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RESUMO

Algumas espécies do gênero Staphylococcus possuem a capacidade de formação

de biofilme, uma matriz extracelular composta principalmente por polissacarídeos, que

confere proteção a essas bactérias. A proteína de adesão extracelular é conhecida por

ter papel relevante na fase inicial de formação do biofilme, pois se sabe que essa

proteína se adere a uma fosfatase neutra na parede bacteriana, e a proteínas da

membrana basal do hospedeiro, como fibronectina e vibronectina. As fosfatases são

enzimas caracterizadas por defosforilar diversos substratos, e conhecidas por seu

importante papel na regulação de eventos fisiológicos celulares, como nutrição, divisão

celular e vias metabólicas. A função conhecida da fosfatase neutra extracelular no

contexto do biofilme é apenas de ancoramento, não sendo descrito se há alguma

função enzimática nesse contexto para tal proteína. Com os métodos empregados

nesse estudo, não foi possível identificar atividade fosfatásica neutra extracelular em

cepas de Staphylococcus coagulase-positivos isoladas de alimentos, porém duas cepas

de Staphylococcus aureus e uma de Staphylococcus epidermidis apresentaram

atividade fosfatásica extracelular detectável e com diferença entre as espécies.

Enquanto as cepas comerciais de Staphylococcus aureus apresentaram uma atividade

fosfatásica alta, a cepa de Staphylococcus epidermidis mostrou uma atividade

extremamente baixa, próximo ao nulo, sugerindo que, caso haja uma relação entre a

atividade fosfatásica neutra extracelular e a formação de biofilme, o Staphylococcus

aureus é o melhor candidato para ser estudado.

Palavras-chave: Staphylococcus. Fosfatase. Biofilme. Proteína de adesão extracelular.



ABSTRACT

Some species of the genus Staphylococcus are able to produce biofilm, an

extracellular matrix that protects these bacteria, which has polysaccharides as major

components. An important protein in this matrix is the extracellular adhesion protein

(Eap) that plays a role in adhesion of bacteria to the substrate or host proteins. The Eap

binds to host proteins, like fibronectin and vitronectin, and is able to redock to an

extracellular neutral phosphatase located on bacterial cell wall. Phosphatases are

enzymes responsible for dephosphotilation of many different substrates and are

involved in nutrition, cellular communication, cellular division and other physiological

intracellular events. The extracellular neutral phosphatase is known as a physical spot

for Eap redock, and there is no evidence of a physiological substrate to this enzyme in

biofilm’s formation. Using the methods presented on this study, it was not possible to

determine an extracellular neutral phosphatase activity on the samples obtained from

food. However, it was possible to detect that activity from two Staphylococcus aureus

and one Staphylococcus epidermidis strains. The activity observed in Staphylococcus

aureus’ biofilm was greater than the activity found on Staphylococcus epidermidis'

biofilm, indicating that if there is a correlation between biofilm formation and extracellular

neutral phosphatase activity, Staphylococcus aureus would be the ideal model to be

studied.

Key-words: Staphylococcus. Phosphatase. Biofilm. Extracellular adhesion protein.
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1. INTRODUÇÃO

1.1. GÊNERO Staphylococcus

Dentre as bactérias mais conhecidas e estudadas nos dias de hoje, destacam-

se as do gênero Staphylococcus. Essas bactérias encontram-se amplamente

distribuídas na natureza, mas também podem ser encontradas na pele e mucosa de

mamíferos e aves (OTTO, 2013; TUEMMERS & SALDIVIA, 2015), onde vivem sem

causar danos ao hospedeiro, mas que eventualmente podem causar infecções

oportunistas nos mesmos (TYAGI et al, 2015).

Esse gênero é composto por 45 espécies e 24 subespécies (EUZEBY, 2011) e

dentre elas algumas se destacam devido a sua importância médica, como o

Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis. Outras espécies, como o

Staphylococcus haemolyticus, também possuem importância médica, estando

relacionado com alguns casos de endocardite, sepse e infecções geniturinárias (OTTO,

2008).

As espécies desse gênero possuem morfologia arredondada (em forma de

cocos) e são Gram-positivas (Figura 1). Essas bactérias podem ser facilmente

observadas através de microscópio ótico, podendo estar isoladas (cocos) ou agrupadas

em forma de cacho de uva (Staphylococcus). Eles possuem em geral 1µm de diâmetro,

se organizam em pequenos agregados e não esporulam. São microrganismos aeróbios

e tipicamente catalase positivos, o que permite a sua diferenciação de outros grupos de

cocos como o Streptococcus, além da organização dessas bactérias ao microscópio

ótico não ser em forma de linha, como os Streptococcus (BLAIOTTA et al, 2009).

Esses cocos Gram-positivos possuem alta resistência à salinidade, permitindo

que, em laboratório, eles sejam isolados facilmente com o uso de meios seletivos como

o ágar manitol salgado, que contém 7,5% de cloreto de sódio. Algumas espécies, como

o Staphylococcus aureus, possuem uma pigmentação e odor característicos, o que

também facilita sua identificação e isolamento. (LALLY et al, 1985).
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Figura 1 – Parede celular de uma bactéria Gram-positiva

As bactérias Gram-positivas apresentam uma parede celular espessa, composta
principalmente por peptideoglicanos, onde há ácidos teicóicos e lipoteicóicos inseridos,
além de diversas proteínas. A morfologia da parede bacteriana permite com que a
maioria das bactérias sejam classificadas em dois grandes grupos: Gram-positivas e
Gram-negativas. (MADIGAN et al, 2010)

1.1.1. Staphylococcus aureus

O Staphylococcus aureus é uma espécie de bactéria Gram-positiva conhecida

por ser um comensal de seres humanos, aves e mamíferos, apesar de serem também

fatores de risco para o surgimento de infecções (DALL’ANTONIA et al, 2005; ELLIS et

al, 2014). Estudos demonstram que em uma população saudável, 65% das vezes em

que uma infecção nasal ocorre, a cepa responsável era antes um comensal, e em

infecções de origem hospitalar essa porcentagem aumenta para 80% (WERTHEIN et al,

2004).

Essa bactéria também pode atuar como patógeno oportunista, causando

infecções em humanos (KLOOS, 1980), gatos, gado, aves e coelhos, tendo grande

impacto econômico quando presente nesses animais (PATERSON et al, 2014). Quando

uma infecção atinge uma criação de gado, por exemplo, ela só é percebida quando os

animais começam a morrer, e o tratamento de todos os animais é extremamente caro.

Além disso, alguns produtos alimentícios oriundos de bovinos, como o leite, não podem
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conter resíduos de antimicrobianos, dificultando sua venda após tal tratamento em

vacas lactantes (BRASIL, 2002). Em adição, não há restrições estabelecidas para a

venda de carne bovina contendo antibióticos (BRASIL, 2007), mas diversos estudos

vêm apontando a presença desses medicamentos na carne e influenciando a venda

desses produtos, estimulando empresas frigoríficas a diminuir a administração desses

antibióticos (BORGES & FREITAS, 2002; NETO et al, 2015).

Em humanos, S. aureus causa infecções em adultos saudáveis e, de modo

mais grave, em pacientes hospitalizados (PATERSON et al, 2014). Essas infecções irão

causar uma série de danos ao paciente, dependendo do local de colonização, como por

exemplo a endocardite causada pela colonização as válvulas do coração. Além disso,

essa espécie também já foi descrita como causadora de infecções no trato respiratório,

urinário e digestivo, além de serem responsáveis por alguns casos de pneumonia e

sepse.

Essa espécie é particularmente importante na Microbiologia Médica e

Alimentícia por sua capacidade de formação de biofilme, que a protege de produtos

químicos de higienização e antibióticos, dentre outros. Na área alimentícia, essa

bactéria é mundialmente conhecida por causar infecções alimentares, muitas vezes

pela produção de biofilme e toxinas em alimentos e em suas embalagens. Esses

alimentos quando não armazenados de forma correta, favorecem a proliferação desses

microrganismos, aumentando os riscos de intoxicação alimentar. Além disso, durante o

cozimento do alimento contaminado, as bactérias ali presentes podem ser eliminadas,

mas o mesmo não pode ser dito de algumas toxinas produzidas por elas. Essas toxinas

quando ingeridas, além de interagir com o sistema imune, irão provocar principalmente

febre, vômito e náuseas no hospedeiro.

Na área médica, essa bactéria é conhecida por causar infecções agudas de

pele, como abcessos (COSTERTON et al, 1999), geralmente provocadas pela liberação

de enzimas e toxinas que degradam a matriz extracelular do tecido, facilitando a

dispersão das bactérias pelo organismo (IWATSUKI et al, 2006). Ela também é capaz

de causar infecções crônicas, e muitas vezes persistentes, que geralmente estão

relacionadas à produção de biofilme (CHATTERJEE et al, 2014). Nessas infecções

recorrentes essa espécie é especialmente problemática devido ao surgimento de
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multirresistência a antimicrobianos (LOWY, 1998), fato comum hoje em dia entre as

espécies de S. aureus. Estima-se que dentre as infecções causadas por essa espécie,

um quarto seja persistente (KLUYTMANS et al, 1997).

A persistência dessas infecções pode estar relacionada à diversos fatores.

Algumas hipóteses sugerem ser devido a capacidade da bactéria em infectar uma

célula hospedeira e, uma vez dentro dela, diminuir seu metabolismo (PROCTOR et

al, 1995), automaticamente diminuindo a formação de autolisinas produzidas e

garantindo uma maior sobrevivência (PROCTOR et al, 2006). Outras propõem que a

persistência está relacionada com a existência de colônias variantes (CVs) de

Staphylococcus aureus, que possuiriam genes de resistência a antimicrobianos, que

mais tarde seriam selecionados positivamente e garantiriam a sobrevivência da colônia. A

primeira correlação entre essas colônias variantes e as infecções persistentes de

Staphylococcus aureus foi descrita em 1995 (PROCTOR et al, 1995). A produção de

biofilme também é outro fator relacionado a infecções recorrentes causadas por essa

bactéria.

1.1.2. O GÊNERO Staphylococcus COMO CAUSA DE INTOXICAÇÕES

ALIMENTARES

Outra grande preocupação que se tem com esses microrganismos é a ocorrência

de intoxicações alimentares, que é caracterizada pela ingestão de alimentos ou água

contaminada com microrganismos produtores de toxinas ou com as próprias toxinas. As

bactérias patogênicas capazes de causar infecções alimentares geralmente possuem

habilidade para penetrar, sobreviver e se multiplicar em células do hospedeiro (le LOIR

et al, 2003). Um exemplo de bactéria são as do gênero Staphylococcus, considerado

um problema mundial (HENNEKINNE et al, 2012) e a principal causa de intoxicação

alimentar nos Estados Unidos (BALABAN & RASOOLY, 2000).

Dentro desse o gênero, a espécie Staphylococcus aureus é especialmente

perigosa devido a liberação de toxinas e resistência a antibióticos (CHAIBENJAWONG

& FOSTER, 2011). Essa espécie não é capaz de produzir esporos, mas sua resistência à

salinidade, variação de temperatura e pH faz com que a mesma ofereça grande

perigo durante o preparo e o processamento de alimentos (CHAIBENJAWONG &
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FOSTER, 2011). Na maioria dos casos, essas bactérias causam intoxicação alimentar

devido à presença de enterotoxinas no alimento, que não são completamente

destruídas durante seu cozimento, diferente da bactéria em si (MURRAY, 2005).

Os sintomas são desencadeados por uma ou mais toxinas produzidas por essa

bactéria (le LOIR et al, 2003), e se iniciam de três a quatro horas após a ingestão

desses alimentos, dependendo da quantidade de toxina ingerida (MURRAY, 2005). Os

sintomas mais comuns são vômito, cólicas abdominais e náusea (le LOIR et al, 2003),

podendo também ocorrer quadros de diarreia, que geralmente são mais perigosos em

crianças e adultos imunossuprimidos. Contudo, esses sintomas desaparecem em cerca

de 24 a 48 horas, fazendo com que apenas 10% dos pacientes procurem um médico

(MURRAY, 2005).

A detecção dessas enterotoxinas pode ser feita através de amostras do alimento,

por métodos de bioensaios, biologia molecular, técnicas imunológicas, ou pela detecção

da bactéria no alimento (CHAIBENJAWONG & FOSTER, 2011). Estima-se que a

ingestão de 0,1µg dessas enterotoxinas já seja capaz de causar intoxicação alimentar

(ARGUDÍN et al, 2010). Essas moléculas também são conhecidas como

superantígenos, devido à sua capacidade de produzir uma reação pirogênica, causar

imunossupressão e estimular a proliferação não específica de linfócitos T no hospedeiro

(le LOIR et al, 2003).

Essas enterotoxinas também oferecem risco à saúde populacional em geral, uma

vez que alguns tipos apresentam resistência a diversos fatores, como temperatura,

resistindo ao cozimento dos alimentos, pH estomacal, ação das enzimas estomacais,

altas e baixas temperaturas e a mudanças ambientais, como seca (le LOIR et al, 2003).

A enterotoxina A de Staphylococcus aureus (SEA) é a mais comum observada em

casos de intoxicação alimentar em diversos países, seguida por SED e SEB, em menor

frequência (ARGUDÍN et al, 2010). Em todos os casos de intoxicação alimentar

causada por enterotoxinas de S. aureus ocorrem eventos de vômito, possivelmente

causado por SEA a SEE e SEH (le LOIR et al, 2003).

A ação conjunta das enterotoxinas presentes em alimentos contaminados com a

formação de biofilme nesses alimentos ou em plásticos de embalagens dão aos

Staphylococcus um forte potencial patogênico, que muitas vezes resulta em infecções
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persistentes em seus hospedeiros. Todavia, os casos que causam maior alarme aos

órgãos de saúde pública são os que envolvem algum tipo de resistência a antibióticos,

pois além de oferecer grande risco ao hospedeiro, que permanecerá exposto à essas

enterotoxinas e à infecção causada por essa bactéria, também oferece risco de

disseminação para a população, podendo gerar uma endemia grave, cenário comum

em muitos hospitais (AUNG et al, 2015; IBRAHIM, 2015; PATHARE et al, 2015).

1.2. O BIOFILME

O biofilme é muitas vezes definido como uma matriz extracelular polimérica,

que envolve as células que o produzem (COSTERTON et al, 1994). Esse modo de

crescimento é favorável para as bactérias, que se desenvolvem melhor dentro do

biofilme do que em sua forma de vida planctônica (SINGH et al, 2009). Para uma célula

ser capaz de produzir essa matriz ela deve apresentar mudanças fisiológicas, como

mudanças no padrão de expressão gênica e de produção de proteínas (ARCHER et

al, 2011), além de conseguir sobreviver com os substratos disponíveis (LONG et al,

2014).

Algumas bactérias são conhecidas por serem capazes de produzir o biofilme,

como Listeria monocytogenes, Salmonella spp. (STEPANOVIC et al, 2004), S. aureus e

Staphylococcus epidermidis. Tais espécies são especialmente perigosas para o homem

por provocarem infecções alimentares e de origem nosocomial (COSTERTON et al,

1999; SIMSEK et al, 2009; THOMPSON et al, 2010; DAMACENO et al, 2015;

NORMANNO et al, 2015).

Outra espécie relevante no ambiente hospitalar e capaz de formar biofilme é o

Staphylococcus epidermidis (KARSTEN, et al, 2014). Essa bactéria é frequentemente

encontrada em isolados clínicos, principalmente nos Estados Unidos e na Europa, o

que pode ser facilitado pela presença de biofilme e genes de resistência (PETTI et al,

2008).

O teste clássico de diferenciação de Staphylococcus coagulase negativos (SCN) e

Staphylococcus coagulase positivos (SCP) é o teste de coagulação em tubo, que utiliza

plasma de coelho para verificar a formação ou não de um coágulo (van GRIETHUYSEN et

al, 2001). Os demais testes para a identificação de SCN são semelhantes aos da
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identificação de SCP: Gram-positivos, majoritariamente catalase positivos e anaeróbios

facultativos (GARCIA, 2010).

Quando o biofilme é produzido, as bactérias ali presentes ficam mais protegidas

de diversos fatores abióticos, como variação de temperatura, osmolaridade e umidade

(OTTO, 2013), alguns produtos químicos de higienização (JOSEPH et al, 2001), além

de fatores bióticos, como células do sistema imune de seu hospedeiro (LONG et al,

2014) e os eventuais antibióticos que esse paciente venha a tomar.

Uma vez envoltas por essa matriz, essas bactérias inibem a ação do sistema

imune do hospedeiro (de la FUENTE-NUNEZ et al, 2013), como a ação de macrófagos,

que não penetram eficientemente na matriz do biofilme, fazendo com que essa célula

libere toxinas na tentativa de eliminar o antígeno ali presente (SCHERR et al, 2014).

Além disso, as bactérias produtoras de biofilme estão protegidas dos

antimicrobianos administrados, uma vez que eles dificilmente se difundem na matriz do

biofilme (SINGHAL et al, 2011) ou não se difundem de nenhuma forma (SINGH et

al, 2010). Esses dois fatores em conjunto auxiliam no desenvolvimento de infecções

persistentes e recorrentes (COSTERTON et al, 1999), que muitas vezes são

características de infecções por S. aureus.

A instalação dessas infecções persistentes pode estar associada à formação de

células quiescentes, que se mantêm metabolicamente inativas dentro do biofilme, e,

portanto, não sofrem a ação dos antimicrobianos (PROCTOR et al, 2006; LEWIS,

2010). Nesse caso, quando as células se tornam ativas e são liberadas em seu estado

planctônico elas retomam sua sensibilidade aos medicamentos, não tendo alterações a

nível genético (SINGH et al, 2009).

O contato de doses subletais de antimicrobianos com essas bactérias pode gerar

um gargalo populacional, selecionando as células que naturalmente possuam alguma

resistência àquela droga (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 2001), e que irão

fundar uma nova colônia, agora resistente àquele medicamento, característica que

geralmente se adquire hereditariamente (MURAKAMI & TOMASZ, 1989; KATAYAMA et

al, 2000).

Estudos prévios demonstram que bactérias possuem uma maior capacidade de

formação de biofilme em superfícies hidrofóbicas (SINDE & CARBALLO, 2000;
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DONLAN, 2002) como materiais feitos de plástico, como por exemplo, próteses

hospitalares e embalagens de comida, que vem sendo cada vez mais utilizadas nos

dias de hoje (POMPERMAYER & GAYLARDE, 2000). No caso dos utensílios cirúrgicos

colonizados por cepas resistentes a antimicrobianos, é recomendável trocar a peça

para que a infecção seja combatida, uma vez que, como visto, é extremamente difícil

remover uma população bacteriana protegida pelo biofilme (DAROUICHE, 2004). Em

próteses feitas de metais e outros materiais que não plástico, a formação do biofilme

originalmente se dá pela deposição de proteínas do hospedeiro nesses materiais,

fazendo com que haja a adesão das bactérias nessa superfície e posterior produção da

matriz extracelular (FRANÇOIS et al, 1996).

1.2.1. COMPOSIÇÃO DO BIOFILME

A composição do biofilme dependerá da estirpe bacteriana, principalmente quando

falamos as proporções de cada componente (ABRAHAM e JEFFERSON, 2012), mas

alguns compostos mais importantes são encontrados em biofilmes de diversas

espécies, e alguns até essenciais para o desenvolvimento do mesmo.

Em geral, há uma predominância de polissacarídeos, embebidos em proteínas,

proteases (MOORMEIER et al, 2014) e ácidos nucleicos, como DNA (CUE et al, 2012;

FOSTER et al, 2014). Esse último é um componente essencial para a estruturação e

desenvolvimento do biofilme, tanto na fase inicial de sua formação quanto em fases

mais tardias (QIN et al, 2007).

Esse DNA extracelular (eDNA) é provindo de autólise de células bacterianas

(THOMAS & HANCOCK, 2009) e a sua importância está associada às cargas negativas

do DNA, que promovem uma estruturação eletrostática na matriz do biofilme (MANN et

al, 2009). Além disso, esse eDNA é capaz de se associar com outras proteínas, como as

toxinas beta, formando oligômeros insolúveis, que dão mais sustentação ao biofilme

(NOVOTNY et al, 2013).

A autólise sofrida por essas bactérias é provinda da ação de hidrolases de

mureína, que degradam os peptideoglicanos da parede celular, responsáveis pelo

arranjo dessa estrutura durante os processos de divisão celular (SADYKOV &

BAYLES, 2012). A proteína CidA, gerada pelo operon cidABC, forma um poro na
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membrana da célula, sendo responsável pela autólise (SADYKOV & BAYLES, 2012).

Essa regulação tem se mostrado estar relacionada a fatores de estresse que ocorrem

nos microambientes formados dentro do biofilme, como a falta de oxigenação sofrida

nas regiões mais basais do biofilme (MOORMEIER et al, 2013). Essa autólise também

libera proteínas intracelulares na matriz do biofilme, que não necessariamente deveriam

ser incorporadas à matriz, cuja participação ainda não está bem elucidada (FOULSTON et

al, 2014).

Outras proteínas importantes na composição do biofilme e em seu

desenvolvimento inicial (adesão) são, principalmente, proteínas de superfície, como a

proteína de ligação ao fibrinogênio, proteína associada ao biofilme (BAP) e fator de

aglutinação B (ABRAHAM & JEFFERSON, 2012). Existem também proteínas

secretadas que são essenciais na maturação do biofilme, são elas: as adesinas, como

proteína de adesão extracelular (Eap) e coagulases, e toxina beta (SUGIMOTO et al,

2013). Essas proteínas também estão sujeitas a variações de acordo com as espécies

de bactérias as quais o biofilme está relacionado, podendo também definir a

especificidade de cada proteína a cada tipo de infecção (e hospedeiro) de acordo com a

espécie relacionada (ARTINI et al, 2013) e a resposta do hospedeiro àquela infecção

(HOUSTON et al, 2011).

1.2.1.1. ADESINA INTRACELULAR POLISSACARÍDICA (PIA)

A adesina intracelular polissacarídica (PIA) (WEAVER et al, 2012), também

conhecida como polímero de N-acetil-glucosamina (PNAG) (O’GARA, 2007) ou

exopolissacarídeo de Staphylococcus aureus (JOYCE et al, 2003), é uma das proteínas

mais importantes na composição o biofilme, principalmente em Staphylococcus aureus e

Staphylococcus epidermidis. Em algumas espécies, a produção dessa proteína está

intimamente relacionada com sua virulência (ROHDE et al, 2009). Essa adesina é

formada por β-1,6-glicosaminoglicano, sendo um polímero com pelo menos 130

resíduos de 2-deoxi-2-amino-D-glicopiranosilnos.

Essa adesina foi recentemente encontrada na superfície de bactérias Gram-

negativas, como Escherichia coli, Yersinia pestis e Pseudomonas fluorescens

(GANESHNARAYAN et al, 2009), sugerindo uma convergência evolutiva entre bactérias



19

Gram-positivas e Gram-negativas. Segundo Brooks e Jefferson (2014), a expressão

dessa proteína pode ser ligada ou desligada através da inativação de um de seus loci

(icaC) pela variação do número de repetições em tandem de um tetranucleotídeo

relacionado (TTTA). O que acontece nesse caso é a produção de um códon de parada

prematuro, que faz a proteína PIA (que possui 303 aminoácidos) ser produzida apenas

com 47 aminoácidos, perdendo sua função.

Ela é encontrada em abundância na superfície celular (HEILMANN et al, 1996), e

produzida por enzimas codificadas no loci icaADBC que são responsáveis também pela

sua exportação e modificação. Uma série de microrganismos Gram-positivos e Gram-

negativos dependem de sua produção para obterem sucesso no desenvolvimento do

biofilme (ROHDE et al, 2009), como S. epidermidis e S. aureus. Contudo, alguns

microrganismos são capazes de produzir e desenvolver seu biofilme sem a produção de

PIA, indicando o envolvimento de outras adesinas nesse processo (CHOKR et al, 2006;

HENNIG et al, 2007). Exemplo disso é a proteína associada ao biofilme (Bap),

relacionada com o biofilme de Staphylococcus coagulase negativos (TORMO et al,

2005) em bovinos (VALLE et al, 2012), não tendo associação conhecida com bactérias

isoladas de humanos (TANG et al, 2013).

Essa proteína é tão importante no contexto do biofilme que alguns cientistas

cogitam a possibilidade de desenvolver uma vacina que estimule a produção de

antígenos específicos para PIA (EBERT et al, 2011). Estudos realizados por

Sadovskaya (2007) demonstraram que, em ratos inoculados com PIA, houve a

produção de anticorpos específicos anti-PIA, etapa importante na produção de uma

vacina segura e eficaz.

1.2.1.2. PROTEÍNA DE ADESÃO EXTRACELULAR (EAP)

A proteína de adesão extracelular (Eap) é essencial durante a fase inicial de

produção de biofilme, tendo papel fundamental de promover a adesão célula-

hospedeiro ou célula-substrato. Essa proteína é secretada pela bactéria e tem a

capacidade de se aderira proteínas do soro do hospedeiro, como vibronectina,

fibronectina e proteínas da matriz (PALMA et al, 1999). Estudos feitos pelos autores

supracitados apontaram a relação entre o ancoramento da Eap em moléculas como a
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vitronectina, fibronectina, fibrinogênio e protrombina com a colonização por

Staphylococcus aureus durante processos de cicatrização de feridas.

Após esse ancoramento inicial, a Eap se liga à célula bacteriana através de uma

fosfatase neutra (THOMPSON et al, 2010), ou a ácidos teicóicos (VUONG et al, 2002)

da parede bacteriana, promovendo a ligação bactéria-hospedeiro. Essa proteína pode,

ainda, se ligar a outras Eaps, promovendo a ligação célula a célula (HUSSIAN et al,

2008). A ligação da Eap e da fosfatase neutra da parede bacteriana com proteínas do

hospedeiro podem, ainda, através da atividade dessa fosfatase, influenciar processos

de sinalização celular na célula hospedeira e de internalização de bactérias (FLOCK &

FLOCK, 2001).

A Eap é conhecida por contribuir com a patogênese em Staphylococcus, como o

S. aureus, principalmente em abcessos de pele que tem difícil cicatrização, ou úlceras e

feridas cronicamente infectadas (GRIMBLE et al, 2001). No caso do Staphylococcus

aureus, as cepas que não produzem a Eap geralmente possuem uma redução na

afinidade e capacidade de colonizar e invadir tecido do hospedeiro (KREIKEMEYER et

al, 2002).

1.2.2. FORMAÇÃO DO BIOFILME

O desenvolvimento do biofilme bacteriano é um evento amplamente estudado,

principalmente devido a sua importância médica e ambiental. A formação de um

biofilme maduro depende de etapas como a adesão, para promover o posicionamento

das células basais e posterior proliferação celular. A divisão desse processo em

estágios também é bem caracterizada. A maioria dos autores segrega esse evento em

três etapas: adesão inicial, maturação e dispersão (Figura 2) (LISTER & HORSWILL,

2014).

No estágio inicial de formação de biofilme, há a adesão de células planctônicas

(DONLAN, 2002) através do ancoramento das bactérias a seus substratos. Como visto,

as bactérias possuem preferência por superfícies de plástico para a formação do

biofilme, mas algumas autolisinas também são relacionadas a essa etapa, como a

autolisina AtlE (HEILMANN et al, 1997). Nessa etapa, células planctônicas se associam
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ao substrato ou a proteínas do hospedeiro e se não forem removidas, começam a se

proliferar intensamente e a produzir biofilme.

Figura 2 - Ciclo de desenvolvimento do biofilme

Modelo de crescimento bacteriano em biofilme. Em
resumo, ao entrarem em contato com uma superfície, as
células planctônicas se aderem utilizando proteínas como
a Eap. Após a fixação há uma multiplicação intensa,
formando uma microcolônia, que começa a produzir a
matriz extracelular. A biomassa vai então se acumulado até
a maturação do biofilme. Após, sinais ambientais de dentro
do biofilme começam a desencadear a ativação de
mecanismos de dispersão, liberando células planctônicas
que irão recomeçar o ciclo, colonizando outros ambientes
(adaptado de LISTER & HORSWILL, 2014).

Outras proteínas também estão envolvidas nessa adesão primária, como algumas

proteínas de superfície conhecidas como componentes microbianos de superfície que

reconhecem moléculas de matriz adesiva (MSCRAMMs) (FOSTER et al, 2014). Essas

proteínas são responsáveis por ligar-se a moléculas do hospedeiro, como fibrinogênio,

fibronectina e colágeno.

Posteriormente, ocorre uma intensa proliferação bacteriana, e as novas células

são aderidas às mais basais por ação de adesinas (GÖTZ, 2002). Essa multiplicação

continua até a maturação do biofilme, concomitante à produção de matriz extracelular.



22

Nessa fase a expansão do biofilme é tão intensa que fatores como nutrientes e oxigênio

não se difundem homogeneamente em toda a matriz, podendo criar nichos com

microambientes diferenciados. As células nesses nichos, mesmo sendo geneticamente

semelhantes, sofrem pressões seletivas diferentes e possuem um padrão de expressão

de proteínas também diferenciado.

Além disso, a permanência nesses ambientes pode fazer com que a célula sofra

uma adaptação ao nicho, ou levá-la a morte. Se a força seletiva empregada nesse

nicho for muito alta, certos genótipos podem ser fixados, enquanto outros eliminados,

fazendo com que o genótipo final dessa célula seja diferente das demais.

Essa multiplicação intensa de bactérias e produção intensa de matriz extracelular

permanece até que o biofilme amadureça. Após essa maturação há a dispersão

bacteriana, onde algumas células são liberadas, em unidades ou em grupos (BOLES &

HORSWILL, 2008). Isso significa que, se for um biofilme crescido em um cateter

intravenoso, por exemplo, nessa fase as células liberadas são carreadas para o

restante do organismo via corrente sanguínea, colonizando outros locais como as

válvulas do coração, podendo causar endocardite.

Até cinco anos atrás essa fase não era muito bem elucidada (MACK et al, 2009),

mas com o aumento de microrganismos multirresistentes a drogas, como o

Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA), tornou-se imprescindível

elaborar novas técnicas de combates aos biofilmes (BOLES & HORSWILL, 2008).

Moormeier et al (2014) abordam a fundo sobre esta fase em seus estudos mais

recentes.

Exemplo disso são os D-aminoácidos, conhecidos por estimular a fase de

dispersão em biofilmes de S. aureus e em outras bactérias (KOLODKIN-GAL et

al, 2010). Para isso, então, um método utilizando esses D-aminoácidos foi elaborado, no

qual esses aminoácidos eram complexados a peptideoglicanos, impedindo a adesão de

uma proteína da matriz à parede bacteriana. Hochbaum et al (2011) testou esse

mecanismo em cepas de Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa e

outras bactérias e obteve resultados semelhantes: o biofilme não se formava devido a

não ligação das adesinas à parede celular bacteriana.
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Contudo, Leiman et al (2013) recentemente demonstrou que esse fenótipo era

causado por uma mutação específica na cepa utilizada. No evento, ocorreu uma

mutação no gene DTD, que codifica uma proteína responsável por impedir a

incorporação errada de D-aminoácidos em proteínas. O resultado observado foi, então,

consequência da interferência na síntese e proteínas, que impede o crescimento do

biofilme e sobrevivência das células.

1.3. ENZIMAS FOSFATASES

As enzimas fosfatases são caracterizadas pela sua capacidade de defosforilar

substratos quando ativas, vastamente conhecidas pelo seu papel em eventos

fisiológicos importantes na célula, como nutrição, regulação de etapas do metabolismo e

da divisão celular. Além disso, essas enzimas também são conhecidas por regular a

comunicação célula-a-célula (HUNTER, 1998). Elas atuam em contraposição às

enzimas quinases, que fosforilam substratos, muitas vezes compartilhados, e juntas

comandam a ativação ou inativação de diversos processos fisiológicos na célula

(MUSTELIN, 2007).

O principal papel dessas duas enzimas é ativar ou desativar outras enzimas e

proteínas, mantendo o funcionamento fisiológico da célula. As fosfatases, como

qualquer enzima, possuem um pH ótimo de atuação, que dependerá de acordo com o

tipo de fosfatase. A fosfatase de interesse desse estudo é a fosfatase neutra localizada na

parede celular de Staphylococcus coagulase positivos, portanto o pH ótimo de

atuação, e o que será utilizado nos ensaios de fosfatase é o pH 7,0.

Mesmo essas enzimas tendo papeis fundamentais em muitos eventos da célula,

sabe-se apenas que durante a formação do biofilme a Eap pode se ligar a essa

fosfatase neutra da parede bacteriana, fazendo um ancoramento entre o substrato e a

bactéria. Estudos feitos por Flock & Flock (2001) demonstraram a interação entre essa

fosfatase e a Eap, ressaltando que a atividade enzimática permanece ativa mesmo

após ocorrer a ligação. Contudo, ainda não está elucidado se há um substrato para

essa enzima no contexto de formação de biofilme.
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1.4. PROBLEMÁTICA MUNDIAL DAS INFECÇÕES ESTAFILOCÓCICAS

O surgimento de novas cepas de bactérias multirresistentes (ANDERSON &

O’TOOLE, 2008), como o MRSA, vem alertando a população mundial nos dias de hoje.

Não só cientistas, mas médicos e pacientes estão enfrentando os impactos dessas

bactérias no seu cotidiano. Tornou-se extremamente importante identificar novos

métodos de combate a essas bactérias e descobrir novos alvos farmacológicos que

possam agir em conjunto aos antimicrobianos (ALLEN et al, 2014). O MRSA, por

exemplo, é resistente a praticamente todos os antibióticos β-lactâmicos, e é um

problema global em saúde pública (PATERSON et al, 2014).

Outro problema, menos severo, é a persistência de infecções bacterianas,

principalmente devido às células que ficam latentes dentro do biofilme e, assim,

resistentes aos antimicrobianos. Para resolver esse problema, tem sido estudada a

utilização de fatores de dispersão (CONLON et al, 2013). Nesse caso, haveria a

dispersão do biofilme e exposição das células quiescentes, que passariam a ser

metabolicamente ativas e sensíveis aos antimicrobianos e vulneráveis a sistema

imunológico do paciente.

Em contrapartida, muitas cepas vêm adquirindo resistência a esses fatores de

dispersão, como a dispersina B e proteinase K (REFFUVEILLE et al, 2014). Além disso,

outras preocupações com o método ainda não foram completamente estabelecidas. Por

exemplo, se após a aplicação do fator de dispersão o antibiótico não for suficiente para

combater as células liberadas, o que acontecerá é a distribuição das mesmas pelo

organismo. Isso pode gerar êmbolos, perigosos para a circulação sanguínea do

hospedeiro.

A dispersão parcial também preocupa, uma vez que só ajudaria a bactéria a se

estabelecer em outros locais do organismo (JOO et al, 2010). A administração de doses

subletais de antibióticos também causaria a liberação de DNA intracelular, favorecendo a

formação de biofilme (KAPLAN et al, 2012), extremamente indesejável durante a

administração de fatores de dispersão.

Tendo em vista o poder de resistência dos biofilmes bacterianos, e dos diversos

empecilhos que os mesmos apresentam para a antibioticoterapia, elucidar melhor as

vias do desenvolvimento dos biofilmes torna-se prioridade na área de saúde. Portanto,
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nesse presente estudo propomos uma metodologia nova, que permita detectar a

relação, ou não, da fosfatase neutra da parede bacteriana e a Eap. Caso haja uma

relação importante entre essas proteínas, poderíamos ter um alvo farmacológico

importante, e expor um novo caminho para os tratamentos de bactérias

multirresistentes.
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1.5. OBJETIVOS

1.5.1. OBJETIVO GERAL

Determinar se há relação entre a atividade da enzima fosfatase neutra localizada

na parede celular bacteriana e a capacidade da bactéria em produzir a matriz

extracelular do biofilme utilizando como modelo Staphylococcus coagulase positivos.

1.5.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS

Identificar Staphylococcus coagulase positivos dentre os isolados criopreservados

no laboratório de Microbiologia do IFRJ.

Testar os isolados de interesse quanto à sua capacidade de formar biofilme.

Verificar a atividade fosfatásica neutra extracelular no biofilme.

Analisar a relação entre a intensidade de produção de biofilme e a atividade

fosfatásica neutra extracelular.
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2. DESENVOLVIMENTO

2.1. MÉTODOLOGIA

2.1.1. COLETA E IDENTIFICAÇÃO DE STAPHYLOCOCCUS COAGULASE-

POSITIVOS

Foram utilizados isolados de Staphylococcus provindos de alimentos e

criopreservados no laboratório de Microbiologia do IFRJ campus Rio de Janeiro. Essas

bactérias foram previamente isoladas de alimentos cárneos salgados e queijos, obtidos

em supermercados da cidade do Rio de Janeiro e re-isolados para garantir sua pureza e

identidade.

Todas as passagens e inoculações foram feitas seguindo a técnica de

esgotamento, para obter colônias isoladas, assim, garantindo a pureza do isolado,

confiabilidade e reprodutibilidade dos testes. Os testes utilizaram pelo menos um

controle positivo, podendo ser ele Staphylococcus aureus ATCC 12600 e/ou

Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Antes do início dos testes foi feito o adequado descongelamento à temperatura

ambiente dos isolados criopreservadas, que foram imediatamente inoculadas em ágar

infusão de cérebro-coração (BHI), que é rico em nutrientes e estimula a proliferação

bacteriana.

Todas as metodologias foram feitas em câmara de fluxo laminar (CFL) e

seguindo as normas de segurança e boas práticas de laboratório, conforme exposto no

Manual de Laboratório de Microbiologia (SALVATORI, 2013).

2.1.1.1. CAPACIDADE DE FERMENTAÇÃO DE MANITOL E RESISTÊNCIA A

MEIO COM ALTO TEOR DE SALINIDADE

O ágar manitol salgado possui como açúcar principal o D-manitol, e o indicador

de pH vermelho de fenol, que irá virar de cor vermelha para amarela caso o inóculo seja

capaz de fermentar esse açúcar. Foram selecionadas colônias com bom a ótimo

crescimento, que deixaram o meio de cultura amarelo, pois são, provavelmente,
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Staphylococcus, microrganismos de interesse, e que foram utilizados nos demais

testes.

2.1.1.2. CAPACIDADE DE REDUÇÃO DO TELURETO E PRODUÇÃO DE

LECITINASE

Foi utilizado o ágar Baird-Parker, no qual cada isolado foi inoculado e incubado

por 24 h a 37ºC. Após incubação, as colônias capazes de reduzir o telureto do meio

possuíram coloração preto azulado e foram selecionadas, pois são provavelmente

Staphylococcus.

2.1.1.3. CAPACIDADE DE COAGULAÇÃO EM TUBO

O teste de coagulação em tubo foi feito após inoculação dos isolados em ágar

manitol salgado, que causa estresse osmótico nos isolados, estimulando a produção de

coagulase intrínseca. Após a hidratação do plasma de coelho liofilizado com 3 mL de

solução estéril de cloreto de sódio 0,9 % m/v (SCHLEIFER & KLOOS, 1975), 0,5 mL do

reagente foi distribuído em tubos estéreis, onde as colônias foram inoculadas e

incubadas a 37ºC. Os tubos foram checados com intervalos de 30 minutos nas

primeiras duas horas, e nas seguintes com intervalos de 2 horas em um total de 8

horas. Cada isolado foi avaliado pelo menos duas vezes.

2.1.1.4. ANÁLISE MORFOTINTORIAL PELA COLORAÇÃO DE GRAM

Os isolados previamente crescidos em ágar BHI foram transferidos para uma

gota de água sobre uma lâmina de vidro. Após a secagem da água as bactérias foram

fixadas passando a lâmina rapidamente na chama. Para realizar a coloração de Gram

foi adicionado o corante cristal violeta por 45 segundos, seguido de lugol por 30

segundos. Por fim, adicionou-se álcool absoluto por 15 segundos e safranina por 45

segundos e, após secagem, as lâminas foram observadas em microscópio ótico. Após o

tempo determinado para cada reagente foram feitas lavagens com água destilada. Os

Staphylococcus Gram-positivos, desejados nesse trabalho, serão identificados como

formato de cocos e arranjo semelhante a cachos de uva, de coloração violeta, devido à

presença do corante cristal violeta associado às bactérias.
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2.1.1.5. CAPACIDADE DE DEGRADAÇÃO DE DNA (DNASE)

Os isolados previamente incubados em ágar BHI foram inoculados em ágar

DNAse com 0,05 % de verde de metila, fazendo um pequeno círculo sobre o ágar. A

atividade da enzima é detectada pela presença de halo translúcido ao redor dos

inóculos após incubação a 37ºC por 24 horas, respectivo a degradação do DNA que

fica complexado com o corante verde de metila. A produção dessa enzima é uma das

características que nos permitem diferenciar Staphylococcus spp. de Staphylococcus

aureus, que é capaz de degradar o DNA.

2.1.2. SCREENING DA CAPACIDADE DE FORMAÇÃO DE BIOFILME DOS SCP

As bactérias identificadas como SCP foram analisadas quanto a sua capacidade

de formação de biofilme em 24 horas, em quintuplicata e em pelo menos três

experimentos distintos, seguindo um protocolo de análise baseado no método

previamente estabelecido por Stepanovic et al (2000).

Bactérias previamente crescidas em ágar infusão de cérebro-coração (BHI) por

24 horas a 37°C são inoculadas em caldo BHI para estimular sua proliferação. Após 24

horas de incubação a 37°C, 200 µL de cada isolado foi aliquotado e incubado em placa

de 96 poços em quintuplicata por 18-24 horas a 37°C, com agitação de 100 rpm, para

que seja iniciada a formação de biofilme no plástico de cada placa utilizada.

Após incubação, os isolados que forem capazes de formar biofilme irão possuir

células aderidas ao plástico, que posteriormente foram quantificadas pela adição 100µL

de cristal violeta 0,25 % m/v por 10 minutos. O sobrenadante foi retirado vertendo a

placa e a mesma foi lavada com água destilada estéril três vezes. As bactérias foram

fixadas pela adição de álcool absoluto por 15 minutos e, após, em cada poço foi

adicionado cristal violeta. O excesso de corante foi lavado com água destilada estéril

três vezes.

Como o cristal violeta fica retido dentro das bactérias, é necessário que haja o

rompimento dessas células e uma solubilização do corante para se obter uma leitura

representativa do biofilme. Foi então adicionado ácido acético glacial, 200 µL a 80 %

v/v, e após 30 minutos a placa foi analisada por espectrofotometria ( = 600 nm). A
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reação possui como controle positivo o Staphylococcus epidermidis ATCC 12228,

conhecidamente capaz de formar biofilme.

O método é semi-quantitativo, e para sua análise a média das absorbâncias

foram divididas pela média da absorbância do branco experimental. A amostra

correspondente ao branco obteve todo o processo de revelação do biofilme idêntico ao

aplicado nas amostras, porém sem a formação de biofilme devido à ausência de

bactérias. A leitura obtida pelo espectrofotômetro nesses poços será relativa a restos de

corante no poço, a absorbância do próprio plástico e outros interferentes que serão

considerados em todas as amostras igualmente, independente da produção de biofilme.

A capacidade de formação do biofilme foi classificada em 3 intensidades: Forte,

moderado e fraco, além da possibilidade de ser não produtora de biofilme. Os isolados

classificadas como fracos produtores de biofilme obtiveram uma leitura de absorbância

de uma a duas vezes maior que a média o branco. Os isolados classificados como

moderados produtores de biofilme obtiveram uma leitura de absorbância de duas a

quatro vezes maiores que o branco. Por fim, os classificados como fortes produtores de

biofilme obtiveram uma leitura de absorbância quatro vezes maiores que o branco.

Todas as réplicas foram testadas estatisticamente de acordo com o teste de

Grubbs, com α = 5 %. Os valores tidos como outliers foram desconsiderados dos

cálculos.

2.1.3. CURSO TEMPORAL DE ATIVIDADE FOSFATÁSICA NO BIOFILME

Para a determinação da atividade fosfatásica neutra extracelular dos isolados, foi

feito um ensaio de fosfatase no biofilme, em um curso temporal de até cinco horas. As

bactérias previamente crescidas em ágar BHI foram inoculadas em caldo BHI até uma

densidade de 0,5 McFarland (1,5 × 108 UFC/mL) (ANVISA, 2008). Desse modo,

obtemos aproximadamente a mesma quantidade de bactérias no início do

procedimento, evitando que os diferentes resultados estejam relacionados apenas com

a quantidade inicial de bactérias.

Para a realização do teste, 200 µL dessa suspensão foram inoculados em

triplicata em placas de plástico de 96 poços estéreis e foram incubadas a 37ºC por uma,

duas, três, quatro e cinco horas cada placa, com agitação de 100 rpm. Além disso, na
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mesma placa a mesma suspensão foi inoculada em quintuplicata a fim de se analisar o

desenvolvimento do biofilme durante aquele tempo de incubação.

Após a incubação a 37ºC, as placas foram lavadas com tampão HEPES 0,1 M e

nos poços respectivos à análise de fosfatase, foi adicionado uma solução contendo

para-nitrofenilfosfato (p-NPP) 5 mM em tampão HEPES 0,1 M pH7,0, um substrato

artificial para a enzima, que ao ser defosforilado irá formar para-nitrofenol (p-NP). O p-

NP possui coloração amarela, e será quantificado por espectrofotometria ao final do

processo.

Após uma hora de reação, 100 µL do sobrenadante de cada poço analisado foi

aliquotado para outra placa de 96 poços, nos quais previamente foram aliquotados

200µL de hidróxido de sódio (NaOH) 1 M. Isso causa uma elevação drástica no pH, que

não estará mais no ponto ótimo de atuação da enzima, parando a reação de eventuais

enzimas transferidas e deixando o p-NP mais amarelado. O resultado da reação foi

analisado por espectrofotômetro ( = 405 nm), e quanto maior a absorbância observada

maior foi a produção de p-NP e, portanto, maior a atividade fosfatásica neutra

extracelular daquele isolado. A atividade enzimática foi determinada com curva-padrão

de p-NP (DOS SANTOS et al, 2012)

Os poços que continham as amostras em quintuplicata, respectivas ao

acompanhamento do biofilme, foram lavados com água destilada para retirar as

bactérias em suspensão e o meio de cultura. Após, foi utilizado o mesmo método de

revelação do biofilme descrito na seção 1.6.2. Dessa forma, foi possível avaliar a

atividade da enzima nos estágios iniciais de formação de biofilme.

Duas variantes desse método foram utilizadas para quantificar a atividade

fosfatásica neutra extracelular das bactérias em biofilme crescido por 24 horas com 1 e 2

horas de reação, e em suspensão. O substrato artificial utilizado, a solução tampão e

solução de parada da reação foram iguais ao protocolo descrito anteriormente. Os

isolados usados nesses últimos testes foram escolhidos aleatoriamente dentre os

isolados fortes produtores de biofilme, moderados e fracos, de forma a testar o mesmo

número de isolados de cada classe de intensidade de produção.
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2.2. RESULTADOS

A partir das bactérias disponibilizadas foi possível analisar 53 isolados (Tabela

1), a partir dos quais 35 foram classificadas como de interesse e utilizadas nos demais

testes.

Os isolados que obtiveram um resultado negativo em alguns desses testes não

foram avaliadas quanto a capacidade de produção de biofilme ou atividade fosfatásica.

Os isolados V9, V10 e V29 não obtiveram crescimento em ágar BHI, não sendo

possível utilizá-los nos testes realizados. Os isolados positivos apresentaram grande

crescimento em ágar manitol salgado, demonstrando alta resistência a salinidade, uma

vez que o meio possui 7,5 % m/v de cloreto de sódio. Além disso, tais isolados

apresentaram uma coloração amarela após incubação de 24 horas, confirmando sua

capacidade de fermentar o D-manitol.

Alguns isolados não foram capazes de acidificar o meio (Figura 3), mantendo sua

coloração avermelhada, outros não apresentaram crescimento nesse meio, mesmo

crescendo em ágar BHI, indicando a não resistência a alta salinidade. Os isolados

negativos para esse teste provavelmente não pertencem ao gênero Staphylococcus,

uma vez que o teste é seletivo para esse gênero.

Segundo a análise mediante inoculação em ágar Baird-Parker, dentre os isolados

obtidos de alimentos, apenas BP3B é da espécie Staphylococcus aureus (Figura 4), o

que é surpreendente, uma vez que o teste da DNAse, que também é usado para

identificar Staphylococcus aureus mostrou resultados positivos para todas os isolados

testados (Figura 5).

O teste de Gram (Figura 6) confirmou a identificação de alguns isolados de

Staphylococcus e refutou outras, que tinham formato de bastão, ou cocos Gram-

positivos que não possuíam arranjo em forma de cacho de uva. A proporção de

isolados de interesse (positivos para os testes descritos anteriormente) foi maior que os

não desejados, dando uma boa perspectiva para o trabalho. Todos os isolados eram

Gram-positivos, alguns com arranjo estafilocócico e outros apenas apresentando cocos.



Tabela 1 – Aspectos fenotípicos dos isolados testados para a seleção de Staphylococcus coagulase positivos (SCP)

Isolados

BP1A
BP2A
BP2B
BP3A
BP3B
BP6A
BP6B
BP9A
BP9B
BP10A
BP10B
BP11A
BP11B
BP12A
BP12B
BP14A
BP15A
BP16A
BP16B
V1
V2
V3
V4
V5
V6
V8
V9
V10
V11
V14

Fermentação
do Manitol

+
+
+
+
+
--
-

n. t.
n. t.
+
+
+
+

n. t.
+

n. t.
+
+
+

n. t.
+
-+
+
+

n. t.
n. t.
+
+

Resistência a
salinidade

+
+
+
+
+
+
+
+
--
+
+
+
+
-
+
-
+
+
+
-
+
+
+
+
+

n. t.
n. t.
+
+

Redução
do telureto

+
+
+
+
+
+
+
+

n. t.
n. t.
+
+
+
+

n. t.
+
+
+
+
+

n. t.
+

n. t.
+
+
+

n. t.
n. t.
+
+

Ação da Ação da
lecitinase       DNAse

- +
- +
- +
+ +
- +
-                  n. t.
-                  n. t.
-                  n. t.

n. t.                n. t.
n. t.                n. t.

-                    +
-                    +
-                    +
-                    +

n. t. n. t.
-                    +
- n. t.
-                    +
-                    +
-                    +

n. t. n. t.
n. t.                 +
n. t. n. t.
n. t.                 +
n. t.                 +
n. t.                 +
n. t. n. t.
n. t. n. t.

-                    +
-                    +

Análise
morfotintorial

EGP
EGP
EGP
EGP
EGP
CGP
n. t.
CGP
n. t.
n. t.
EGP
EGP
EGP
EGP
n. t.
EGP
BGP
EGP
EGP
EGP
n. t.
EGP
n. t.
EGP
EGP
EGP
n. t.
n. t.
EGP
EGP

Capacidade de
coagulação em

tubo
+
+
+
+
+

n. t.
n. t.
n. t.
n. t.
n. t.
+
+
+
+

n. t.
+

n. t.
+
+
+

n. t.
+

n. t.
+
+
+

n. t.
n. t.
+
+



Isolados

V16
V19
V21
V24
V25
V26
V29
V31
V32
V33
V34
V35
V37
V38
V39
V40
V41
V43
V44
V45
V46
V47
V48

Fermentação
do Manitol

+
+
+

n. t.
+
+

n. t.
-+
--+
+
+
+
+
-+
+
+
-+
+

Resistência a
salinidade

+
+
+
-
+
+

n. t.
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

Redução
do telureto

+
+
+

n. t.
+
+

n. t.
n. t.
+
+

n. t.
+
+
+
+
+

n. t.
+
+
+

n. t.
+
+

Ação da Ação da
lecitinase       DNAse

- +
n. t. +
n. t. +
n. t.                n. t.
n. t. +
n. t. +
n. t.                n. t.
n. t.                n. t.
n. t. +
+                  n. t.

n. t.                n. t.
-                    +
-                    +

n. t. +
- +
- +

n. t. n. t.
n. t.                 +
n. t.                 +
n. t.                 +
n. t. n. t.
n. t.                 +
n. t.                 +

Análise
morfotintorial

EGP
EGP
EGP
n. t.
EGP
CGP
n. t.
n. t.
EGP
n. t.
n. t.
EGP
EGP
EGP
EGP
EGP
n. t.
EGP
EGP
EGP
n. t.
EGP
EGP

Capacidade de
coagulação em

tubo
+
+
+

n. t.
-

n. t.
n. t.
n. t.
+

n. t.
n. t.
+
+
+
+
+

n. t.
+
+
+

n. t.
+

n. t.

A nomenclatura “BP” e “V” são provindas da identificação desses isolados em trabalhos anteriores, não relativas com
quaisquer diferenças ou semelhanças entre os dois grupos. n. t. = isolado não foi testado para o respectivo método por não ter
apresentado resultado desejado em algum teste anterior; EGP = Estafilococos Gram-positivos. CGP = cocos Gram-
positivos; BGP = bacilos Gram-positivos; “+” e “-“ = positivos e negativos, respectivamente.
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Figura 3 – Resultado de dois isolados
após inoculação em ágar manitol
salgado

Figura 4 – Resultado do isolado BP3B
em ágar Baird-Parker

Após incubação de 24h à 37ºC podemos
observar um resultado positivo (direita,
isolado V37) e um resultado negativo
(esquerda, isolado V33) para a utilização
do D-manitol

Após incubação por 24h
possível observar colônias
escuro com halo translúcido.

à 37ºC é
de centro

Figura 5 – Resultado da inoculação do
isolado V21 em ágar DNAse

Figura 6 – Fotomicrografia da análise do
teste de Gram do isolado V21

Após incubação por 24h à 37ºC é
possível observar o halo translúcido no
inóculo, respectivo a degradação do
DNA do meio pela DNAse bacteriana.

A fotomicrografia demonstra cocos
Gram-positivos agrupados em formato
de cachos de uva, correspondente ao
gênero Staphylococcus.
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Após a análise da capacidade de formação de biofilme (Figuras 7 e 8) podemos

verificar que mais de 60% dos isolados são fortes produtores de biofilme, característica

muitas vezes relacionada com a espécie Staphylococcus aureus. Por outro lado, uma

minoria foi classificada como produtora moderada ou fraca de biofilme.

Figura 7 – Biofilme produzido em placa de 96 poços em quintuplicata

Após a coloração com cristal violeta e lavagem com água destilada é possível
observar a malha do biofilme macroscopicamente, evidenciada pelo cristal violeta
antes de ser solubilizado

Figura 8 – Relação geral da capacidade de produção de

biofilme dos isolados testados

25

20 23

15

10

5 8

4
0

Forte Moderado Fraco
Capacidade de produção de biofilme

Classificação dos isolados nas três categorias pré-
definidas de acordo com a quantidade de vezes em que a
absorbância média obtida foi maior do que a absorbância
média obtida do branco (absorbância do isolado 0 a 1 vez
maior que a absorbância do branco experimental = não
produtor de biofilme; absorbância 1 a 2 vezes maior que
abs. do branco experimental = fraco produtor de biofilme;
abs. 2 a 4 vezes maior que a abs. do br. exp. = moderado
produtor de biofilme; pelo menos 4 vezes a abs. do br. exp.
= forte produtor de biofilme)
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Todas as culturas foram capazes de produzir biofilme em diferentes intensidades,

como esperado. Em contrapartida, o número de bactérias forte produtoras de biofilme

(66%) foi maior que as fracas produtoras (23%) e as moderadas produtoras (11%).

A atividade fosfatásica observada no curso temporal (Figuras 9 e 11) foi crescente

com o passar das horas, e diferente entre as espécies. As duas cepas de

Staphylococcus aureus utilizadas demonstraram uma atividade da enzima cerca de 14

vezes maior que a apresentada pelo Staphylococcus epidermidis após 5 horas de

incubação.

O crescimento do biofilme acompanhado durante o curso temporal (Figura 10)

demonstrou-se estável em todo o experimento, sugerindo que mudanças significativas

na formação do biofilme podem ser observadas apenas em tempos maiores que cinco

horas.

As cepas comerciais testadas no curso temporal são classificadas como

produtoras moderadas de biofilme, produzindo uma absorbância média de 2 a 3 vezes

maiores que os brancos experimentais, não podendo ser diferenciadas entre si.

Os isolados V5, V6, V8, V16, V32, V48, BP1A, BP11A, BP11B e BP12A foram

testados quanto sua atividade fosfatásica neutra extracelular em biofilme de 24 horas,

mas não obtiveram resultados detectáveis pela técnica. O mesmo protocolo foi

reproduzido com o dobro do tempo de atividade enzimática utilizando os isolados V1,

V5, V26, V32, V37, V48 e BP10B, que também não tiveram atividade detectável. As

atividades detectáveis foram apenas de BP2A e BP3B, que obtiveram uma atividade

400x e 10x menor que o controle Staphylococcus epidermidis ATCC 12228.

A atividade fosfatásica neutra extracelular de alguns isolados foi, também, testada

em suspensão, sem crescimento do biofilme, porém os isolados V1, V3, V5, V6, V8,

V11, V16, V26, BP3A, BP11A e BP14A não tiveram atividade detectável para o método

utilizado. Apenas a atividade das cepas comerciais Staphylococcus aureus ATCC

25923 e 12600 e Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 foi detectável, com média 

erro padrão de 12,3  0,9, 5,8  2,4 e 20,8  9,3, nmol de p-NP/h produzidos

respectivamente (n = 2). Para esses experimentos apenas os isolados citados foram

testados.
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Figura 9 – Atividade fosfatásica neutra extracelular observada após a formação do
biofilme

30,00

25,00

20,00

15,00

10,00

5,00

0,00
1 2 3 4 5

-5,00
TEMPO (HORA)

S. aureus ATCC 25923 S. aureus ATCC 12600 S. epidermidis ATCC 12228

Atividade fosfatásica neutra extracelular de biofilmes de
Staphylococcus epidermidis obtidos em 4 experimentos.
imagem.

Staphylococcus aureus e
Erro padrão indicado na

Figura 10 – Desenvolvimento do biofilme durante o curso temporal

6,00

5,00

4,00

3,00

2,00

1,00

0,00
1 2

S. aureus ATCC 25923

3
TEMPO (HORA)

S. aureus ATCC 12600

4 5

S. epidermidis ATCC 12228

Produção de biofilme pelas cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 e 12600 e
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 quantificados com intervalos de um hora e
tempo máximo de cinco horas em 4 experimentos distintos. Erro padrão indicado na
imagem.
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Figura 11 – Atividade fosfatásica após 1 h de reação nos 5 pontos
de análise

Após as 5 horas de análise, a quantidade de produto pode ser
observada pela intensidade da cor durante os pontos de 1 hora
(caixa verde), 2 h (caixa azul), 3 h (caixa vermelha), 4 h (caixa
amarela) e 5 h (caixa preta), e curva padrão de p-NP (CP, caixa
roxa). As cepas foram analisadas em triplicata (n = 4), sendo
distribuídas em colunas, e as linhas A correspondem a cepa
Staphylococcus aureus ATCC 25923, as linhas B correspondem a
cepa Staphylococcus aureus ATCC 12600 e as linhas C
correspondem a cepa Staphylococcus epidermidis ATCC 12228. O
poço imediatamente a direita de cada triplicata, em cada tempo,
corresponde ao branco experimental da cepa em questão (indicada
de acordo com as linhas)
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2.3. DISCUSSÃO

A partir dos isolados de alimentos, podemos observar a presença de

Staphylococcus coagulase positivos em alimentos cárneos salgados em circulação no

Rio de Janeiro. Na área médica, apesar dessas bactérias não apresentarem perigo na

maioria dos casos, uma lesão na pele pode acarretar em uma infecção oportunista,

mediada por esses microrganismos. Da mesma forma, pacientes hospitalizados que

venham a entrar em contato com essas bactérias também podem sofrer com infecções,

que podem ser difíceis de combater, uma vez que a grande maioria dos Staphylococcus

spp. é capaz de produzir biofilme.

Essas bactérias também têm grande importância na área de alimentos, uma vez

que a sua presença em queijos e carnes salgadas é comum, como observado. Como

esses produtos são muito consumidos durante todo o ano, é de extrema importância

garantir que não haja uma grande quantidade de Staphylococcus nesses alimentos,

seguindo os padrões determinados pela resolução 12 da ANVISA (2001). O consumo

de carnes mal refrigeradas pode, por exemplo, facilitar a proliferação desses

microrganismos e causar intoxicação alimentar após sua ingestão. Essa intoxicação

alimentar pode estar tanto relacionada a ingestão dos microrganismos quanto a

ingestão das toxinas produzidas por eles (KADARIYA et al, 2014), e os sintomas

geralmente desaparecem após dois dias. Portanto, a presença dessas bactérias em

alimentos distribuídos em mercados do estado do Rio de Janeiro é preocupante e

requer vigilância constante.

Através da coloração de Gram pudemos sustentar a identificação do gênero

dessas bactérias, além de verificar a presença de contaminantes em algumas amostras

criopreservadas. O teste da coagulase nos permitiu diferenciar os SCN dos SCP, sendo

esses últimos utilizados nos demais testes. A análise em ágar Baird-Parker identificou

apenas um isolado como S. aureus (BP3B), diferente do esperado, que seria uma maior

quantidade de isolados pertencentes a espécie S. aureus. Em um estudo feito por Mello et

al (2014) de 121 isolados, provindos de alimentos, profissionais que manuseiam esses

alimentos e equipamentos, foram encontrados 16 SCP e apenas um S. aureus, isolado

do nariz de um dos profissionais. Apenas SCN foram isolados de amostras de
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alimentos, resultado contrastante com o obtido nesse trabalho, onde 32 isolados de

alimentos foram identificados como SCP.

A maioria desses microrganismos é capaz de formar biofilme de maneira forte,

munindo a bactéria com uma proteção importante contra antibióticos e as células do

sistema imune do hospedeiro. Contudo, uma minoria se mostrou produtora moderada

ou fraca de biofilme, fato que também gera preocupações quanto a viabilidade daquele

alimento, uma vez que essas bactérias também são capazes de causar intoxicação

alimentar.

Tal resultado foi diferente do obtido por Antunes et al. (2011), aonde 82 isolados

de Staphylococcus coagulase positivos e negativos foram testados quanto a produção

de biofilme utilizando o mesmo método abordado nesse trabalho. No estudo, a única

espécie de SCP presente foi S. aureus, e dentre os 20 isolados testados, 5% (1) era

forte produtor de biofilme, 10% (2) eram moderados produtores de biofilme, 50% (10)

eram fracos produtores de biofilme e 35% (7) não eram produtores de biofilme. Todavia,

Darwish e Asfour (2013) obtiveram um resultado semelhante ao obtido nesse trabalho,

onde de 40 S. aureus 52,5% foram fortes, 27,5% moderados e 20% fracos produtores

de biofilme, também apresentando uma maioria forte e quantidades semelhantes de

moderados e fracos produtores de biofilme.

Apesar de nos estágios iniciais de formação do biofilme a Eap se ancorar à uma

fosfatase, e essa enzima não perder sua capacidade catalítica mesmo após a ligação, a

maioria das bactérias isoladas de alimentos que foram analisadas não possuíram uma

atividade fosfatásica neutra extracelular detectável aos métodos utilizados. Tal

resultado pode ter sido consequência da utilização de um método que não possui a

sensibilidade necessária para a detecção dessa atividade enzimática. Caso tal

premissa seja verdadeira, é necessária a elaboração de um método confiável,

reprodutível e sensível para analisar esses microrganismos.

Flock e Flock (2001) analisaram a atividade fosfatásica de S. aureus utilizando o

mesmo substrato artificial e a mesma densidade ótica de leitura, obtendo resultados

detectáveis em seus experimentos. Porém, os autores incubaram a bactéria em uma

solução com enzimas fosfatases neutras (10 µg/mL) antes de iniciar a reação. Essa

incubação pode ter inserido algumas fosfatases na parede bacteriana, fazendo com que
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a quantidade de enzimas no sistema seja maior do que o encontrado naturalmente. Tal

fato pode ser apoiado pela ausência de atividade detectável em todos os isolados

analisados.

As cepas comerciais de Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis

tiveram atividade fosfatásica neutra extracelular detectável, inclusive nos testes em

suspensão, sem o desenvolvimento prévio de biofilme. Portanto, é necessário verificar

se a atividade detectada nos demais testes foi consequência de uma fosfatase

bacteriana relacionada com a produção de biofilme exclusivamente ou em conjunto com

fosfatases não relacionadas com o biofilme. Para isso, seria possível realizar testes que

avaliem a atividade fosfatásica de células em suspensão, concomitantemente à análise

de células aderidas, sob as mesmas condições de crescimento e tempo de incubação. A

comparação entre a atividade poderia indicar se no contexto do biofilme há a

participação dessa enzima ligada a Eap e não ligada a Eap.

Além disso, o protocolo utilizado não garante que as enzimas ativas estejam

ligadas à Eap, sendo interessante avaliar também se dentro do biofilme essas enzimas

estão mais ativas quando ligadas ou não à essa proteína. Portanto, poderia ser

desenvolvido um método de comparação entre a atividade fosfatásica neutra

extracelular em um biofilme que possua Eap e um biofilme produzido sem essa

proteína, silenciando o gene responsável por sua produção ou secreção na bactéria.

O substrato utilizado nos permite garantir que sua conversão em produto seja feita

apenas por enzimas extracelulares, uma vez que essa molécula não é permeável à

membrana celular. Porém, para garantir que não haja alguma forma de internalização do

p-NPP, seria interessante avaliar visualmente a atividade enzimática. Tal método pode

consistir na utilização de um substrato como o metil-umbeliferona-fosfato que, quando

convertido a produto, se deposita e emite fluorescência. Dessa forma, seria possível

avaliar se a atividade enzimática é igual para todo o biofilme, ou se há nichos com maior

atividade que outros.

Nas condições analisadas, a fosfatase neutra extracelular não se mostrou

essencial para a produção de biofilme, mesmo em produtoras moderadas e fracas do

mesmo. Contudo, a atividade observada em cepas comerciais foi facilmente detectável,

sugerindo que a fonte desses microrganismos seja importante para essa atividade. É
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provável que os isolados provindos de presentes em alimentos não sejam dependentes

dessa atividade para a formação de seu biofilme, e nem beneficiadas com a mesma,

diferente das cepas comerciais, que são isolados clínicos (ATCC, 2014).

Os isolados comerciais, ainda, apresentaram uma diferença de atividade

fosfatásica entre as espécies. Como os S. aureus são conhecidos por produzirem

biofilmes perigosos e difíceis de remediar, e essa espécie também foi a que apresentou a

maior atividade fosfatásica, talvez essa enzima esteja envolvida na potencialização da

produção de biofilme. Porém, o protocolo utilizado não é o adequado para confirmar ou

refutar tal hipótese. Seria necessário avaliar diversas cepas de Staphylococcus, de

diversas espécies, para verificar se há, de fato, diferença interespecífica.
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3. CONCLUSÃO

Os Staphylococcus estão presentes no dia-a-dia de toda a população. A sua

presença em alimentos cárneos salgados e queijos na cidade do Rio de Janeiro nos

mostram o quanto devemos ter cuidado com a viabilidade desses alimentos. A

quantidade de SCP encontrados é surpreendente, visto que em outros estudos nenhum

ou poucos isolados são SCP. Apenas a fervura de carne contaminada pode não ser

suficiente para evitar uma intoxicação alimentar. Assim como muitas medidas

profiláticas em hospitais não são o suficiente para evitar a formação de biofilme em

instrumentos cirúrgicos.

Os isolados trabalhados são Staphylococcus coagulase positivos, devido ao seu

crescimento ótimo em ágar manitol salgado, morfologia e coloração característica pelo

teste de Gram e aparência típica das colônias, lisas, convexas, com bordas delimitadas e

coloração branca a amarelada.

Nesse trabalho foi possível estabelecer uma diferença marcante entre a atividade

fosfatásica das cepas comerciais isoladas de pacientes e os isolados provindos de

alimentos. Além disso, foi possível verificar que grande parte dos Staphylococcus

presentes em alimentos é capaz de produzir biofilme fortemente, o que gera uma

preocupação extra principalmente em alimentos embalados com plástico, como peças

de carne, queijos e linguiças.

Contudo, não foi possível determinar se essa atividade pode variar de acordo com

a espécie de Staphylococcus. Nos testes realizados foi possível detectar uma diferença

entre a atividade fosfatásica de S. aureus e S. epidermidis, mas é necessário realizar

um screening mais abrangente, com mais espécies e mais cepas, para verificar tal

hipótese.
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