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AVALIAÇÃO DAS PROPRIEDADES ADESIVAS DE LINHAGENS DE Staphylococcus aureus 

OBTIDAS DE LABORATÓRIOS DE ANÁLISES CLÍNICAS DA REGIÃO METROPOLITANA DO RECIFE

RESUMO:  O  Staphylococcus  aureus  por  ser  um  microorganismo  versátil  pode 

causardesde infecções assintomáticas até sepse. É um patógeno oportunista associado à 

colonização assintomática de pele e mucosa, provocando  infecção quando as barreiras 

fisiológicas  são  rompidas  causa  infecções  simples  até  graves  e  potencialmente  fatais.   

Seu  alto  índice de  infecção  se da graças  a diversos  fatores  como virulência,  enzimas, 

toxinas  e  outrasproteínas  que  elevam  a  patogenicidade  e  permitem  a  aderência, 

resistência  à  fagocitose  e  lise  de  células  eucarióticas.  Entreos  fatores,  a  formação  de 

biofilmes  e  a  capacidade de  aderir  acélulas  hospedeiras  são  cruciais  para  o  início  e  a 

manutenção  da  infecção,  e  estão  diretamente  ligados  a  hidrofobicidade  da  superfície. 

Neste  contexto  este  trabalho  teve  como  objetivo  avaliar  as  propriedades  adesivas  de 

linhagens de S. aureus obtidas de diferentes laboratórios de Análises Clínicas da Região 

Metropolitana  do  Recife.  A  avaliação  da  hidrofobicidade  da  superfície  celular  foi 

realizada  pelo  Ensaio  de  Adesão  Microbiana  a  Solvente,  que  consiste  na  afinidade 

bacteriana a um solvente apolar (hexadecano). Em seguida foi mensurada a formação de 

biofilmes através da adesão das células bacterianas a placas de polietileno  (96 poços) 

utilizando uma solução de cristal violeta como revelador.

Palavras­chave:  Biofilme,  Staphylococcus  aureus,  adesão  microbiana,  relação 

parasito/hospedeiro.

ABSTRAC: The Staphylococcus aureus  is  the versatile microorganism  that  can cause 

asymptomatic  infections  to  sepsis.It  is  an  opportunistic  pathogen  associated  with 

asymptomatic  colonization  of  the  skin  and  mucosa  causing  infection  when  the 

physiological barriers are broken in simple infections to severe and potentially fatal. Its 

high  rate of  infection  is because  to  several  factors  such as virulence,  enzymes,  toxins 



and  other  proteins  that  increase  the  pathogenicity  and  allow  adherence,  resistance  to 

phagocytosis and lysis of eukaryotic cells.Among the factors, the formation of biofilms 

and  the ability  to adhere  to host cells are crucial  for  the  initiation and maintenance of 

infection  and  are  directly  attached  to  the  surface  hydrophobicity.  In  this  context,  this 

study  aimed  to  evaluate  the  adhesive  properties  of  strains  of S.  aureus  obtained  from 

different  laboratories  of  Clinical  Analyses  of  the  Metropolitan  Region  of  Recife. 

Evaluation  of  cell  surface  hydrophobicity  was  done  by  Microbial  Adhesion  Assay 

solvent,  which  constitutes  bacterial  affinity  to  a  polar  solvent  (hexadecane).  Then 

measured was the formation of biofilms by adhesion of bacterial cells  to polyethylene 

plates (96 wells) using a crystal violet solution as developer.

Key words:   Biofilm, Staphylococcus aureus, Microbial  adhesion, Relation parasite  / 

host.
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I.     INTRODUÇÃO

Produtor  de  coagulase  e  pertencente  ao  grupo  das  Eubactérias,  o 

Staphylococcus  aureus  é  uma  bactéria  Gram­positiva.  O  gênero  Staphylococcus  faz 

parte  da  família  Staphylococcaceae  que  inclui  também  os  gêneros  Gamella, 

Micrococcus e Salinicoccus 1,2. O gênero compreende 38 espécies; dessas 16 podem ser 

encontradas na pele e mucosas do ser humano, podem causar infecções localizadas ou 

sistêmicas, sendo S. aureus a espécie mais virulenta e estudada sendo uma das espécies 

de interesse humano que possui a enzima coagulase3.

S.  aureus  é  um  microorganismo  de  grande  importância  clínica,  sendo 

considerado  um  dos  principais  agentes  infecciosos  do  último  século4.  Visto  como 

patógeno  oportunista  associado  à  colonização  fisiológica  de  pele  e  mucosa,  provoca 

infecção  quando  essas  barreiras  fisiológicas  são  rompidas,  permitindo  a  proliferação 

bacteriana, podendo essas infecções serem simples até graves5,6.

É um microorganismo versátil, responsável por um amplo espectro de doenças, 

como  septicemia,  endocardite,  pneumonia,  osteomielite,  artrite  séptica,  infecções  da 

pele, de feridas, do sistema nervoso central, do trato urinário e infecções associadas com 

dispositivos  intravasculares  e  corpos  estranhos7,8,9,10,11,12,13,14,15.  Infecção  por  S.  aureus  é 

uma das principais causas de morbidade e mortalidade pelo mundo16,17.

  Esta  espécie  representa  um  sério  problema  de  saúde  pública,  sendo 

considerado  o  principal  agente  causador  de  infecções  hospitalares,  onde  cepas 

resistentes  a meticilina  e outras  classes de  antibióticos,  são endêmicos  e pode ocorrer 

uma diminuição da sensibilidade a vancomicina19,20. 

Considerando  como  patógeno  oportunista,  o  S.  aureus  pode  causar  doenças 

invasoras, devido à presença de  fatores de virulência que aumentam sua possibilidade 



de  alcançar  sítios  normalmente  estéreis18,21.  Infecções  graves  provocadas  por  este 

microorganismo  podem  ocorrer  frequentemente  em  pacientes  hospitalizados  podendo 

gerar  consequências  preocupantes,  principalmente  com  relação  à  antibioticoterapia22. 

Mais  de  95% dos S.  aureus  em pacientes  com  infecções,  em  todo  o mundo,  não  são 

sensíveis a tratamentos com antibióticos como penicilina e ampicilina23.

Tendo a capacidade adesiva de S. aureus à célula hospedeira depende também 

do nível de hidrofobicidade de sua superfície celular24.

A  formação  de  biofilme  é  outro  aspecto  muito  importante  para  muitas 

infecções por S.aureus, e infecções de dispositivos médicos implantados. Isto é verdade 

não só em relação à patogênese da  infecção em si, mas  também no que diz respeito à 

terapia antimicrobiana. É bem verdade, que a presença de um biofilme limita a eficácia 

da  terapêutica antimicrobiana para o ponto que a  intervenção cirúrgica é muitas vezes 

necessária para remover tecidos infectados e / ou dispositivos implantados25.

II. PROCEDIMENTOS METODOLÓGICOS

II.1. Aquisição das Amostras Clínicas

As cepas bacterianas foram obtidas em Laboratórios da região metropolitana do 

Recife. As amostras foram selecionadas conforme a variação do sítio de infecção, como 

visto na tabela 1.

II.2. Antibiograma

Foram testados 9 antibióticos de diferentes classes para a avaliação do perfil de 

resistência das cepas, encontrados na tabela 2.



II.3. Avaliação da suscetibilidade a antimicrobianos

Os microrganismos  testados  foram  inoculados  por  suspensão  direta  em  água 

destilada  autoclavados  a  partir  de  cultura  com  24  horas  de  repicagem  em meio  ágar 

Mueller­Hinton para os microrganismos da coleção. A suspensão foi ajustada através da 

escala  padrão  0,5  de  McFarland.  A  avaliação  da  suscetibilidade  a  diversos 

antimicrobianos  (cloranfenicol,  eritromicina,  ampicilina,  clindamicina,  oxacilina, 

linezolida, tetraciclina, vancomicina, gentamicina) foi realizada pelo método de difusão 

em disco proposto por Baur et al.27. A determinação da Concentração Mínima Inibitória 

foi  realizada  através do método de microdiluição  como descrito no CLSI28,  utilizando 

solução  de  Resazurina  (0.01%)  como  indicador  de  crescimento  bacteriano  como 

mostrado na tabela 3.

II.4. Método do Vermelho Congo

A  formação  de  biofilme  também  foi  avaliada  pelo  método  desenvolvido  por 

Freeman  et  al.  (1989).  O  cultivo  foi  feito  no  meio  de  cultura  denominado  Ágar 

Vermelho Congo, constituído de caldo infusão cérebro­coração 37g/L, sacarose 50g/L, 

ágar 10g/L e corante vermelho Congo 0,8g/L. O corante vermelho Congo foi preparado 

como solução aquosa concentrada, autoclavado separadamente a 120°C por 15 minutos, 

sendo adicionado ao ágar quando este atingiu a  temperatura de 55°C. S. aureus  foram 

semeados sobre o meio por estrias com alça bacteriológica,  incubados em aerobiose a 

35­37°C por 24 horas e após, deixados em temperatura ambiente por mais 18 horas. Os 

S.  aureus  produtores  de  colônias  negras  foram  considerados  slime  positivo,  enquanto 

que as colônias que mostraram cor vermelha foram consideradas slime negativo.



II.5. Avaliação da hidrofobicidade da superfície extracelular

A hidrofobicidade  dos  isolados  de S.  aureus  foram  avaliadas  pelo Ensaio  de 

Adesão Microbiana a Solvente proposto por Bellon­Fontaine e Rault26, que consiste na 

afinidade  bacteriana  a  um  solvente  apolar  (hexadecano).  Logo  após  as  células 

bacterianas  foram centrifugadas  a  7000 g  por  5 minutos  e  ressuspendidas  em  tampão 

fosfato de potássio (0,01 M; pH 6,5) a uma absorbância a 600 nm (Abs1) de 0,4 (~ 108 

UFC ml−1). Esta suspensão foi misturada ao solvente (1:6 v/v) por agitação durante 90 s 

até  formar  uma  emulsão.  Após  repouso  em  temperatura  ambiente  por  20  min  (com 

separação  de  duas  fases)  a  absorbância  da  fase  aquosa  foi  mensurada  (Abs2).  A 

porcentagem  de  adesão  microbiana  ao  solvente  hidrofóbico  (AMSH)  foi  expressa 

seguindo a fórmula:

AMSH (%)= (1− Abs2/Abs1) × 100

II.6.  Formação de Biofilme.

Os  isolados  clínicos  foram  testados  quanto  a  formação  de  biofilme  através  da 

metodologia descrita por Stepanovic et al.  (2007). Os  isolados apresentaram formação 

fraca, moderada e forte quanto a formação de biofilme como descrito por Trentinet al. 

(2011).

III. RESULTADOS E DISCUSSÃO

Na totalidade,  foram utilizadas 17 cepas de Staphylococcus aureus,  sendo uma 

cepa padrão do Departamento de Antibióticos da UFPE e as demais amostras clínicas, 

conforme a tabela 4.



Os resultados dos antibiogramas a classe das penicilinas apresentaram uma alta 

taxa  de  resistência,  a  ampicilina  registrou  100%(16/16)  de  resistência,  a  oxacilina 

registrou  37,5%(6/16)  e  63,5%(10/16)  de  sensibilidade.  No  grupo  dos  glicopeptídeos 

apresentou uma alta sensibilidade, avancomicina registrou 12,5%(2/16) de resistência e 

87,5%(14/16) de sensibilidade. No grupo dos aminoglicosídeos, a gentamicina registrou 

12,5%(2/16) de resistência e 6,25%(1/16) de resistência intermediaria e 81,25%(13/16) 

de  resistência.  No  grupo  das  licosaminas,  a  clindamicina  registrou  56,25%(9/16)  de 

resistência e 43,75%(7/16) de sensibilidade. No grupo do cloranfenicol o registro foi de 

18,75%(3/16) de resistência e 6,25%(1/16) de resistência intermediaria e 75%(13/16) de 

resistência.  No  grupo  da  tetraciclina  o  registrou  foi  de  31,25%(5/16)  de  resistência, 

18,75%(3/16) de resistência intermediária e 50%(8/16) de sensibilidade. No grupo dos 

macrolídeos  a  Eritromicina  registrou  50%(8/16)  de  resistência  50%(8/16)  de 

sensibilidade  eporfim  a  Linezolida  que  projetou,  31,25%(5/16)  de  resistência  e 

68,75%(11/16) de sensibilidade.

Uma  análise  de  amostras  clínicas  provenientes  de  infecções  de  pele  e  tecidos 

moles de pacientes ambulatoriais de um hospital universitário em Recife ­ PE, Brasil e 

avaliou  o  perfil  de  resistência  antimicrobiana  das  linhagens  de  S.  aureus,  e  foram 

observados resistência a diversas classes de antibióticos que corroboraram com o estudo 

proposto.(Carcido,2012)

Os Staphylococcus são reconhecidos por infecções causadas com a presença de 

biofilme que é um importante fator de virulência em várias bactérias. A etapa chave na 

formação de biofilme é a secreção de um componente extracelular "slime" denominado 

polissacarídeo de adesão intercelular (PIA).(OSMAN, 2015). O slime é definido como a 

substância  polimérica  extracelular,  também  conhecido  como  EPS,  que  é  formada 

principalmente por PIA em S. aureus (FABRES­KLEIN, 2015).



De acordo com Raza et  al(2008),  a  formação de biofilme é um mecanismo de 

resistência  usado  por  bactérias  para  evitar  antimicrobianos.  O  EPS  secretadas  pelas 

bactérias  atua  como  uma  barreira  que  pode  desempenhar  um  papel  de  proteção, 

evitando a absorção e a penetração de agentes antimicrobianos.

Neste  estudo  a  formação  de  biofilme  foi  avaliada  de  acordo  com  protocolo 

descrito  por  Stepanovic  et  al.(2007).Todos  os  isolados  investigados  conforme  a 

metodologia utilizada, apresentaram forte formação de biofilme.

Em um estudo realizado por Meghrni (2014) foi investigada a produção de slime 

usando  o método  do  ágar  vermelho  congo,  por  21  linhagens  de  S.  aureus  isolados  a 

partir da cavidade oral de pacientes da Tunísia e revelou que 91% das linhagens foram 

produtoras de slime.

Essa mesma técnica,ágar vermelho congo, utilizada para verificar a formação de 

biofilme(os resultados expostos na tabela 5) indicam que 81,25% (13/16) das linhagens 

estudadas foram positivas, apresentando coloração quase negra ou negra e consistência 

seca ou áspera seguindo a escala de cores estimada por Arciola (2002). (tabela5)

Segundo  estudos  realizados  por  Watts  et  al.(1994),a  existência  de 

microrganismos  resistentes  a  antibióticos,  deve­se  em  parte  ao  uso  indiscriminados 

desses  compostos,  tanto  na  sua  seleção  quanto  no  cumprimento  inadequado  de  sua 

administração. A necessidade de conhecimento dos patógenos e a farmacocinética dos 

antimicrobianos permitifazer um melhor uso dos antibióticos, de maneira que se possa 

evitar  o  uso  errôneo  desses  fármacos  que  se  dita  sensível  quando,  na  realidade,  é 

possível que a bactéria se proteja da ação antimicrobiana pela atividade do biofilme.

Portanto,  entender  o  comportamento  de  agentes  infecciosos  produtores  de 

biofilme permitirá um melhor manejo das patologias que estes participam, assim como a 

implementação de medidas que conduzam sua prevenção e seu tratamento.



            A hidrofobicidade é uma medida da resistência de compostos não polares para 

dissolução em água. Por conseguinte, a hidrofobicidade da superfície de uma molécula é 

a  sua  tendência  para  interagir  com  os  grupos  não  polares  (Rojas­Grau  e  et  al.,2009; 

Murillo­Mart'ınezand  et  al.,  2011). As  superfícies  das  células  bacterianas  são 

carregadas  negativamente,  entretanto  contém  componentes  hidrofóbicos  em  sua 

superfície, variando de acordo com a espécie e a linhagem(GOULTER et al.,2009).

Alguns  autores  relacionam  a  dificuldade  do  controle  de  infecções  hospitalares 

em  decorrência  da  maior  sobrevivência  de  bactérias  em  meio  aquoso  como  sangue 

(Smith et al.,1996). Bactérias, ao persistirem no ambiente hospitalar, apresentam maior 

sobrevivência  por  tornarem­se  mais  adaptadas  (Wagenvoort  et  al.,  2000).  Das  cepas 

testadas, 70% obtiveram leitura de hidrofobicidade acima da cepa padrão (ATCC).

IV.CONCLUSÃO

Os  resultados  obtidos  neste  trabalho  mostram  que  queos  isolados  clínicos  de 

Staphylococcus aureus, são fortes formadores de biofilme, o que os atribui uma característica de 

resistência.  As  propriedades  adesivas  visualizadas  nas  cepas  de  S.  aureus  melhoram  sua 

capacidade  de  formação  de  biofilme melhorando  consequentemente  sua  resistência,  quanto  a 

esses estudos podemos verificar o aumento nas resistências de cepas de Staphylococcus aureus 

quanto a sua hidrofobicidade e formação de biofilme.
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TABELA 1.  Sítios de infecção dos isolados clínicos de S. aureus testados

Amostras Sítio de infecção

FPSB01 Sangue

FPSB02 Ponta de cateter

FPSBO3 Ponta de cateter

FPSBO4 Secreção de ferida operatória

FPSBO5 Secreção nasal

FPSB06 Ponta de cateter

FPSBO7 Secreção traqueal

FPSBO8 Sangue

FPSBO9 Secreção de úlcera

FPSB10 Ferida operatória

FPSB11 Secreção nasal

FPSB12 Secreção de ferida operatória

FPSB13 Ponta de cateter

FPSB14  Sangue

FPSB15 Secreção traqueal

FPSB16 Ponta de cateter

ATCC 02 UFPEDA



TABELA  2.  Grupos  dos  antibióticos  usados  na  avaliação  da  suscetibilidade  a 

antimicrobianos.

Grupos Antibióticos Concentração

Macrolídeos Eritromicina 25 µg

Lincosaminas Clindamicina 2 µg

Β­Lactâmicos  Oxacilina 1 µg

Β­Lactâmicos Ampicilina 10 µg

Oxazolidinonas Linezolida 30 µg

Tetraciclinas Tetraciclinas 30 µg

Glicopeptídeos Vancomicina 30 µg

Cloranfenicol Cloranfenicol 30 µg

Aminoglicosideos  Gentamicina 10 µg



TABELA  3.  Relação  entre  a  concentração  dos  antibióticos  no  disco  e  leitura  do 

diâmetro  do  halo  de  inibição  para  classificação  do  Staphylococcus  em  resistente(R), 

intermediário(I) e sensível(S).

Agente Código Halos de inibição
R I S

Ampicilina AMP 28 ­ 29

Eritromicina ERI 13 14 18

Clindamicina CLI 14 15 21

Cloranfenicol CLO 12 13 18

Gentamicina GEN 12 13 15

Linezolida  LIN 20 21 23

Oxacilina OXA 10 11 13

Tetraciclina TET 14 15 19

Vancomicina VAN ­ ­ 17 Este  teste não 

é  mais  recomendado  pelo 

CLSI,  para  verificação  da 

sensibilidade  do S.  aureus, 

por  não  apresentar 

resultados  confiáveis  pelo 

método  de  difusão  em 

disco. 



TABELA 4. Resultados adquiridos através de teste de sensibilidade a antibióticos.
Amostras Eritromicina Clindamicina Oxacilina Ampicilina Linezolida Tetraciclina Vancomicina Cloranfenicol Gentamicina

FPSB01 R S R R R S S S S

FPSB02 S R S R R R S S R

FPSB03 R R R R S S S S S

FPSB04 R R S R S S S S S

FPSB05 S S R R R I S S S

FPSB06 S S S R S I S S S

FPSB07 S S S R R S R S S

FPSB08 S S S R S S S S S

FPSB09 R R R R S S S R I

FPSB10 R R S R S R R S S

FPSB11 R R R R S R S S S

FPSB12
                         
S                               S                 S R S R S R S

FPSB13 R R S R S S S R S

FPSB14 S R S R S S S S S

FPSB15 R R R R R I S I R

FPSB16 S S S R S R S S S



TABELA 5.  Aparência e produção de Biofilme das colônias de Staphylococcus aureus 

no meio de cultura Ágar Vermelho Congo.

Isolado 
clínico

Coloração Consistência Slime
FPSB01 Quase negra Seca e áspera +
FPSB02 Negra Seca +
FPSB03 Vermelha Áspera ­
FPSB04 Quase Negra Áspera +
FPSB05 Vermelha Cristalina +
FPSB06 Quase negra Áspera +
FPSB07 Quase Negra Seca +
FPSB08 Negra Áspera +
FPSB09 Quase negra Áspera +
FPSB10 Negra Áspera +
FPSB11 Vermelha Áspera ­
FPSB12 Quase Negra Áspera +
FPSB13 Quase Negra Seca e Áspera +
FPSB14 Vermelha Cristalina ­
FPSB15 Quase negra Seca e áspera +
FPSB16 Negra Seca +



FIGURA 1.  Aparência do Staphylococcus aureus no meio de cultura Ágar Vermelho 

Congo



FIGURA  2.    Leitura  do  diâmetro  do  halo  de  inibição  para  classificação  do 

Staphylococcus em resistente(R), intermediário (I) e sensível(S).
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