comente a amostra 505s exibiu col6nias
bem maiores que o controle negativo (21,5 mm). Ja as outras 4 amostras (RF10, 95s, 506s e 508s)
formaram colbnias com didmetros similares a média do controle negativo dos experimentos
(Tabela 3).
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Tabela 3 — Diametros das col6nias das amostras de S. capitis e dos controles negativo (S. aureus
MUS50) e positivo (S. aureus 74a2) em meio semissolido

Amostra Média dos Desvio padrao
diametros das
colénias (mm)

MU50 57 +1,3
(cont. neg.)
74a2 16,1 +1,8
(cont. pos.)
RF10 6,2 +0,8
95s 9 +1
505s 21,5 +0,7
506s 8 12,8
508s 1,7 1,2

cont. neg: controle negativo; cont. pos.: controle positivo

5.2.3. S. epidermidis

As cinco amostras de S. epidermidis exibiram colonias superficiais e concentradas,
semelhantes com o controle negativo, tanto em sua morfologia (Figura 4) quanto em seu didmetro

(Tabela 4), que variou de 6,3 a 7,5 mm.

Figura 4 - VariagcBes morfolégicas de colbnias representativas de S. epidermidis. A: S. epidermidis RF3; B: S.
epidermidis ATCC 35984; C: controle negativo.
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Tabela 4 — Didmetros das col6nias das amostras de S. epidermidis e dos controles negativo (S.
aureus MU5S0) e positivo (S. aureus 74a2) em meio semissolido

Amostra Meédia dos Desvio Padrao
diametros das
colénias (mm)

MU50 57 +1,3
(cont. neg.)
74a2 16,1 +1,8
(cont. pos.)
RF1 7,5 +0,7
RF3 6,3 +0,6
RF5 6,8 +0,3
ATCC 7 +1,4
12228
ATCC 6,3 +0,6
35984

cont. neg: controle negativo; cont. pos.: controle positivo

5.2.4. S. haemolyticus

Apenas uma amostra de S. haemolyticus exibiu crescimento por dentro do meio (Figura

5A), enquanto todas as outras so cresceram superficialmente (Figura 5).

Figura 5 - Variagcbes morfologicas de col6nias selecionadas de S. haemolyticus. A: S. haemolyticus 24s formou
crescimento por dentro do meio semissélido, além de discretos dendritos superficiais; B: S. haemolyticus 70s formou
coldnia similar ao controle negativo; C: S. haemolyticus 43s formou dendritos superficiais; D: controle negativo.
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Quanto ao didmetro das coldnias, trés amostras (9s, 24s e 70s) apresentaram valores
préximos ao controle negativo levando em consideracdo o desvio padrdo. A amostra 43s exibiu
coldnias ligeiramente maiores que o controle negativo, com 10 mm de didmetro médio (Tabela
5).

Tabela 5 — Diametros das colonias das amostras de S. haemolyticus e do controle negativo, a

amostra de S. aureus MU50, em meio semissolido

Amostra Meédia dos Desvio Padréao
diametros das
colénias (mm)

MU50 57 +1,3
(cont. neg.)

74a2 16,1 +1,8
(cont. pos.)

9s 6 0

24s 8,5 +3,5

43s 10 +1,4

70s 8 +14

cont. neg: controle negativo; cont. pos.: controle positivo

5.2.5. S. hominis

Todas as amostras de S. hominis apresentaram morfologia e didmetro de coldnias em

meio semissolido semelhantes ao controle negativo (Figura 6 e Tabela 6).
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Figura 6 - Variagdes morfoldgicas de colbnias representativas de S. hominis. A: S. hominis 1001; B: S. hominis 1003;
C: S. hominis RF15; D: controle negativo.
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Tabela 6 — Didmetros das colonias das amostras de S. hominis e dos controles negativo (S.
aureus MU50) e positivo (S. aureus 74a2) em meio semissélido

Amostra Meédia dos Desvio Padrao
diametros das
colénias (mm)

MU50 57 +1,3
(cont. neg)
74a2 16,1 +1,8
(cont. pos.)
RF2 7,2 +0,8
RF15 7,3 +1
1001 6,5 10,7
1003 6 0

cont. neg: controle negativo; cont. pos.: controle positivo

5.2.6. S. lugdunensis

Todas as quatro amostras de S. lugdunensis testadas cresceram tanto na superficie do
meio semissolido quanto de forma profunda, por dentro do agar, lembrando a formagéo de uma

cauda de cometa (Figura 7).

Figura 7 - Variages morfoldgicas de col6nias representativas de S. lugdunensis. A: S. lugdunensis 546 formando
crescimento profundo no &gar; B: S. lugdunensis 541, formando também um leve crescimento profundo no agar; C:
S. lugdunensis 97s, igualmente formando discreto crescimento profundo no &gar; D: controle negativo.
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Apesar da morfologia diferente e levando em conta o desvio padrdo das repeticdes, as
amostras testadas formaram col6nias similares ao controle negativo (entre 7 e 13,5 mm), e
somente duas amostras (541 e 546) apresentaram diametro ligeiramente maior que o controle
(Tabela 7).

Tabela 7 — Diametros das colbnias das amostras de S. lugdunensis e dos controles negativo (S.

aureus MU50) e positivo (S. aureus 74a2) em meio semissolido

Amostra Média dos Desvio padréao
diametros das
colonias (mm)

MU50 57 +1,3

(cont. neg)

7482 16,1 +1,8

(cont. pos)

LCP-Beta 7 +1,4
97s 13,5 16,4
541 9 +1,4
546 9,5 16,4

cont. neg: controle negativo; cont. pos.: controle positivo

5.2.7. S. pseudintermedius

Todas as 12 amostras de S. pseudintermedius formaram colénias com morfologias bem

variadas espalhadas na superficie do meio semissdlido com formac&o de dendritos (Figura 8).
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Figura 8 - Variagdes morfoldgicas de colbnias representativas de S. pseudintermedius. A: S. pseudintermedius RF29
com espalhamento lateral; B: S. pseudintermedius RF36 com dendritos mais pontudos; C: S. pseudintermedius RF31
com espalhamento mais contido; D: S. pseudintermedius RF31 com dendritos bem arredondados; E: S.
pseudintermedius RF30 com colénia mais espalhada e dendritos bem arredondados; F: S. pseudintermedius RF28
com espalhamento mais contido; G: controle negativo.
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Quanto ao didmetro das colonias, as 12 amostras testadas exibiram diametros maiores que
o0 controle negativo (Tabela 8). Neste estudo, as amostras de S. pseudintermedius tiveram um dos
maiores valores de didmetro médio encontrados, semelhantes aos valores para S. aureus, e
variaram entre 10 e 36 mm, com 9 (75%) das amostras apresentando didmetro maior ou igual a
16 mm (valor do controle positivo de S. aureus), demonstrando grande capacidade de motilidade

em meio semissolido.

Tabela 8 — Didmetros das col6nias das amostras de S. pseudintermedius e dos controles negativo

(S. aureus MUSO0) e positivo (S. aureus 74a2) em meio semissolido

Amostra Meédia dos Desvio Padréao
diametros das
colénias (mm)

MU50 57 +1,3
(cont. neg.)
74a2 16,1 +1,8
(cont. pos)
RF28 16 12,8
RF29 24 +7,1
RF30 36 15,7
RF31 13,5 0,7
RF32 10 0
RF33 20 0
RF34 20,5 +13,4
RF35 16 0
RF36 14,5 0,7
RF37 25,3 +3,9
RF38 19 0
RF39 30,5 17,8

cont. neg: controle negativo; cont. pos.: controle positivo
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5.2.8. S. saprophyticus

Nas amostras de S. saprophyticus, houve a formacéo de coldnias ligeiramente espalhadas

na superficie do meio semissolido em trés amostras, enquanto a quarta amostra tinha morfologia

mais circular e concentrada, semelhante ao controle negativo (Figura 9).

Figura 9- VariagGes morfoldgicas de coldnias de S. saprophyticus. A: S. saprophyticus MDO03; B: S. saprophyticus
MDO06; C: S. saprophyticus MDO09; D: S. saprophyticus MD28 que, diferente das outras, ndo exibiu espalhamento,
com coldnia similar ao controle negativo; E: controle negativo.

Em relacdo ao didmetro das col6nias, duas amostras (MD03 e MDO09) tiveram didmetro
maior em relacdo ao controle negativo (Tabela 9), mas ainda inferior ao controle positivo, com
9,5 e 11,5 mm de didmetro médio, respectivamente. As outras duas (MD06 e MD28) tiveram

didmetro semelhante ao do controle negativo (5 e 5,3 mm).
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Tabela 9 — Didmetros das col6nias das amostras de S. saprophyticus e dos controles negativo (S.
aureus MU50) e positivo (S. aureus 74a2) em meio semissélido

Amostra Media dos Desvio padrao
diametros das
colénias (mm)

MU50 57 +1,3
(cont. neg.)
74a2 16,1 +1,8
(cont. pos.)
MDO03 9,5 10,7
MDO06 5 10
MDQ09 11,5 0,7
MD28 53 +0,3

cont. neg: controle negativo; cont. pos.: controle positivo

5.2.9. S. schleiferi subsp. coagulans

Todas as amostras de S. schleiferi subsp. coagulans formaram col6nias mais espalhadas
na superficie do agar com a formacdo de dendritos (Figura 10). Uma delas também formou

crescimento profundo no meio semissolido (Figura 10B).
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Figura 10 - Variagfes morfoldgicas de coldnias representativas de S. schleiferi subsp. coagulans. A: S. schleiferi
subsp. coagulans RF44 formando dendritos pontudos; B: S. schleiferi subsp. coagulans RF45 com crescimento
profundo; C: S. schleiferi subsp. coagulans RF43 com dendritos pontudos menores; D: S. schleiferi subsp. coagulans
RF42 com espalhamento mais contido; E: controle negativo.

Todas as amostras dessa subespécie tiveram resultados superiores ao controle negativo,
em relacdo ao diametro das suas coldnias, variando entre 13,5 e 20 mm, com 50% das amostras

apresentando valores maiores que o didmetro medio do controle positivo (Tabela 10).
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Tabela 10 — Diametros das colbnias das amostras de S. schleiferi subsp. coagulans e dos
controles negativo (S. aureus MU50) e positivo (S. aureus 74a2) em meio semissélido

Amostra Meédia dos Desvio Padrao
diametros das
colénias (mm)

MU50 57 +1,3
(cont. neg.)
74a2 16,1 +1,8
(cont. pos.)
RF42 14,7 2,1
RF43 17 4,9
RF44 19,7 +0,5
RF45 12 12,2

cont. neg: controle negativo; cont. pos.: controle positivo

5.2.10. S. schleiferi subsp. schleiferi

Com excecdo de uma amostra que cresceu mais concentrada e com formato circular,
semelhante ao controle negativo, todas as amostras dessa subespécie cresceram de modo
espalhado na superficie do agar semissolido com formacdo de dendritos (Figura 11). Duas
amostras desta espécie se destacaram por seu diametro de motilidade e por seu crescimento
profundo no agar (RF48 e RF49) diferente das outras duas amostras (RF46 e RF47).
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Figura 11 - VariagBes morfoldgicas de coldnias representativas de S. schleiferi subsp. schleiferi. A: S. schleiferi
subsp. schleiferi RF46 com crescimento similar & amostra MU50; B: S. schleiferi subsp. schleiferi RF47 com
espalhamento mais discreto; C: S. schleiferi subsp. schleiferi RF48 com crescimento mais difuso e espalhado pelo
meio; D: S. schleiferi subsp. schleiferi RF49; E: controle negativo.

As amostras em sua totalidade formaram col6nias com didmetros maiores que o controle
negativo que variaram entre 10,5 a 28,3 mm (Tabela 11), onde 2 (50%) amostras (RF48 e RF49)
apresentaram valores médios maiores que o didmetro do controle positivo, porém com grande
variabilidade no tamanho das col6nias entre experimentos.

Tabela 11 — Didmetros das colonias das amostras de S. schleiferi subsp. schleiferi e dos controles

negativo (S. aureus MU50) e positivo (S. aureus 74a2) em meio semissélido

Amostra Média dos Desvio Padrao
diametros das
colonias (mm)

MU50 57 +1,3
(cont. neg.)
74a2 16,1 +1,8
(cont. pos.)
RF46 10,5 12,2
RF47 14,5 +3,5
RF48 20 +16,5
RF49 28,3 +14,6

cont. neg: controle negativo; cont. pos.: controle positivo
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5.2.11. S. warneri
As cinco amostras de S. warneri analisadas formaram col6nias levemente espalhadas na

superficie do meio (Figura 12). Uma amostra, a RF19, conseguiu formar crescimento mais

profundo no agar (Figura 12B).

Figura 12 - Variagdes morfoldgicas em col6nias selecionadas de S. warneri. A: S. warneri RF17 exibiu espalhamento
levemente acentuado; B: S. warneri RF19 crescimento discreto no fundo do agar; C: S. warneri RF16 exibiu
espalhamento mais discreto; D: S. warneri RF4 exibiu pequenos pontos que lembram espalhamento; E: controle
negativo.

Quanto ao diametro das colbnias, duas amostras (RF4 e RF14) apresentaram diametro
semelhante ao controle negativo, enquanto as outras trés amostras (RF16, RF17 e RF19)
formaram colénias ligeiramente maiores que o controle negativo, porém inferiores ao controle
positivo, variando entre 9 e 9,3 mm (Tabela 12).
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Tabela 12 — Diametros das col6nias das amostras de S. warneri e dos controles negativo (S.
aureus MU50) e positivo (S. aureus 74a2) em meio semissélido

Amostra Meédia dos Desvio Padrao
diametros das
colénias (mm)

MU50 57 +1,3
(cont. neg)

74a2 16,1 +1,8
(cont. pos.)

RF4 6,3 1,2
RF14 6,3 0,4
RF16 9,3 11,2
RF17 9 0
RF19 9 +1,4

cont. neg: controle negativo; cont. pos.: controle positivo

O didmetro médio em cada espécie avaliada foi descrito na Figura 13, juntamente com 0s
valores médios para o controle positivo (S. aureus 74a2) e o controle negativo (S. aureus Mu50).
Dentre as espécies, S. aureus, S. pseudintermedius, S. capitis, S. lugdunensis, S. schleiferi subsp.
schleiferi e S. schleiferi subsp. coagulans, além da prépria amostra de S. aureus 74a2 que usamos
como controle positivo, apresentaram diferengas estatisticamente significativas em relacdo ao
controle negativo. Podemos observar também que, como esperado, a espécie S. aureus
apresentou diametro médio da col6nia maior que o controle positivo indicando capacidade de
motilidade na superficie do meio semissélido. Além disso, as espécies de origem canina S.
pseudintermedius, S. schleiferi subsp. schleiferi e S. schleiferi subsp. coagulans também
apresentaram diametro médio maior que a amostra controle positivo, indicando motilidade no
meio de cultura utilizado. Dentre as demais espécies de Staphylococcus avaliadas, S. lugdunensis
e S. capitis apresentaram didmetros menores que 0 controle positivo, poréem maiores que 0
controle negativo. As espécies S. haemolyticus, S. warneri, S. saprophyticus, S. epidermidis e S.

hominis foram similares ao controle negativo ndo apresentando diferencas significativas.
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Algumas espécies apresentaram grande variagdo no didmetro médio de cada amostra, 0 que pode
ser evidenciado pelo desvio padrdo, como por exemplo, as amostras de S. aureus, S.

pseudintermedius, S. capitis e S. schleiferi subsp. schleiferi.
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Figura 13. Diametro médio da coldnia em meio semissolido de cada espécie de Staphylococcus avaliada. ctrl neg.:

controle negativo S. aureus Mu50; ctrl pos.: controle positivo S. aureus 74a2; **: p <0,01. ***: p <0,001.
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6. DISCUSSAO

A motilidade ¢ uma caracteristica adaptativa relacionada a colonizacdo microbiana de
diversos hospedeiros e superficies, estando, portanto, intimamente ligada a sobrevivéncia e
disseminacdo de determinadas espécies (Pollitt e Diggle, 2017). Embora Staphylococcus spp.
normalmente sejam classificados como imoveis, estudos ja relataram a capacidade de algumas
cepas de S. epidermidis, S. aureus e S. xylosus de realizarem diferentes formas de motilidade
(Henrichsen, 1972; Kaito e Sekimizu, 2007; Dordet-Frisoni et al., 2008). Os resultados do nosso
estudo confirmaram a motilidade de S. aureus ja relatada na literatura. Além disso, os resultados
mostraram que cepas de S. pseudintermedius, S. schleiferi subsp. coagulans e S. schleiferi subsp.
schleiferi possuem capacidade semelhante a espécie S. aureus, fato nunca antes descrito para

essas especies e refutando a classificacdo destas espécies como bactérias imdveis.

Como um todo, as cepas de S. capitis e S. lugdunensis também foram capazes de se
deslocar em meio semissoélido, e seus resultados foram significativamente diferentes do controle
negativo, embora abaixo dos niveis de deslocamento do controle positivo. Por outro lado, apesar
de ndo haver diferencas significativas entre as espécies S. haemolyticus, S. warneri e S.
saprophyticus e o controle negativo de motilidade, algumas cepas destas espécies apresentaram
pequena capacidade de motilidade no meio semissélido. Como sé foram utilizadas entre 4 e 5
amostras de cada uma destas espécies, faz-se necessaria a andlise de mais amostras para
confirmarmos a capacidade destas espécies de se deslocar em meio semissélido como um todo.
Novamente, a motilidade das espécies S. capitis, S. lugdunensis, S. haemolyticus, S. warneri e S.

saprophyticus ndo havia sido relatada na literatura.

Embora ainda sejam necessarios mais estudos para descrever de forma cuidadosa que
tipos de motilidade cada uma dessas espécies analisadas € capaz de realizar, é possivel afirmar
que, com excec¢do de S. lugdunensis, a maior parte das cepas das espécies testadas exibiu, em
diferentes proporcdes, col6nias gigantes similares com as col6nias de S. aureus e S. xylosus ja
descritas na literatura, direcionando a classificacdo de suas motilidades como spreading (Kaito e

Sekimizu, 2007; Dordet-Frisoni et al., 2008). As amostras de S. lugdunensis exibiram algo
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semelhante aos comets, ou cometas, previamente descritos em S. aureus, indicando motilidade do
tipo gliding pela primeira vez nesta especie (Pollitt, Cruzs e Diggle, 2015). As amostras de S.
aureus utilizadas neste estudo exibiram tanto coldnias similares as capazes de realizar spreading
quanto estruturas semelhantes aos comets. Como mencionado acima, as amostras de origem
canina, S. pseudintermedius, S. schleiferi subsp. coagulans e S. schleiferi subsp. schleiferi,
destacam-se junto com as amostras de S. aureus pelos maiores diametros das colonias em relagéo
as outras espécies. Estas espécies colonizam e causam infec¢des principalmente em animais, mas
também ja foram isoladas ocasionalmente de infeccdes em humanos (Freney, et al., 1988;
Thibodeau et al., 2012; Somayaji et al., 2016; Swe et al., 2016).

O gene agr € considerado o principal modulador da motilidade em S. aureus (Ueda et al.,
2011). As modulinas solGveis em fenol, moléculas cuja producdo é dependente do agr, atuam
como surfactantes, diminuindo a tensdo superficial do meio semissolido e propiciando, entdo, o
fendmeno de spreading em S. aureus. Logo, amostras que apresentam auséncia ou qualquer outro
tipo de disfuncdo na expressao desse gene poderia nao realizar motilidade assim como ocorre em
S. aureus. Estudos de avaliacdo da presenca desse gene foram realizados previamente por outros
integrantes do nosso grupo em apenas seis amostras de S. aureus utilizadas neste trabalho. A
maioria destas possuiam o agr do tipo 3 e ndo observamos relacdo entre o didmetro das col6nias e
0 tipo de agr, como indicado na Tabela 13 (Glatthardt, 2016). Assim, faz-se necessario a
extensdo dos estudos, incluindo mais amostras de cada tipo de agr e de outras espécies para
podermos determinar a relacdo entre a presenca e funcionalidade do sistema agr com a
capacidade de motilidade, e investigar uma possivel correlacdo do tipo de agr com a habilidade
de determinadas amostras de se deslocar em superficie. Além de S. aureus, S. capitis, S.
epidermidis, S. lugdunensis, S. saprophyticus, S. pseudintermedius e S. schleiferi entre outras
espécies, ja foram relatadas por carrearem esse gene em seu material genético (Van Wamel et al.,
1998; Vandenesch et al., 1993; Dufour et al., 2002; Sakinc et al., 2004; Chitra, Jayanthi e
Nagarajan, 2015; Canovas et al., 2015). Em contrapartida, dentre as espécies citadas, apenas S.
capitis, S. lugdunensis e S. pseudintermedius exibiram motilidade em meio semissolido, e ainda
sim, em propor¢Ges menores que as amostras de S. aureus, fato questiona a importancia do agr

no processo de motilidade de Staphylococcus spp.
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Tabela 13 — Tipos de gene agr encontrado nas amostras de S. aureus ja tipadas

Amostra Tipo de agr Diametro médio
das colonias
(mm)
10a2 1 23,5
112a2 2 25
7482 3 16,1
833 3 32
1349 3 30
1602 3 9,5

A literatura ja descreveu que S. epidermidis é capaz de realizar motilidade do tipo darting,
que consiste, basicamente, na ejecao de bactérias individuais para fora da coldnia inicial, gerando
novas coldnias (Henrichsen, 1972). Entretanto, devido aos diametros e as morfologias das
coldnias das amostras de S. epidermidis utilizadas, nesta analise, ndo foram observados indicios
de motilidade das cepas em comparacdo ao controle negativo. O que também chama a atencédo
nesse contexto é que S. epidermidis carreia 0 agr em seu material genético (Van Wamel et al.,
1998), além de ser capaz de produzir modulinas soltveis em fenol (Periasamy et al., 2012).
Como nédo houve nenhum estudo para avaliar a integridade e/ou funcionalidade do agr nessas
amostras, esses resultados ddo margem para dividas quanto a propor¢do da importancia desse
gene nesse fendmeno, visto que sabe-se que outros fatores como a presenca dos acidos teicoicos
na parede celular e a digestdo de DNA extracelular também atuam na regulacdo da motilidade em
S. aureus (Kaito e Sekimizu, 2007; Kaito et al., 2011; Ueda et al., 2011).

Dentre as quatro amostras de S. haemolyticus analisadas, uma demonstrou indicio de
motilidade em meio semissolido. Essa espécie é capaz de produzir modulinas solGveis em fenol,
moléculas que, em S. aureus, aumentam o fendmeno de motilidade por spreading devido a sua

atuacdo como moléculas surfactantes (Chatterjee et al., 2011; Tsompanidou et al., 2013; Da et
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al., 2017). Essas informagdes questionam o papel destas moléculas no fenémeno de motilidade
desta espécie, que pode ter um efeito antagdnico a motilidade. Em S. aureus, outra molécula a 6-

hemolisina que € capaz de reprimir o spreading nesta espécie (Omae, Sekimizu e Kaito, 2012).

As amostras de S. lugdunensis exibiram motilidade a partir de col6nias de forma similar
ao descrito para algumas cepas de S. aureus capazes de formar estruturas que lembram cometas,
fendmeno associado ao gliding, um tipo de motilidade ativa (Pollitt, Crusz e Diggle, 2015). As
amostras de S. lugdunensis formaram crescimento profundo no meio de cultura, formando uma
espécie de arraste bacteriano por dentro desse meio. Essa espécie também possui 0 gene agr em
seu material genético (Vandenesch et al., 1993), e estudos mais aprofundados precisariam ser
realizados para definir se este sistema estd também associado a motilidade ativa em

Staphylococcus spp.

Fendmeno ja descrito em S. epidermidis, darting € um tipo de motilidade baseado na
ejecdo, devido a forgas expansivas, de bactérias para fora do indculo principal, formando novas
col6nias (Henrichsen, 1972). Neste estudo, todas as amostras analisadas, em algum momento de
seus respectivos experimentos, exibiram crescimento de col6nias além da col6nia principal, como
pode ser observado na Figura 8E na amostra de S. pseudintermedius RF30. Esse fato ocorreu
independente de a amostra ser capaz ou ndo de realizar motilidade e de forma variavel entre
diferentes dias de experimentos. Assim, ndo foi possivel afirmar a ocorréncia desse fenémeno
neste estudo, devido a auséncia de reprodutibilidade neste fendbmeno que poderia facilmente estar

associado a respingos durante a pipetagem.

Dentre as dificuldades encontradas neste estudo estdo, principalmente, o pequeno nimero
de estudos publicados em espécies de Staphylococcus e a grande variabilidade observadas na
motilidade em meio semissolido das amostras, que se mostraram altamente dependente as
condicBes de cultivo. Assim, uma padronizacdo minuciosa da técnica precisou ser realizada com
a inclusdo de controle negativo e positivos a cada experimento. A motilidade destas espécies em
meio semissolido foi dependente das condigdes de umidade, temperatura e tempo de crescimento,
o0 que refletiu na necessidade de testes com variaveis como o tamanho da placa de Petri utilizada,

a vedacdo com parafilme das placas e a localizagéo destas na estufa.
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Devido a emergéncia de bactérias resistentes aos antimicrobianos utilizados na medicina
humana e veterinaria, cresce cada vez mais a procura por terapias alternativas ao uso destes
farmacos. Um exemplo disso sd@o os estudos que tém como alvos principais biomoléculas
secretadas por outros microrganismos e que atuem na viruléncia de patdgenos bacterianos,
inviabilizando a persisténcia destes em infecgfes. Um estudo anterior de nosso grupo mostrou
que moléculas secretadas por uma amostra de S. epidermidis isolada de microbiota de pele
humana apresentaram atividade antibiofilme em cepas clinicas de S. aureus (Glatthardt, 2016).
Outro estudo mostrou que AIPs secretados por outras espécies de Staphylococcus sdo capazes de
inibir 0 agr de S. aureus, com destaque para S. schleiferi, uma bactéria comensal de cées e gatos,
cujos AlPs exibiram a maior atividade inibitoria do estudo (Canovas et al., 2016). Diante disso,
visto que o agr é considerado o principal gene responsavel pelo fenttipo de motilidade em S.
aureus, era nosso objetivo utilizar moléculas obtidas de sobrenadantes de outros Staphylococcus
no intuito de analisar uma possivel influéncia nesse fendtipo. Porém, devido a variabilidade
observada, e ja descrita acima, na realizacdo dos experimentos, ndo foi possivel até 0 momento
determinar o impacto destas moléculas na motilidade de Staphylococcus spp. méveis. Estudo
futuros irdo focar na determinacdo da interacdo entre as espécies, no que diz respeito a producéo

de moléculas que afetam sua motilidade.

O papel da motilidade recém descrita em espécies de Staphylococcus é uma questdo
importante ainda ndo avaliada e que precisa ser investigada. Em outras espécies bacterianas, a
motilidade é considerada fundamental para a sobrevivéncia e viruléncia dos microrganismos no
hospedeiro (Josenhans e Suerbaum, 2002; Jarrell e McBride, 2008; Pollitt e Diggle, 2017). Tendo
em vista a habilidade deste género bacteriano de colonizar a microbiota de seres humanos e
animais, assim como causar diversos tipos de infec¢des, é provavel que a motilidade possua um
papel importante na biologia deste microrganismo. Estudos futuros continuardo avaliando esta

nova caracteristica aumentando nosso conhecimento sobre este género bacteriano.
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7. CONCLUSOES

e A confirmagdo da identificacdo das amostras foi realizada e, ao todo, 8 amostras de S.
aureus, 5 de S. capitis, 5 de S. epidermidis, 4 de S. haemolyticus, 4 de S. hominis, 4 de S.
lugdunensis, 12 de S. pseudintermedius, 4 de S. saprophyticus, 4 de S. schleiferi subsp.

coagulans, 4 de S. schleiferi subsp. schleiferi e 5 de S. warneri foram analisadas.

e As espécies de S. aureus, S. pseudintermedius, S. schleiferi subsp. coagulans e S.
schleiferi subsp. schleiferi apresentaram motilidade em &gar semissélido compativel com

0 controle positivo.

e As espécies S. capitis e S. lugdunensis apresentaram motilidade significativamente maior

que o controle negativo, porém menor que o controle positivo.

e Algumas cepas das espécies S. haemolyticus, S. saprophyticus e S. warneri apresentaram
motilidade no meio semissélido, porém ndo significativamente diferente do controle

negativo para cada espécie como um todo.

e As espécies S. epidermidis e S. hominis ndo apresentaram indicios de motilidade,

apresentando coldnias similares ao controle negativo.

e A maioria das amostras que exibiram motilidade apresentou col6nias caracteristicas de
spreading com coldnias se espalhando na superficie do agar. S. lugdunensis apresentou

coldnias com caracteristica de gliding com formacdo de cometas e adentrando ao agar.
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