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RESUMO 
 
 
 
RAQUEL SOUZA CRUZ 
 
 
Análise do Efeito do Lócus agr sobre a Formação de Biofilme em Cepas de 
Staphylococcus aureus. 
 
 
Orientadora: Agnes Marie Sá Figueiredo 
 
 
Resumo da tese de Doutorado submetida ao programa de Pós-Graduação em 
ciências (Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Góes da 
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requeridos 
necessários para obtenção do título de Doutor em Ciências (Microbiologia). 
 
O Staphylococcus aureus é um importante patógeno de humanos, capaz de 
causar tanto infecções adquiridas na comunidade como nos hospitais. A 
expressão de muitos fatores de virulência estafilocócicos é regulada por 
sistemas globais de regulação gênica, incluindo o Agr (principal sensor de 
densidade populacional dos estafilococos). Amostras de S. aureus são 
reconhecidas como importante causa de infecções relacionas ao uso de 
cateteres e próteses, as quais estão associadas à formação de um filme 
bacteriano (biofilme) sobre superfícies de dispositivos médicos. O objetivo 
deste estudo foi avaliar o papel do sistema Agr no desenvolvimento do biofilme 
de S. aureus, utilizando construções agr-nulas derivadas de amostras clínicas. 
As amostras utilizadas neste estudo foram derivadas de S. aureus sensíveis 
(MSSA) ou resistentes (MRSA) à meticilina pertencentes a linhagens 
internacionais que estão circulando em hospitais ou em comunidades de 
diversos países (incluindo representantes do clone pediátrico, clone Nova 
Iorque/Japão, EMRSA 16, clone epidêmico brasileiro e do CA-MRSA USA400). 
As construções agr-nulas foram geradas através da troca de todo o lócus agr 
pelo gene tetM (que codifica para resistência à tetraciclina), através de 
recombinação homóloga via bacteriófago 80α, após propagação na RN6911 
(Δagr::tetM). A complementação da função do Agr foi obtida através da 
aquisição de um plasmídeo contendo a fusão Pbla-rnaIII-cat. Mutantes agr 
foram selecionados na presença do antibiótico apropriado e confirmados 
através de PCR, hibridização pela técnica de dot-blotting, Northern-blotting, RT-
PCR, utilizando primers e sonda específicos para um fragmento interno do 
rnaIII. O background genético das amostras selvagens e mutantes isogênicos 
foi confirmado através da técnica de eletroforese em campos elétricos 
pulsados. Um total de 14 mutantes agr-nulos, representativos das diferentes 
linhagens internacionais, foram obtidos. A complementação do rnaIII foi obtida 
para 5 desses mutantes, nos quais o agr havia sido eliminado. O biofilme foi 
formado na superfície inerte de poliestireno das microplacas de titulação e as 
leituras espectrofotométricas determinadas após coloração do biofilme com 
cristal violeta. Esta metodologia foi validada através da visualização do filme 
bacteriano formado através de microscópio de varredura confocal à laser. 
Nossos dados demonstraram que o agr pode modular de forma divergente o 
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biofilme de S. aureus. A eliminação do agr pôde tanto aumentar a formação de 
biofilme (nas amostras apresentando fenótipo não-produtor/fraco) como 
diminuir (nas amostras apresentando fenótipo moderado/forte produtor); ou 
ainda pôde exercer um efeito neutro sobre o filme biológico. O fato de que 
diferentes produtos regulados positivamente (incluindo, δ- e α-hemolisinas) e 
negativamente (tais como, FnBpAB) pelo agr terem sido implicados na 
formação do biofilme pelos S. aureus poderia, possivelmente, explicar os 
resultados aqui obtidos. Finalmente, desde que o agr pôde regular 
negativamente o biofilme em algumas amostras de S. aureus, dúvidas são 
levantadas quanto ao potencial das estratégias terapêuticas fundamentadas no 
uso de inibidores agr para se bloquear o desenvolvimento de biofilme por essas 
bactérias. 
 
Palavras-chave:  Staphylococcus aureus, mutantes agr-nulos, formação de 
biofilme, mutantes rnaIII-complementados, MRSA, lócus agr. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Rio de Janeiro 
Maio de 2008 
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ABSTRACT 
 
 
RAQUEL SOUZA CRUZ 
 
 
Análise do Efeito do Lócus agr sobre a Formação de Biofilme em Cepas de 
Staphylococcus aureus. 
 
 
Orientadora: Agnes Marie Sá Figueiredo 
 
 
Resumo da tese de Doutorado submetida ao programa de Pós-Graduação em 
ciências (Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Góes da 
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requeridos 
necessários para obtenção do título de doutor em Ciências (Microbiologia). 
 
 
Staphylococcys aureus is a major human pathogen that is able to cause either 
community or hospital acquired-infections. The expression of many 
staphylococcal virulence factors are finely regulated by global systems of gene 
regulation, including agr locus (the main staphylococcal quorum sensing). S. 
aureus isolates are recognized as important cause of catheter- and prosthesis-
related infections, which are associated with the bacterial ability to form biofilm 
on the surfaces of medical devices. The aim of this study was to evaluate the 
role of Agr system on biofilm formation using agr-null constructions derived from 
current clinical isolates of S. aureus. The isolates used in this work are 
methicillin-susceptible (MSSA) or –resistant (MRSA) S. aureus related to 
international lineages that are circulating in hospitals or in communities in 
different countries (including representatives of pediatric clone, New York/Japan 
clone, EMRSA 16, Brazilian epidemic clone and USA400 CA-MRSA). The agr-
null constructions were generated by replacement of the whole agr by the tetM 
gene (codifying for tetracycline resistance), using homologous recombination 
via 80α bacteriophage after propagation in RN6911 (Δagr::tetM). The 
complementation of the agr function in some agr-null constructions was 
achieved by the acquisition of a plasmid carrying Pbla-rnaIII-cat fusion. agr 
mutants were selected in the appropriated antibiotic and the agr-elimination and 
rnaIII  complementation were confirmed by PCR, dot-blot hybridization, 
Northern-blotting and RT-PCR, using specific primers or probe for an internal 
fragment of the rnaIII. The genetic background of the isolates and isogenic 
mutants was confirmed by pulsed-field electrophoresis. A total of 14 agr-null 
constructions representatives of different international lineages were obtained. 
rnaIII-complementation was carried out for 5 of these agr-deleted mutants. The 
biofilm was formed on the inert polyestirene surface of microtitre plates and the 
spectrophotometric determinations were carried out after violet crystal staining. 
This methodology was validated by the visualization of the bacterial film formed 
by confocal scanning laser microscopy. Our data showed agr can divergently 
modulates biofilm formation in S. aureus. The agr elimination could either 
increase (in the isolates displaying non-producer/weak producer phenotype) or 




 
13
decrease biofilm formation (in moderate/strong producers); or even display a 
neutral effect on the biological film. The fact that different agr up-regulated 
(including  δ- and α-hemolysins) and down-regulated (such as FnBpAB) 
products have been implicated on S. aureus biofilm formation would possibly 
explain the results obtained here. Finally, because agr could up-regulate biofilm 
in some S. aureus isolates one might be skeptical about the potential of 
therapeutic strategies fundamented in the use of agr inhibitors to block biofilm 
development by these bacteria. 
 
Key-words:  Staphylococcus aureus,  agr-nulls mutants, biofilm formation, rnaIII-
complemented mutants, MRSA, agr locus.
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Rio de Janeiro 
Maio de 2008 
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1 Staphylococcus aureus 
 
Os microrganismos classificados como Staphylococcus aureus subsp. 
aureus, freqüentemente denominados S.  aureus, foram alocados no único 
gênero da família Staphylococcaceae. Esses cocos Gram-positivos fazem parte 
da microbiota anfibiôntica da pele e membranas mucosas de humanos e outros 
mamíferos, podendo ser encontrados colonizando axilas, mucosas nasais, 
períneo e, em menor quantidade, boca, orofaringe, vagina, trato intestinal e 
glândulas mamárias (MURRAY et al., 2003). Os S. aureus são reconhecidos 
como importantes patógenos de humanos, podendo estar associados tanto às 
infecções de natureza comunitárias (KENNEDY et al., 2008) como hospitalares 
(DEURENBERG et al., 2007). 
A patogênese das infecções causadas pelos S. aureus pode ser dividida 
em cinco estágios principais: colonização, infecção localizada, disseminação 
sistêmica, sepse e/ou toxemia (ARCHER, 1998). As principais doenças 
causadas pelos S. aureus são a furunculose, foliculite, carbunculose, 
bacteremia, endocardite, pneumonia, meningite, sinusite, carbúnculo renal, 
osteomielite e artrite séptica. Outras doenças são mediadas pela produção e 
liberação de toxinas como: a síndrome da pele escaldada, atribuída às toxinas 
esfoliativas A, B, C e D (ETA-D); o impetigo bolhoso, que também tem sido 
relacionado à presença de ETA-D; a síndrome do choque tóxico, a qual tem 
sido associada à toxina da síndrome do choque tóxico - 1 (TSST-1) e ainda às 
enterotoxinas estafilocócicas, incluindo as do tipo B e C (SEB e SEC); e as 
intoxicações alimentares, onde várias enterotoxinas estafilocócicas (SE) 
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parecem estar envolvidas (DINGES, ORWIN & SCHLIEVERT, 2000; CHILLER, 
SELKIN & MURAKAWA, 2001; MCCORMICK, YARWOOD & SCHLIEVERT, 
2001; YAMAGUCHI et al., 2002; MURRAY et al., 2003; PRÉVOST, COUPPIÉ 
& MONTEIL, 2003). 
A patogênese das infecções associadas aos S. aureus é considerada 
multifatorial e está relacionada a um conjunto de fatores de virulência 
expressos em sua superfície, geralmente associados à aderência e invasão do 
microrganismo às células hospedeiras. Como exemplos desses fatores 
podemos citar as proteínas que se ligam à fibronectina A e B (FnBPAB), a 
proteína que se liga ao fibrinogênio (FbPs), a coagulase ligada (Coa), a 
proteína que se liga ao colágeno (CoBPs) e os fatores clumping (ClfAB). 
Componentes da superfície estafilocócicas, como a proteína A (Spa), podem 
ainda estar relacionados às diversas interações com os mecanismos de defesa 
do hospedeiro, durante o processo de colonização (invasinas e adesinas), de 
fuga da resposta imunológica (evasinas) e ainda na interferência com a 
modulação do sistema imune (modulinas) (PROJAN & NOVICK, 1997; 
WESSON et al., 1998; JARRAUD et al., 2000). 
Além dos fatores de superfície, os S. aureus podem produzir uma ampla 
variedade de exoproteínas, secretadas para o meio extracelular, as quais 
apresentam também um importante papel na patogenicidade desses 
microrganismos. As exoproteínas podem possuir funções enzimáticas (como 
serina- e metalo-proteases, hialuronidades e lipases) ou tóxicas. Essas 
exotoxinas, por sua vez, podem atuar como superantígenos, possuir atividade 
citotóxica ou até mesmo enzimática, sendo por isso, freqüentemente, 
incriminadas pelo agravamento de um quadro clínico. Além das toxinas já 
citadas acima, podemos incluir as citolisinas, como as α, β, δ, γ-hemolisinas e 
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as leucocidinas, dentre elas a leucocidina de Panton-Valentine (PVL), e ainda 
as diversas enterotoxinas A-C
1-3
, D, E, G-R e U (DINGES, ORWIN & 
SCHLIEVERT, 2000; YAMAGUCHI et al., 2002; LETERTRE et al., 2003; 
MURRAY  et al., 2003; OMOE et al., 2003). A TSST-1, as diversas 
enterotoxinas e as exoproteínas superantigênicas conhecidas como proteínas 
SET, cujos genes estão localizados em cluster no genoma do S. aureus, são 
freqüentemente referidas como superantígenos toxinas pirogênicas (PTSAgs; 
DINGES, ORWIN & SCHLIEVERT, 2000; MCCORMICK, YARWOOD & 
SCHLIEVERT, 2001). Os genes que codificam as enterotoxinas estafilocócicas 
podem ser carreados por diferentes elementos genéticos acessórios, como 
plasmídios, bacteriófagos ou Ilhas de patogenicidade estafilocócicas (SAPI), 
muitos dos quais apresentando mecanismos de transmissibilidade (DINGES, 
ORWIN & SCHLIEVERT, 2000; YAMAGUCHI et al., 2002). 
A expressão dos fatores de virulência encontra-se finamente regulada 
por vários sistemas globais de regulação gênica. Dentre esses sistemas 
incluem-se o sistema agr, principal sistema sensor de densidade populacional 
(quorum sensing) dos S. aureus; o SigB (fator sigma alternativo de fase 
estacionária); a proteína SarA (reguladora transcricional global); e os sistemas 
Sae e Arl (sistemas de dois componentes; signal transduction). Além desses 
mecanismos, várias proteínas que apresentam homologia com a proteína SarA 
também foram descritas como reguladoras transcricionais de genes de 
virulência em S. aureus, dentre elas a proteína Rot (SAID et al., 2003). 
 Os S. aureus, como descrevemos acima, têm capacidade para 
produzir um grande número de fatores de virulência, os quais são finamente 
orquestrados por esses e outros reguladores globais. Deste modo, acredita-se 
que essa complexa e intrincada rede reguladora possa ser responsável pela 
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extraordinária capacidade da bactéria de se adaptar aos diferentes nichos do 
organismo e, ainda, pela modulação de sua patogenicidade, tornando assim 
esses microrganismos extremamente versáteis como agentes de diversas 
doenças hospitalares ou comunitárias. 
 
1.2 Regulação gênica: lócus agr 
 
Com relação ao lócus agr, sabemos que este codifica para um sistema 
de  quorum sensing (QS) que promove a regulação positiva de proteínas 
extracelulares envolvidas na agressão ao hospedeiro, e que regula 
negativamente a expressão de proteínas de superfície responsáveis pela 
colonização e por diversas interações do microrganismo com as células do 
hospedeiro (NOVICK et al, 1993; JI, BEAVIS & NOVICK, 1997; LINA et al, 
1998; LYON et al., 2002; ZHANG et al., 2002). O lócus agr  é constituído de 
duas regiões divergentes de transcrição, RNAII e RNAIII, transcritas 
respectivamente pelos promotores agrP2 e agrP3 (JI, BEAVIS & NOVICK, 
1997). 
  O RNAII é composto de quatro genes: agrBDCA. O gene agrD codifica 
uma proteína que origina o peptídeo autoindutor do sistema agr, conhecido 
como AIP (do inglês: autoinducing peptide). A proteína AgrB, que está 
ancorada na bicamada de fosfolipídios da membrana, processa a proteína 
AgrD, através da digestão proteolítica, formação de ligação tioéster e posterior 
secreção já na forma de AIP (ZHANG, LIN & JI, 2004). As proteínas AgrA e 
AgrC participam de um sistema via dois componentes de transdução de sinais. 
A proteína AgrC atua como um receptor de membrana para o peptídeo AIP. 
Esta proteína possui um domínio transmembranoso e um outro histidina 
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quinase. Quando o AIP se liga hidrofobicamente à AgrC esta se auto-fosforila 
em seu domínio histidina quinase e ativa (fosforilando) a proteína AgrA. A 
proteína AgrA ativada, da mesma forma que a proteína SarA, se liga aos 
promotores agrP2P3 promovendo a transcrição de todo operon agr (JANZON & 
ARVIDSON, 1990; NOVICK et al, 1993; JI, BEAVIS & NOVICK, 1997; LINA et 
al, 1998; LYON et al., 2002; ZHANG et al., 2002; KOREM et al., 2005; 
ROBINSON et al., 2005). 
  O RNAIII é a molécula efetora do lócus agr, atuando na regulação à 
distância (em trans) de diversos fatores de virulência, em nível de tradução, 
direta ou indiretamente. No meio da fase logarítmica do crescimento 
bacteriano, o RNAIII começa a ser expresso e regula negativa e diretamente 
(através de um mecanismo antisenso) várias proteínas de superfície 
importantes para a adesão e/ou invasão às células do hospedeiro, como as 
proteínas Spa, Clf, FnBP, etc; e positiva e indiretamente exoproteínas, como 
serina proteases, toxinas (incluindo, alfa-hemolisina, TSST-1, várias 
enterotoxinas), etc. Este último mecanismo envolve a degradação de Rot 
(repressor global de toxinas de S. aureus) através de um mecanismo de 
antisenso (NOVICK et al., 1995; MORFELDT, TEGMARK & ARVIDSON, 1996). 
O esquema a seguir ilustra o funcionamento do lócus agr (FIGURA 1; 
adaptado de IWATSUKI et al., 2006): 
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Figura 1 (Adaptada de IWATSUKI et al., 2006): Modelo esquemático do sistema de 
quorum sensing agr. RNAIII é a molécula efetora do lócus agr, que é transcrita pelo 
promotor  agrP3 e que regula positivamente a expressão de exoproteínas e 
negativamente a expressão de proteínas de superfície. O RNAII, transcrito pelo 
promotor agrP2, é composto dos genes agrBDCA. O gene agrD codifica para a 
proteína AgrD, que origina o peptídeo autoindutor do sistema Agr (AIP). A proteína 
AgrD se dirige ao mesmo compartimento onde se encontra a proteína AgrB. A proteína 
AgrD é processada pela AgrB e secretada já como AIP. As proteínas AgrC e AgrA  
participam de um sistema de transdução de sinais via dois componentes. O peptídeo 
AIP ativa o lócus agr ao se ligar hidrofobicamente à proteína de transmembrana 
sensora AgrC. Por sua vez, essa proteína se auto-fosforila e ativa (fosforilando) a 
proteína AgrA, a qual, em conjunto com a proteína SarA, são capazes de se ligarem 
aos promotores agrP2P3, ativando assim a transcrição de todo operon Agr. 
 
Os peptídeos autoindutores produzidos a partir do lócus agr possuem 
algumas variações na seqüência de aminoácidos e nos domínios histidina-
quinase de seus receptores, e a partir dessas diferenças foram determinados 
quatro tipos polimórficos de agr até o momento: AgrI, AgrII, AgrIII e AgrIV. O 
AgrIV foi detectado em um clone envolvido em surtos de Síndrome da Pele 
Escaldada nos EUA e na França. O AgrIII foi inicialmente verificado, nos EUA, 
nas primeiras amostras de S. aureus produtoras da Síndrome do Choque 
Tóxico associadas ao uso de tampões. As amostras Agr I e II são encontradas 
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em infecções comunitárias e hospitalares de um modo geral. Sabe-se que 
amostras de Staphylococcus apresentando um tipo Agr heterólogo inibem a 
expressão do agr de outras e essa inibição da expressão deste operon 
representa um tipo de interferência bacteriana (interferência gênica) que 
poderia estar correlacionada com a habilidade de uma cepa suplantar outra, 
nos locais da infecção e/ou de colonização (JI , BEAVIS & NOVICK, 1997; 
JARRAUD et al., 2000; JARRAUD et al., 2002). 
 
1.3 Staphylococcus aureus resistentes à meticilina (MRSA) 
 
A detecção das primeiras cepas de S. aureus resistentes à meticilina 
(MRSA) ocorreu no início da década de 1960, pouco tempo após a introdução 
na terapêutica médica das penicilinas semi-sintéticas resistentes à β-lactamase 
(JEVONS, 1961). Esse novo tipo de resistência ocorreu devido à aquisição do 
gene mecA que codifica para uma nova proteína de ligação à penicilina (PBP2a 
ou PBP2’), a qual possui baixa afinidade pelos antibióticos β-lactâmicos e atua 
como uma transpeptidase substituta na síntese da parede celular (DE JONGE 
et al.,1992; BERGER-BÄCHI, 1995). O gene mecA é um segmento de DNA de 
2,1 Kb que se encontra inserido em um grande bloco de DNA exógeno 
conhecido como cassete cromossômico estafilocócico mec (SCCmec; 
KATAYAMA, ITO & HIRAMATSU, 2000; LIVERMORE, 2000; HIRAMATSU et 
al., 2002). 
O SCCmec
 
encontra-se integrado em um sitio específico (attBscc), 
localizado próximo à origem de replicação dos S. aureus. Este segmento, que 
varia cerca de 20-67 Kb, é flanqueado por seqüências diretas e repetidas e 
carreia genes reguladores para a expressão do gene mecA (mecR1 e mec1) e 
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ainda o chamado complexo de genes ccr, que codifica recombinases 
responsáveis pela inserção do SCCmec no cromossomo. Além desses genes, 
elementos genéticos também podem estar inseridos no cassete, dentre eles os 
elementos de inserção (IS; do inglês insertion element) IS431, IS257,  os 
plasmídios pUB110, pT181, pI258 e o transposon (Tn) Tn554, sendo que 
alguns desses elementos carreiam genes de resistência, como os que 
codificam para resistência à eritromicina, tetraciclina, kanamicina, 
espectinomicina, tobramicina e metais pesados (HIRAMATSU et al., 2002). 
Foram descritos, até o momento, seis tipos SCCmec que diferem entre 
si pela combinação característica dos complexos de genes ccr  e  mec e do 
repertório de elementos móveis associados. O SCCmec tipo I é encontrado nas 
cepas de MRSA que predominavam nos anos 60 e não contém gene de 
resistência, exceto o mecA. Os do tipo II e do tipo III carreiam múltiplos genes 
de resistência e foram associados a cepas de MRSA dominantes na década de 
80. Esses três tipos de SCCmec têm sido observados em cepas de MRSA 
associadas às infecções hospitalares (ITO et al., 2001). Por outro lado, o 
SCCmec do tipo IV não apresenta gene de resistência associado, além do 
mecA, e possui uma nova combinação dos complexos mec e ccr. O SCCmec 
do tipo IV vem sendo encontrado, predominantemente, em cepas de MRSA 
adquiridas na comunidade, inicialmente descritas na Austrália e nos EUA (ITO 
et al., 2001). O tipo V carreia um complexo ccrC singular e não alberga genes 
codificadores de resistência, exceto o mecA (ITO et al., 2004). Até o momento, 
somente algumas linhagens de MRSA envolvidas em infecções comunitárias 
apresentaram esse tipo de SCCmec (COOMBS et al., 2004; O'BRIEN  et al., 
2005). Recentemente foi descrito o SCCmec tipo VI. Este último tipo foi 
observado em amostras do clone pediátrico que carreavam o ccrAB do alotipo 
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4 e não do alotipo 2, conforme detectado anteriormente em amostras desta 
linhagem. Porém este tipo só foi verificado em amostras do clone pediátrico 
que colonizavam hospitais em Portugal. Amostras do clone pediátrico isoladas 
de outros países, inclusive do Brasil, apresentavam SCCmec do tipo IV 
(OLIVEIRA, MILHEIRIÇO & DE LENCASTRE, 2006; MIRANDA et al., 2007). 
Variantes dos tipos principais de SCCmec têm sido descritas. Essas variações 
são baseadas na presença ou ausência de elementos genéticos móveis no 
cassete (OLIVEIRA & DE LENCASTRE, 2002; SHORE et al., 2005). Uma nova 
variante do SCCmec tipo IV, denominado IVh, foi recentemente descrita em 
cepas de EMRSA-15, e a diferença estaria nas regiões polimórficas J1 
(MILHEIRIÇO, OLIVEIRA & DE LENCASTRE, 2007). 
Nas décadas de 1980 e 1990 a prevalência dos MRSA em infecções 
nosocomiais aumentou em vários países do mundo (TEIXEIRA, et al., 1995; 
CHAMBERS, 1997). Desta forma, o MRSA tem causado um grande impacto 
sob o ponto de vista da Saúde Pública mundial, agravado pela freqüente 
multirresistência aos antimicrobianos e, inclusive, pela resistência aos anti-
sépticos e desinfetantes (AL-MASSAUDI, DAY & RUSSEL, 1991). Os MRSA, 
como dissemos, podem estar associados tanto a infecções hospitalares (HA-
MRSA) como a infecções comunitárias (CA-MRSA). Estas últimas têm sido 
motivo de atenção da comunidade médico-científica, uma vez que os β-
lactâmicos são antibióticos amplamente utilizados no tratamento empírico de 
diversas infecções comunitárias (DIEP et al., 2004). 
A emergência e a disseminação de cepas multiresistentes de S. aureus 
são reflexos de uma evolução bacteriana acelerada, induzida em grande parte 
pela pressão seletiva decorrente da imensa quantidade de agentes 
antimicrobianos utilizados no ambiente global (OLIVEIRA, TOMASZ & 
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LENCASTRE, 2002). A partir da década de 1980, os MRSA tornaram-se um 
dos patógenos hospitalares mais comuns, principalmente, em termos de 
incidência e gravidade das infecções, sendo importantes agentes etiológicos de 
pneumonias e bacteremias nosocomiais. Um fato da maior gravidade é a 
disseminação do MRSA em extensão mundial. Estirpes específicas desses 
microrganismos são capazes de se disseminar através dos continentes, 
podendo causar infecções nosocomiais ou mesmo comunitárias de natureza 
pandêmica. Desta forma, poucas linhagens vêm sendo descritas como 
causadoras da grande maioria das infecções nosocomiais que ocorre  no 
mundo (DEURENBERG et al., 2007; KENNEDY et al., 2008). 
Os principais clones encontrados causando infecções nosocomiais são: 
o clone ibérico - CI ou USA 500 (SCCmecI-ST247), o clone Nova Iorque/ Japão 
- CNI/J ou USA 100 (SCCmecII-ST5), o clone epidêmico brasileiro/húngaro - 
CEB (SCCmecIII – ST239), o clone pediátrico - CP ou USA 800 (SCCmecIV ou 
VI-ST5), e os clones EMRSA-15 (SCCmecIV-ST22) e EMRSA-16 (SCCmecII-
ST36), este último conhecido como USA 200. 
A presença do CI foi inicialmente detectada em um surto num hospital de 
Barcelona, Espanha, em 1989 (DOMINGUES et al., 1994; FERRY et al., 2006). 
Amostras geneticamente relacionada a esta linhagem foram encontradas, 
posteriormente, em oito hospitais portugueses; além de hospitais na Itália, 
Bélgica, Escócia, Alemanha e um hospital nos Estados Unidos, mais 
precisamente em Nova Iorque (SANCHES et al., 1995; DE SOUZA et al., 1996; 
OLIVEIRA et al., 1998; AIRES DE SOUZA et al., 2005). 
Amplamente disseminado no Brasil, o CEB foi inicialmente descrito em 
hospitais de Manaus a Porto Alegre (TEIXEIRA et al., 1995). Estudos 
posteriores demonstraram que amostras relacionadas aos CEB também se 
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encontravam disseminadas em hospitais de vários países incluindo Argentina, 
Uruguai, Paraguai, Chile, Portugal, Itália, República Tcheca, Austrália, Irlanda, 
Singapura, Coréia, Alemanha, Polônia e Espanha (OLIVEIRA et al., 1998; 
MELTER et al., 1999; AIRES DE SOUZA et al., 2001; CAMPANILE et al., 2001; 
COIMBRA et al., 2003; DE SOUZA et al., 2003; SHORE et al., 2004; COOMBS 
et al., 2005; HSU et al., 2005; SOO KO et al., 2005; WISPLINGHOFF  et al., 
2005;  LUCZAK-KADLUBOWSKA, KRZYSZTON-RUSSJAN & HRYNIEWICZ, 
2006; POTEL et al., 2007). Representantes dessa linhagem, que apresenta a 
mais ampla disseminação mundial, possuem SCCmec tipo III e o agr tipo I 
(FERRY et al., 2006; OLIVEIRA, WU & DE LENCASTRE, 2000). 
O CP (SCCmec tipo IV ou VI; agr tipo II) foi descrito em 1999, 
disseminado entre pacientes pediátricos em certos hospitais localizados de 
Portugal, Colômbia, Argentina, Polônia e Nova Iorque (SÁ LEÃO et al.,1999; 
AIRES DE SOUSA et al., 2005). Recentemente, amostras relacionadas ao CP 
foram isoladas, no Brasil, colonizando profissionais da saúde (MELO et al., 
2004) e pacientes infectados (MIRANDA et al., 2007). O CNI/J, geneticamente 
relacionado ao clone pediátrico, porém apresentando um SCCmec tipo II e o 
agr tipo II, foi descrito inicialmente nas cidades de Nova Iorque (EUA) e Tóquio 
(Japão) e, posteriormente, detectado em vários hospitais localizados em 
diferentes estados norte-americanos (DE LENCASTRE, DE LENCASTRE & 
TOMASZ, 1996; AIRES DE SOUSA, 2000; COIMBRA et al., 2003; FERRY et 
al., 2006). Mais recentemente essa linhagem foi também detectada no Brasil 
(MIRANDA et al., 2007). Finalmente, a prevalência dos clones designados 
EMRSA -15 e -16 no Reino Unido (SCCmec tipo IV e agr tipo I, SCCmec tipo II 
e  agr tipo III; respectivamente) e em outros países europeus foi descrita em 
2003 por Murchan e colaboradores. Recentemente, o EMRSA-15 foi descrito 
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como o clone responsável por suplantar o CEB em hospitais localizados em 
Porto, Portugal (AIRES DE SOUSA et al., 2005). O EMRSA-16 foi descrito na 
Espanha (CUEVAS et al., 2007) e em diversas infecções nosocomiais nos EUA 
(USA 200; COIMBRA et al., 2003; MCDOUGAL et al., 2003). 
 Relatos de infecções comunitárias por MRSA, em pacientes que não 
apresentam riscos clássicos para infecções nosocomiais (CA-MRSA sem 
risco), foram inicialmente observados na Austrália e Nova Zelândia, 
posteriormente nos Estados Unidos e em alguns países da Europa 
(VANDENESCH  et al., 2003). Mais recentemente, casos bem documentados 
de CA-MRSA foram também descritos em outros países, como por exemplo, 
Brasil, Suíça, Taiwan, Espanha e Japão (CHEN & HUANG, 2005; HARBARTH 
et al., 2005; RIBEIRO et al., 2005; TAKIZAWA et al., 2005; MANZUR et al., 
2008). As linhagens de CA-MRSA são tipicamente diferentes das de HA-MRSA 
(VANDENESCH  et al., 2003). Cepas de CA-MRSA sem risco geralmente 
causam infecções envolvendo pele e tecidos moles. Porém, infecções mais 
graves, como bacteremias e pneumonias, apesar de mais raras, têm sido 
relatadas. Cepas de CA-MRSA sem risco apresentam características bastantes 
particulares como a presença de  SCCmec
 
tipo IV ou V, freqüentemente 
produzem a leucocidina de Panton-Valentine (PVL), apresentam geralmente 
mais ampla susceptibilidade aos antimicrobianos, sendo não raramente 
resistentes somente aos β-lactâmicos e, em algumas casos à eritromicina. 
Outra característica dos CA-MRSA é o fenótipo de resistência heterogênea à 
meticilina (VANDENESCH et al., 2003). Entretanto, tais cepas podem adquirir 
genes de resistência aos demais antimicrobianos. Por exemplo, uma cepa de 
CA-MRSA foi descrita apresentando resistência a vários antimicrobianos por 
carrear um plasmídio de multirresistência (TAKIZAWA et al., 2005). 
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O grupo clonal conhecido como USA300 (ST8-SCCmecIV), CA-MRSA 
predominante nos EUA, é hoje o responsável pela maioria das infecções de 
pele e tecido mole que acometem indivíduos sadios da comunidade naquele 
país. Recentemente foi detectada uma variante multirresistente, relacionada ao 
USA300, causando predominantemente infecções de pele e tecidos moles em 
homossexuais do sexo masculino (DIEP et al., 2008; KENNEDY et al., 2008; 
O’HARA et al., 2008). 
Mesmo quando uma amostra de MRSA apresenta uma susceptibilidade 
mais ampla a drogas antimicrobianas, o antibiótico de escolha para o 
tratamento das infecções graves continua sendo a vancomicina. O uso dessa 
droga, por ser utilizada de forma intravenosa, requer a internação hospitalar do 
paciente (MAINARDI et al., 1995). Porém, em junho de 2002 foi isolada em 
Michigan uma cepa de S. aureus resistente à vancomicina (VRSA). Testes 
genotípicos confirmaram que esta cepa possuía os genes mecA  e  vanA. 
Apenas dois meses depois foi identificada uma segunda cepa VRSA, desta vez 
na Pensilvânia (TENOVER et al., 2004; WHITENER et al., 2004). O terceiro 
caso de VRSA foi descrito em março de 2004 em Nova Iorque (CDC, 2004). 
Em 2006 na Índia foram descritos mais três casos de VRSA (TIWARI & SEN, 
2006) e em 2007 foi descrita a primeira cepa de VRSA associada a biofilme em 
dispositivo médico em Nova Iorque (WEIGEL et al., 2007). Felizmente, este tipo 
de resistência continua sendo raro. 
Novos agentes antimicrobianos têm sido desenvolvidos pelas indústrias 
farmacêuticas como novas classes antibióticas: “oxazolidinonas” e 
combinações de quinupristina/dalfopristina (BERT, 2002; HEDSTROM, 2002; 
WOLFF, 2003). Essas drogas têm sido utilizadas em vários países no 
tratamento de infecções graves por MRSA e são conhecidas como linezolida e 




 
35
sinercide, respectivamente. A linezolida não deve ser administrada associada a 
outra droga antimicrobiana, devido aos seus efeitos antagonistas (BERT, 2002; 
GOUIN, 2003; WOLFF, 2003). Apesar de ser uma droga moderna, dados 
recentes relataram a emergência de cepas de S.aureus resistentes à linezolida. 
Essa resistência foi relacionada a mutações pontuais no gene que codifica o 
rRNA 23S bacteriano e acarreta resistência cruzada a outros antimicrobianos 
como cloranfenicol e sinercide (BESIER et al., 2008). 
 Um antimicrobiano que  pode ser considerado como uma alternativa 
para o tratamento de infecções por MRSA é a daptomicina, a qual apresenta 
rápida atividade em infecções por MRSA, conseguindo eliminar em até 3h 
cerca de 90% das células bacterianas, porém, não é indicada para infecções 
pulmonares (ENOCH et al., 2007; KANAFANI & COREY, 2007; MORTIN et al., 
2007). A rifampicina atua em sinergismo para a atividade bactericida da 
daptomicina (RAAD, 2007). 
Uma nova droga denominada tigeciclina, a primeira da classe glicil-
ciclina (tetraciclinas semi-sintéticas), já foi liberada para uso nos EUA, Europa e 
também no Brasil, onde a venda é liberada apenas para clínicas e hospitais. 
Esta droga é eficaz contra os MRSA, bem como contra outros microrganismos 
resistentes, por exemplo, Enterococcus faecium resistentes à vancomicina 
(BRADFORD, 2004; 
TOWNSEND,  POUND, & DREW, 2006). A gentamicina 
potencializa o efeito da tigeciclina aumentando a capacidade inibitória da 
tigeciclina em cepas de S. aureus (
MERCIER,  KENNEDY & MEADOWS, 
2002). A tigeciclina teve seu efeito comprovado em infecções de pele severas, 
em complicações de infecções de pele e em infecções intra-abdominais, não 
apresentando intolerância por parte dos pacientes. Afirmando seu efeito de 
amplo espectro,  esta droga se mostrou efetiva tanto em bactérias Gram-
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positivas multi-droga resistentes quanto em Gram-negativas (DOAN et al., 
2006; ROSE & RYBAK, 2006; GROLMAN, 2007). 
Outra classe que vem sendo utilizada mais recentemente é a das 
fluoroquinolonas, incluindo a WCK 771 e a clinafloxacina (JACOBS et al., 
2004). A clinafloxacina vem sendo utilizada em casos de endocardites 
causadas por MRSA com resultados significativos (LEVINE et al., 2004). 
Estudos recentes comprovaram que a moxifloxacina em concentrações mais 
elevadas, porém dentro da tolerância do paciente, é capaz de debelar 
infecções por MRSA envolvendo formação de biofilme no trato respiratório 
superior (DESROSIERS, BENDOUAH & BARBEAU, 2007). Além dos 
antimicrobianos citados acima, que já vem sendo utilizados no comércio, novas 
classes foram desenvolvidas e estão sendo testadas com sucesso, como por 
exemplo, lipoglicodepsipeptídio (ramoplanin) que inibe a biossíntese do 
peptidoglicano pela ligação aos lipídios intermediários I e II; a muraimicina, 
inibidora semi-sintética de biossíntese da parede celular; a mannopeptimicina, 
uma nova classe de glicopeptídio efetivo contra bactérias resistentes à 
vancomicina. Esta droga age inibindo a biossíntese do peptidoglicano pela 
ligação ao lipídio II e conseqüente formação de poros, e finalmente a 
arylalkylidene (rodamina e iminotiazolidina-4), que não são β-lactâmicos, porém 
interagem com as PBPs e que se mostraram efetivas contra os MRSA 
(WOODFORD, 2003; YAMASHITA et  al., 2003; RUZIN et al., 2004; 
ZERVOSEN  et al., 2004). Recentemente, muitos estudos vêm sendo 
desenvolvidos para encontrar novas drogas que sejam boas alternativas para a 
problemática dos microrganismos multiresistentes, antimicrobianos como novos 
(E) chalcones e novos derivados de thiazolil (BOZDAĞ-DÜNDAR et al., 2007; 
NOWAKOWSKA, KĘDZIA & SCHROEDER, 2007). Dentre os novos 
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antimicrobianos podemos destacar os recentes glicopeptídios efetivos na 
utilização contra os microrganismos Gram-positivos resistentes aos 
glicopeptídios convencionais, sendo eles denominados por dalbavancina e 
telavancina. A dalbavancina é um análogo da teicoplanina enquanto a 
telavancina é um derivado sintético da vancomicina (ZHANEL et al., 2008). 
 
 1.4 Produção de biofilme por S. aureus 
 
  Costuma-se definir o termo biofilme como uma comunidade microbiana 
inserida em uma matriz constituída de uma substância polimérica extracelular. 
Esta comunidade apresenta um fenótipo diferenciado, com variações na 
expressão gênica e síntese protéica, quando comparada com a população de 
células planctônicas (DONLAN & COSTERTON, 2002). De maneira geral, na 
natureza, o biofilme é formado por várias espécies, porém, quando associado 
às infecções hospitalares este é geralmente formado por uma única espécie. 
A formação de biofilme pelas bactérias confere uma série de vantagens, 
tais como, capacidade de resistir aos antimicrobianos, à fagocitose e à ação do 
sistema complemento, além de aumentar a habilidade de capturar e concentrar 
nutrientes do ambiente (BROWN, ALLISON & GILBERT, 1988; BEVERIDGE et 
al., 1997). A resistência aos antimicrobianos pode estar relacionada à 
capacidade do biofilme de atuar como barreira de difusão, a qual minimizaria a 
penetração das drogas; ou ainda a capacidade de contato entre células, o qual 
favoreceria a troca de material genético, levando a um aumento da 
multirresistência (XU, MCFETERS & STEWART, 2000; PARSEK & SINGH, 
2003; DE ARAÚJO et al., 2006). 
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  São sugeridas duas etapas para formação do biofilme: (i) a aderência 
bacteriana inicial à superfície do polímero e (ii) o acúmulo de células formando 
múltiplas camadas, devido ao depósito de material polissacarídico, formando 
assim o chamado “biofilme maduro” (GÖTZ, 2002). A primeira etapa da 
formação do biofilme não parece ser específica, podendo ocorrer devido a uma 
ligação direta de produtos bacterianos ao polímero (COSTERTON, 
MONTANARO & ARCIOLA, 2005; FLUCKIGER  et al., 2005).  Algumas 
proteínas dos estafilococos foram sugeridas como envolvidas nesse processo, 
incluindo AtlE, principal autolisina de S. epidermidis; proteínas da família Bap 
(do inglês: biofilm-associated protein), as quais parecem envolvidas na adesão 
celular a superfícies inertes; e as proteínas Ssp1 e Ssp2, que são adesinas tipo 
fimbriais da superfície bacteriana (FLEER & VERHOEF, 1989; HEILMANN et 
al., 1997; CUCARELLA et al., 2004; VADYVALOO & OTTO, 2005). 
Adicionalmente, as bactérias podem interagir com biomateriais depositados no 
polímero, como aqueles presentes no plasma: fibronectina, fibrinogênio, 
elastina e outros. Os S. aureus podem se ligar a essas moléculas através de 
seus vários componentes de superfície que reconhecem moléculas da matriz 
extracelular (MSCRAMMS, do inglês: Microbial surface components 
recognizing adhesive matrix molecules) (HEILMANN et al., 2003; XU et al., 
2006; O’GARA, 2007; ROHDE et al., 2007). Foi também sugerido que além das 
proteínas que se ligam à fibronectina A e B (FnBPAB; do inglês fibronection-
binding proteins A and B), outros produtos bacterianos podem se ligar à 
fibronectina. Um desses produtos seria o ácido teicóico da parede celular, o 
qual parece ser importante na adesão dos microrganismos aos polímeros e na 
colonização bacteriana (GÖTZ, 2002; KAITO & SEKIMIZU, 2007). A segunda 
etapa de formação de biofilme ocorreria após a ligação da bactéria ao polímero 
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e posterior produção e acúmulo de material extracelular mucóide. Por outro 
lado, a adesão intercelular parece ser mediada por essa matriz, através da qual 
as células se unem uma as outras (GÖTZ, 2002; BHINU, 2005; TU QUOC et 
al., 2007) 
  Desde a década de 1990, diversas publicações apontaram o gênero 
Staphylococcus  como um gênero bacteriano capaz de formar biofilme. 
Acredita-se que devido, pelo menos em parte, a esta característica, estes 
microrganismos se tornaram um dos principais agentes de infecções crônicas 
associadas a biopolímeros (JANSEN et al., 1989; COSTERTON, 
MONTANARO & ARCIOLA, 2005). Esse tipo de infecção pode ocorrer tanto 
precocemente, logo após a realização do procedimento cirúrgico, quanto 
tardiamente, após um longo período pós-procedimento (LASA et al., 2005). Foi 
verificado recentemente que algumas cepas de MRSA  apresentam maior 
capacidade para acumular biofilme, o que deveria servir como alerta em 
relação à problemática das infecções hospitalares (AMARAL et al., 2005). 
Tem sido sugerido que o desenvolvimento do biofilme parece estar 
associado à resposta da bactéria aos sinais (variações) ambientais tais como 
temperatura, pH, osmolaridade, concentração de oxigênio e de nutrientes, o 
que sugere que o biofilme deva estar sob fina regulação gênica. Estudos 
recentes indicam que devam existir, pelo menos, dois tipos de mecanismo de 
formação de biofilme nos estafilococos: i. o biofilme ica-dependente, mediado 
pelo polissacarídeo de adesão intercelular (PIA; do inglês: polysaccharide 
intercellular adhesin), também conhecido como N-acetilglicosamina polimérica 
(PNAG; do inglês: polimeric N-acetylglucosamin; MACK et al., 1996; 
GRINHOLC, WEGRZYN & KURLENDA, 2007) e ii. o ica-independente, este 
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parecendo mais complexo, e cujo mecanismo envolvido em sua formação não 
se encontra ainda, totalmente, esclarecido (O'GARA, 2007). 
 
1.4.1 Biofilme ica-dependente 
 
A síntese do PIA/PNAG nos Staphylococcus ocorre a partir de produtos 
codificados pelo operon ica (CRAMTON et al., 1999). O operon ica é formado 
pelos genes icaR (que codifica uma proteína repressora do operon) e icaADBC 
(que codificam proteínas envolvidas na biossíntese do PIA/PNAG). Segundo 
Gerke e colaboradores, 1998, as proteínas IcaA, C e D estariam localizadas na 
fração de membrana, enquanto IcaB se encontraria, principalmente, no 
sobrenadante da cultura bacteriana. A proteína IcaA tem atividade de 
transferase (N-acetilglicosaminiltransferase); IcaD atua como chaperona, 
fazendo a dobra correta (folding) de IcaA e a inserção desta à membrana; 
enquanto IcaC codifica uma proteína putativa de membrana, cuja função ainda 
não está definida (GERKE et al.,1998; O’GARA, 2007). A proteína IcaB se liga 
através de interação não-covalente à superfície celular estafilocócica, 
parecendo atuar através de uma desacetilação da matriz polissacarídica, 
conferindo assim carga positiva ao PIA/PNAG (O’GARA, 2007). O caráter 
catiônico do PIA/PNAG conferido por IcaB parece ser essencial para sua 
ligação à superfície bacteriana carregada negativamente (VUONG et al., 2004). 
Foi relatado que os genes icaR  e  tcaR (este último localizado em um 
lócus regulador associado à teicoplanina) codificam importantes repressores da 
expressão do operon ica em S. epidermidis e S. aureus. O gene tcaR é um 
repressor fraco em S. epidermidis. Em S. aureus, cepas mutantes 
apresentando tcaR inativo não apresentaram efeito na expressão do lócus ica, 




 
41
porém nos duplos mutantes tcaR e icaR ocorreu um sinergismo (JEFFERSON 
et al., 2004). 
O elemento de inserção IS256 também foi descrito como regulador da 
formação de biofilme em S. epidermidis, atuando no fenômeno de variação de 
fase, através da inativação dos genes icaA ou icaC por inserção deste IS, e 
posterior ativação dos genes, quando ocorre a excisão do elemento de 
inserção (ZIEBUHR et al., 1999). Estudos recentes demonstraram que um 
outro elemento genético móvel, o transposon Tn917, se insere no gene purR 
de  S. epidermidis (cujo homólogo regula a biossíntese de purinas em outros 
organismos Gram-positivos), atuando negativamente na expressão do ica e, 
conseqüentemente, no desenvolvimento do biofilme, através de mecanismo 
indireto (MACK et al., 2007). 
Foi sugerido, recentemente, que o sistema QS LuxS seria um importante 
regulador positivo de formação de biofilme em S. epidermidis. A expressão do 
luxS é requerida para a síntese da molécula autoindutora do tipo 2 (AI-2). 
Mutações inativando este gene influenciam negativamente na expressão do 
operon ica, na produção de PIA/PNAG e no desenvolvimento do biofilme (XU et 
al., 2006). Diferentemente do observado para S. epidermidis, em cepas de S. 
aureus a mutação em luxS não alterou a capacidade de formação de biofilme 
(DOHERTY et al., 2006). 
O SigB é o regulador global de stress e o gene rsbU codifica um 
regulador positivo de SigB, em estafilococos. Foi sugerido que esses fatores 
controlariam o biofilme em S. epidermidis reprimindo icaR (KNOBLOCH et al., 
2004). Porém, mutantes que não expressavam SigB em S. aureus foram 
capazes de formar biofilme (VALLE et al., 2003). Foi verificado ainda que a 
mutação do gene que codifica para SigB afetou a formação de biofilme 
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induzido por NaCl em S. epidermidis, mas não o biofilme induzido por etanol. 
Assim, foi sugerida a existência de duas vias reguladoras. Em S. epidermidis 
SigB parece ser necessário para uma estabilidade de longa duração do 
biofilme, uma vez que o biofilme em mutantes que não expressavam SigB foi 
disperso mais rapidamente (KNOBLOCH et al., 2004). 
Recentemente, mais um regulador global foi descrito nos S. aureus 
como responsável pela regulação da produção de biofilme, este gene foi 
denominado como spx.  O  spx  está envolvido com a tolerância a fatores de 
stress para célula bacteriana, como grandes variações de temperatura, 
presença de peróxido de hidrogênio e desequilíbrios osmóticos; através da 
interação direta com a subunidade α da RNA polimerase, de forma a regular a 
iniciação da transcrição. A regulação deste gene sobre o biofilme é negativa, 
uma vez que atua modulando positivamente a expressão de icaR (PAMP et al, 
2006). Normalmente a proteína Spx  é degradada pelas proteases ClpXP. Em 
experimentos realizados por Frees e colaboradores em 2004, ficou 
demonstrado que mutações em clpX não influenciaram a expressão de 
biofilme. Porém, mutantes clpP levaram ao aumento na expressão de biofilme. 
Assim, especulou-se que ClpP deve contribuir positivamente para produção de 
PIA/PNAG (PAMP et al., 2006; O’GARA, 2007). 
O lócus sarA codifica a proteína SarA, a qual é necessária, sob algumas 
condições de cultivo, para a expressão máxima dos promotores do lócus agr 
(BAYER, HEINRICHS & CHEUNG, 1996). Foi relatado anteriormente que 
mutações no lócus sarA em S. aureus e S. epidermidis levaram à diminuição 
da expressão do agr e diminuiram a habilidade dos mutantes de formar biofilme 
(VALLE et al., 2003; CONLON, HUMPHREYS & O’GARA, 2004). Foi sugerido 
que a proteína SarA promoveria a formação de biofilme de modo indireto, por 
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reprimir um dos repressores da biossíntese de PIA/PNAG (VALLE et al., 2003). 
Do mesmo modo, foi verificado que mutações no agr  em S. aureus teve 
pequeno impacto na formação do biofilme, porém quando as cepas sofreram 
mutações em sarA, o biofilme foi significativamente reduzido (BEENKEN, 
BLEVINS & SMELTZER, 2003; VALLE et al., 2003). 
Vale ressaltar que estudos realizados com uma biblioteca de inserção do 
transposon Mu na cepa S30, representante do clone pediátrico de MRSA, 
revelaram que a maioria das mutações levou à diminuição de PIA/PNAG e 
foram resultantes de inserções em trans com relação ao lócus icaADBC (ou 
seja, estavam localizadas fora do lócus icaADBC); e resultavam em um 
fenótipo de biofilme defeituoso. Assim, reguladores adicionais da expressão do 
operon  ica e da produção de PIA/PNAG necessitam ser caracterizados (TU 
QUOC et al., 2007). 
Tabela 1: Compilação de informações resumidas sobre a regulação de alguns 
genes no mecanismo de formação de biofilme ica-dependente. 
 
Autor  Gene 
Regulação 
do biofilme 
Gene (s) Regulado (s) 
Xu, 2006  luxS (S.epidermidis) positiva Ativa icaABCD 
Doherty, 2006  luxS (S.aureus) neutra  - 
Pamp, 2006 
spx 
negativa 
Reprime icaABCD 
Ativa icaR 
Valle, 2003 
Beenken, 2003 
sarA 
positiva 
Ativa icaABCD 
Reprime icaR 
Knobloch, 2004   δ
B
 (S. epidermidis) 
Positiva (NaCl) 
Neutra (etanol) 
Ativa icaABCD 
Reprime icaR 
Tu Quoc, 2007  Inserção de Tn Mu  negativa  Reprime icaABCD 
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1.4.2 Biofilme ica-independente 
 
  Apesar do importante papel do lócus icaADBC e das vias reguladoras 
que controlam a produção de PIA/PNAG no desenvolvimento do biofilme em 
Staphylococcus, estudos recentes indicam a existência de um mecanismo, ou 
mais, de formação de biofilme PIA/PNAG-independente tanto em S. 
epidermidis quanto em S. aureus (BEENKEN et al., 2004; FITZPATRICK, 
HUMPHREYS & O'GARA, 2005; ROHDE et al., 2005, 2007; KOGAN et al., 
2006). Tal fenômeno não seria, propriamente, uma surpresa devido à 
quantidade de adesinas celulares já descritas nesses microrganismos. 
O primeiro mecanismo ica-independente bem caracterizado foi descrito 
pelos grupos de pesquisa de Penades e Lasa, os quais demonstraram que a 
proteína associada à biofilme (Bap) era essencial para a aderência inicial e a 
acumulação intercelular durante o desenvolvimento do biofilme pela cepa 
S.aureus V329 isolada de mastite bovina (CUCARELLA et al., 2001; TORMO et 
al., 2007). Embora o gene bap tenha sido encontrado em somente 5% dos S. 
aureus de bovinos e pareça estar ausente em amostras clínicas humanas de S. 
aureus (CUCARELLA et al., 2001), recentemente observou-se que a proteína 
Bap é membro de um grupo de cerca de 100 proteínas de superfície com 
características estruturais e funcionais conservadas em diversas espécies 
bacterianas, e que parecem possuir um papel importante no desenvolvimento 
do biofilme (LASA & PENADES, 2006). 
Acredita-se que a proteína SarA atue como ativador transcricional do 
gene bap e, conseqüentemente, como regulador positivo do desenvolvimento 
do biofilme mediado por Bap (TROTONDA et al., 2005). Uma proteína 
homológa à Bap, que também pode mediar o biofilme ica-independente, foi 
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identificada em algumas amostras de S. epidermidis e em outras espécies de 
Staphylococcus coagulase-negativas (TORMO et al., 2005). 
O grupo de pesquisa de Smeltzer demonstrou, subseqüentemente, que 
a deleção do lócus ica na amostra clínica de S. aureus, isolada de humano, 
designada UAMS-1, biofilme positiva, não teve impacto algum no 
desenvolvimento do biofilme (BEENKEN et al., 2004). Ao contrário, a mutação 
do gene sarA na UAMS-1 resultou na diminuição da capacidade de formar 
biofilme. Foi relatado ainda, que a formação do biofilme ica-independente 
ocorreu também em quatro outras amostras clínicas de MRSA (FITZPATRICK, 
HUMPHREYS & O'GARA, 2005). 
Outros estudos demonstraram que a presença de NaCl induz, mais 
significativamente, a formação do biofilme em amostras de MSSA do que em 
MRSA (FITZPATRICK, HUMPHREYS & O'GARA, 2005). e o desenvolvimento 
desse biofilme foi ica-dependente, envolvendo a produção de PIA/PNAG. O 
NaCl é um ativador conhecido da transcrição do operon ica  (RACHID  et al., 
2000). Ao contrário, foi sugerido, recentemente, que o desenvolvimento de 
biofilme em amostras de MRSA seria primeiramente glicose-induzida, além de 
ser  ica-independente, e envolveria, aparentemente, uma ou mais adesina(s) 
protéica(s) (FITZPATRICK,  HUMPHREYS & O'GARA, 2005; O'NEILL et al., 
2007). Em um estudo posterior, mais atual, utilizando-se amostras de S. aureus 
clínicas, O’Neil e colaboradores aproveitaram as técnicas já utilizadas no 
estudo anterior e adicionaram ensaios específicos para a determinação das 
proteínas de superfície envolvidas na estrutura do biofilme. Com isso, os 
autores demonstraram que tanto a FnbpA quanto a FnbpB estavam associadas 
ao biofilme glicose-induzido ica-independente, tanto em amostras de MSSA 
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como de MRSA, independentemente do biofilme estar sob condições de fluxo 
ou estáticas (O'NEILL et al., 2008). 
Estes dados revelam um nível previamente desconhecido da 
complexidade dos mecanismos de regulação do biofilme em S. aureus. Não 
obstante, consistente com resultados dos grupos de Beenken (2004) e 
Trotonda (2005) foi confirmado que a mutação no lócus sarA extinguiu o 
desenvolvimento do biofilme em oito cepas de MRSA e em sete cepas de 
MSSA (O'NEILL et al., 2007). Estes dados sugerem fortemente que SarA deve 
atuar como um regulador principal tanto na expressão do biofilme ica-
dependente como ica-independente. (VALLE et al., 2003; TORMO et al., 2005; 
O'NEILL et al., 2007). 
Ao contrário de SarA, a mutação no agr teve efeito neutro no 
desenvolvimento do biofilme (BEENKEN et al., 2003) ou pôde conduzir à 
formação aumentada do biofilme (VUONG et al., 2000; TOLEDO-ARANA et al., 
2005). Além disso, sob condições diferentes de crescimento, a influência do agr 
na formação do biofilme pode variar de positiva, negativa e até mesmo não ter 
influência, talvez refletindo as respostas do lócus agr às influências ambientais 
externas (YARWOOD et al., 2004). 
Recentemente foi observado que a deleção do lócus agr em 21 
amostras de S. aureus resultou em um efeito variável (neutro ou positivo) no 
desenvolvimento do biofilme (O'NEILL et al., 2007). Vuong e colaboradores em 
2000 observaram que mutantes agr apresentaram um aumento na expressão 
do biofilme. Porém, esses autores observaram que a expressão do atlE em S. 
aureus, que codifica para a principal autolisina da parede celular, a qual havia 
sido previamente implicada na formação de biofilme PIA/PNAG de S. 
epidermidis, não foi afetada pela mutação no agr. Isto conduziu-lhes a hipótese 
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de que o lócus agr poderia influenciar o desenvolvimento do biofilme, ao menos 
em parte, devido a propriedade surfactante da δ-toxina (codificada pelo lócus 
agr, na região do RNAIII). Tal propriedade poderia impedir interações 
hidrofóbicas entre a célula e as superfícies do polímero. Corroborando com 
esta hipótese, quando a δ-toxina foi adicionada ao meio, em uma cultura da 
cepa mutante agr, a capacidade de formação de biofilme diminuiu (VUONG et 
al., 2000). Da mesma forma, como observado em S. aureus, uma mutação no 
sistema  agr em S. epidermidis foi associada à formação aumentada do 
biofilme, a qual independia de mudanças na produção de PIA/PNAG (VUONG 
et al., 2003). Estudos sobre o papel do lócus agr no fenótipo do biofilme dos 
Staphylococcus foram reunidos em uma revisão recente (KONG, VUONG & 
OTTO, 2006). Nesta revisão pode-se constatar a complexidade da regulação 
do biofilme nesses microrganismos e o número significativo de resultados, 
aparentemente, controversos. 
Outra proteína que foi associada à acumulação do biofilme é a Aap (do 
inglês: accumulation associated protein). Foi sugerido que a Aap teria a função 
de ancorar o PIA/PNAG à superfície da célula bacteriana, uma vez que se 
observou que os anticorpos anti-Aap poderiam inibir o biofilme PIA/PNAG-
dependente (HUSSAIN et al., 1997; GROSS et al., 2001). Outros estudos 
demonstraram que tanto o PIA/PNAG como a Aap parecem ser importantes 
para o estabelecimento do biofilme em S.aureus, uma vez que uma cepa 
apresentando deleção no operon ica foi capaz de apresentar formação de 
biofilme ica-independente, o qual estava associado à proteína Aap (ROHDE et 
al., 2007). O papel da Aap no aumento da expressão do biofilme foi também 
sugerido, recentemente, em amostras de S. epidermidis (DE ARAÚJO et al., 
2006). Rohde e colaboradores, em 2005, demonstraram que a clivagem 






 
48
proteolítica de Aap por proteases do hospedeiro ou de Staphylococcus foi 
suficiente para converter a proteína em uma adesina mediadora de biofilme, 
através de um mecanismo PIA/PNAG-independente. O homólogo de Aap em 
S. aureus, foi designado SasG, sendo conhecido por mediar aderência 
bacteriana à superfície das células epiteliais nasais possuindo, 
conseqüentemente, importância no estabelecimento da colonização e do 
biofilme em epitélio escamoso (ROCHE, MEEHAN & FOSTER, 2003; 
CORRIGAN et al., 2007). Estes dados destacam, naturalmente, a importância 
de moléculas da superfície celular de natureza protéica na mediação da 
aderência e no desenvolvimento do biofilme.  
Os ácidos teicóicos são atualmente conhecidos como importantes 
componentes da matriz extracelular do biofilme de Staphylococcus 
(SADOVSKAYA et al., 2004; 2005). Uma mutação no operon dlt de S. aureus, 
que participa da incorporação da D-alanina em ácidos teicóicos, levou ao 
fenótipo de biofilme negativo, mesmo a produção de PIA/PNAG não sendo 
afetada (GROSS et al., 2001). Entretanto, a adesão primária do mutante dlt foi 
diminuída quando comparada com a cepa isogênica selvagem. Estes dados 
sugerem que alterações nas forças eletrostáticas entre a célula bacteriana e a 
superfície de aderência podem influenciar na capacidade de formação do 
biofilme (GROSS et al., 2001). 
Um grande número de reguladores transcricionais tem sido implicado, 
recentemente, no desenvolvimento do biofilme ica-independente. Lim e 
colaboradores, em 2004, relataram que a acumulação do biofilme em S. aureus 
era controlada por um regulador tipo-araC, denominado regulador transcricional 
da formação do biofilme (rbf). A Rbf é mais de duas vezes o tamanho das 
proteínas médias da família de AraC. Cabe informar que a transcrição do 
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operon  ica  não foi afetada pela mutação em rbf (LIM et al., 2004), indicando 
,mais uma vez, a existência de um mecanismo ica-independente 
complexamente regulado. 
O sistema de dois componentes ArlR-ArlS codifica um sistema regulador 
aparentemente envolvido na autólise, na atividade proteolítica extracelular e na 
regulação negativa de biofilme (FOURNIER & HOOPER, 2000). Esse sistema 
está diretamente envolvido na regulação de alguns genes de virulência, tais 
como, hld (que codifica a delta-hemolisina), hlc (que codifica a hemolisina Hlc), 
lukD e lukE (codificadores de leucocidinas) e genes relacionados ao 
crescimento bacteriano. Mutações no lócus arlRS resultaram em um aumento 
na adesão inicial e na produção de PIA/PNAG. Não obstante, a ativação do 
biofilme no mutante arlRS não foi afetada por uma deleção do icaADBC, 
indicando que o PIA/PNAG não é um componente essencial da matriz do 
biofilme produzida pelo mutante arlRS. Similarmente, a deleção do gene 
principal da autolisina, atl (regulada pelo sistema ArlRS) não exerceu nenhum 
efeito no fenótipo do biofilme do mutante arlRS (TOLEDO-ARANA et al., 2005). 
Com isto em mente, é particularmente interessante o dado de que a ativação 
do biofilme no mutante arlRS foi sarA-dependente. Uma vez que SarA regula 
negativamente a produção de proteases extracelulares. Desta forma, uma 
hipótese provável para a ativação do biofilme pelo sarA seria a participação de 
uma proteína, ancorada à parede ou extracelular, no fenótipo do biofilme 
regulado negativamente pelo arlRS. Em contrapartida a mutação em sarA, a 
deleção do agr ativou o biofilme no mutante arlRS (TOLEDO-ARANA  et al., 
2005). Acredita-se que a regulação negativa do agr sobre este biofilme tenha 
ocorrido de forma indireta. Tal conclusão se deve ao fato desse sistema atuar 
regulando positivamente o lócus agr (LIANG et al., 2005). Esclarecimentos 
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adicionais sobre o papel de sarA e do agr em mecanismos ica-independentes 
de formação de biofilme necessitariam da identificação de outros mediadores 
do biofilme. 
O fenótipo do biofilme mediado por Aap e Bap envolve, obviamente, os 
mecanismos de adesão mediados por estas proteínas. Ademais, a mutação no 
arlS foi associada com a produção diminuída de proteases e o biofilme glicose-
induzido de MRSA é mediado, provavelmente, por adesinas protéicas (O'NEILL 
et al., 2007); o que poderia explicar a regulação negativa do biofilme ica-
independente pelo sistema ArlRS. Parece provável que a influência da SarA na 
regulação deste biofilme poderia também estar relacionada a sua atividade 
como repressora da produção de proteases extracelulares (O’GARA, 2007). 
SarA é conhecida como repressora da produção de quatro principais 
proteases de S. aureus (SspA, SspB, Aur e ScpA), cujas atuações resultam em 
níveis reduzidos de proteínas associadas à parede celular, dentre elas as 
FnBPAB (KARLSSON et al., 2001). Assim a adesina (ou adesinas) putativa 
mediadora do biofilme ica-independente poderia ser modificada ou degradada 
em um mutante sarA, devido a ativação de proteases. 
Considerando que sarA é um regulador positivo do operon agr, e que o 
agr regula vários fenótipos de virulência (CASSAT et al., 2006), é concebível 
que SarA poderia também afetar a formação do biofilme, indiretamente, através 
do agr. Entretanto, foi demonstrado previamente que a cepa JP80 (derivada do 
mutante agr V329) não foi afetada em sua capacidade de formar biofilme 
mediado pela proteína Bap (TROTONDA et al., 2005), sugerindo que SarA 
afetou a expressão de bap através de uma via agr-independente. Para testar 
esta hipótese, foram criadas mutações insercionais agr a partir das amostras 
JP60 e JP61, gerando as cepas JP81 e JP82, respectivamente. Nem a 
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expressão de bap nem a capacidade da formação do biofilme in vitro em placa 
de micro-titulação de poliestireno foram afetadas nos mutantes agr 
(TROTONDA et al., 2005). 
Foi descrito anteriormente que o gene cvfB de S. aureus é responsável, 
pelo menos em parte, por sua virulência (KAITO et al., 2005). Recentemente, 
foi relatado que o gene cvfB regula a expressão de genes que codificam para 
exoproteínas. Em um mutante cvfB-deletada, a atividade hemolítica, produção 
de DNase e de proteases estavam diminuídas, enquanto a expressão da 
proteína A aumentada. A transcrição de RNAIII estava também reduzida no 
mutante  cvfB. Estes resultados sugerem que o produto do gene cvfB deva 
também contribuir para a expressão de fatores de virulência e, 
conseqüentemente, para a patogenicidade através de vias agr-dependentes e 
independentes (MATSUMOTO et al., 2007). O gene cvfA está descrito como 
um gene regulador de genes relacionados à virulência, principalmente, por 
estar envolvido na cascata de regulação do agr. Tanto o cvfA como o cvfB são 
genes conservados e presentes na maioria das bactérias patogênicas 
(NAGATA, KAITO & SEKIMIZU; 2008). Desta forma, este gene pode ser outro 
candidato na rede regulatória de diversos fatores de virulência, inclusive 
modelando a formação e/ou acúmulo de biofilme. 
 A proteína TraP de 21 KDa, é extremamente conservada entre os 
Staphylococcus sp. Esta proteína estaria envolvida na recepção do sinal do 
quorum-sensing do lócus agr, sendo descrita como alvo para ativação do 
RNAIII. Foi sugerido que a TraP era fundamental para a expressão de genes 
de virulência e também influenciava a expressão de biofilme (KOREM et al., 
2005). Utilizando um modelo experimental com murinos, Balaban e 
colaboradores, em 2007, demonstraram que cepas de S. aureus mutantes agr-
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nulas e traP-nulas eram deficientes na produção de biofilme, assim como as 
cepas selvagens tratadas com peptídeo inibidor do RNAIII (RIP; do inglês RNA 
III-inhibiting peptide). Aqueles autores sugeriram então que o lócus agr seria 
importante na produção de biofilme in vivo e que a utilização de RIP para o 
tratamento de infecções associadas a cateteres deveria ser avaliada como 
possibilidade terapêutica. Em contrapartida, trabalhos mais recentes, 
envolvendo tanto experimentos in vivo quanto  in vitro, contradizem a 
importância de TraP e  afirmam que mutantes TraP não apresentaram 
diferenças quando comparadas às cepas selvagens isogênicas quanto à 
expressão do lócus agr, nem com relação à produção de biofilme, nem na 
expressão de genes de virulência regulados pelo agr, nem na atividade 
hemolítica e nem em um modelo murino de artrite séptica (SHAW et al., 2007; 
TSANG et al., 2007). 
Tabela 2: Compilação de informações resumidas sobre a regulação de alguns 
genes no mecanismo de formação de biofilme ica-independente. 
 
Autor  Gene  Regulação do biofilme 
Trotonda, 2005 
Fitzpatrick, 2005 
O’Neil, 2007 
Tormo, 2005 
sarA 
Positiva 
Pratten, 2001 
sarA 
Negativa 
Lim, 2004 
rfb 
Positiva 
Matsumoto, 2007 
cvfB 
Negativa 
Balaban, 2007 
traP 
Positiva 
Fournier, 2000 
arlRS 
Negativa 
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Tabela 3: Resumo de informações sobre a controvérsia na literatura sobre a 
regulação do agr sobre a formação de biofilme em S.aureus. 
 
Autor  Regulação: 
BEENKEN et al., 2003  Neutro no biofilme 
VUONG et al., 2000 ; 
TOLEDO-ARANA et al., 2005 
Negativa 
YARWOOD et al., 2004  Positiva, negativa e neutra 
O'NEILL et al., 2007  Neutra ou positiva 
 
Alguns trabalhos afirmam ser extremamente promissor o uso do AIP 
como terapia inicial para tratamento de infecções por S.aureus, tanto naquelas 
associadas ao biofilme quanto a outros tipos de infecções, incluindo as 
infecções severas causadas por MRSA  (LYON  et al., 2000; VUONG et al., 
2000; DELL’ACQUA et al., 2004; OTTO, 2004; IWATSUKI et al., 2006). Vêm 
sendo propostos vários peptídeos inibidores do RNAIII como é o caso do 
peptídeo quimérico derivado da dermaceptina (BALABAN et al., 2004). O RIP é 
proposto como grande promessa por não ser tóxico para o hospedeiro, 
podendo ser administrado sistematicamente no paciente de maneira 
preventiva, além de atuar em sinergismo com antimicrobianos e conseguir, em 
alguns experimentos, em modelos animais, debelar quadros de bacteremia e 
infecções associadas a cateter venoso central e a próteses ortopédicas 
(GIACOMETTI et al., 2003; BALABAN et al., 2005; ANGUITA-ALONSO et al., 
2006; CIRIONE et al., 2006). Porém, experimentos recentes demonstraram que 
a inativação desta região em S. aureus não afetou a expressão do lócus agr 
assim como também não afetou a produção de biofilme (ADHIKARI, 
ARVIDSON, & NOVICK, 2007; SHAW et al., 2007; TSANG, et al., 2007). 
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Devido às controvérsias sobre o papel do agr na regulação do biofilme e 
pelo fato da grande maioria dos estudos sobre regulação gênica do biofilme em 
S. aureus ter utilizado mutantes laboratoriais, outras pesquisas se fazem 
necessárias, utilizando mutantes agr nulos obtidos a partir de amostras clínicas 
recentemente isoladas, pertencentes às diferentes linhagens circulantes em 
hospitais e na comunidade, para se verificar se as variações observadas na 
regulação do biofilme mediada pelo agr ocorreriam de modo cepa-dependente 
ou independente; e assim melhor definir o papel do agr nesse importante fator 
de virulência dos S. aureus. 
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2. OBJETIVO 
 
Nosso objetivo é avaliar a influência do lócus agr na formação de 
biofilme sobre superfícies inertes, utilizando construções agr-nulas, a partir de 
cepas clínicas de S. aureus pertencentes a diversas linhagens comumente 
encontradas causando infecções hospitalares ou comunitárias.  Para 
alcançarmos esta meta, foram utilizadas as seguintes estratégias 
experimentais: 
 
1.  Obter construções nocaute agr
- 
(Δagr::tetM), através de 
recombinação homóloga, a partir de amostras clínicas de MRSA 
pertencentes a diversas linhagens internacionais e ainda de 
MSSA. 
2.  Obter, a partir dos mutantes nocautes, construções cuja função 
do  agr será complementada através da fusão Pbla-rnaIII-cat 
utilizando o plasmídio de expressão pRN6848. 
3.  Estudar o efeito do agr na formação do biofilme através de 
estudos comparativos envolvendo as amostras clínicas 
selvagens de S. aureus e suas construções isogênicas agr-nulas 
e RNAIII-complementadas. 
4.  Estudar o efeito do agr na formação do biofilme através de 
estudos comparativos envolvendo os experimentos de 
interferência com o agr, utilizando amostras tratadas e não 
tratadas com sobrenadantes de cultura contendo AIP 
heterólogos (sobrenadantes condicionados). 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
3.1. Cepas bacterianas, plasmídios e construções 
  As amostras clínicas utilizadas nesse trabalho fazem parte da coleção 
de culturas do Laboratório de Biologia Molecular de Bactéria – IMPPG – UFRJ 
e foram isoladas de diversos hospitais do país, de pacientes portadores de 
infecções nosocomiais de origem diversas. 
As amostras utilizadas nos experimentos para a obtenção de mutantes 
foram selecionadas com base na sensibilidade à tetraciclina e ao cloranfenicol. 
Sessenta e oito amostras clínicas foram utilizadas: 26 S. aureus sensíveis à 
meticilina (MSSA); 13 S. aureus resistentes à meticilina (MRSA), pertencentes 
ao clone pediátrico (CP-MRSA); 11 representantes de clones de MRSA 
isolados de infecções comunitárias (CA-MRSA); 10 cepas do clone Nova 
Iorque/Japão (NI/J); 8 do clone EMRSA 16; e finalmente, 2 representantes do 
CEB (amostra BMB9393; agr-funcional e GV69; agr naturalmente atenuada) 
foram utilizadas nos experimentos de interferência do agr. 
Essas cepas, com exceção da BMB9393 e GV69 (por serem resistentes 
a grande maioria dos antimicrobianos) foram utilizadas para as construções 
agr-nulas, nas quais o lócus agr foi totalmente deletado, através da técnica de 
recombinação homóloga. A cepa agr-nula (∆agr::tetM) designada RN6911, 
gentilmente cedida pelo Dr. Richard Novick, do Skirball Institute of Molecular 
Medicine, NY, EUA, foi utilizada nos experimentos de recombinação homóloga. 
Esta construção apresenta uma inserção do gene de resistência à tetraciclina 
no local onde deveria estar inserido o operon agrABCD, que constitui o lócus 
agr. A construção de mutantes (Δagr::tetM) nas amostras clínicas de MRSA e 
MSSA foi realizada através de experimentos de transdução, utilizando o 
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bacteriófago 80α propagado, inicialmente, na cepa de S. aureus padrão RN450 
(gentilmente cedida pelo Dr. Richard Novick), e posteriormente na cepa agr-
nula RN6911. 
No caso das duas representantes CEB, pela dificuldade de se obter 
marcas de resistência, a expressão de seu lócus agr tipo I foi inibida através de 
experimentos de interferência gênica, baseado no fato de que o peptídeo 
indutor agr (AIP; do inglês agr autoinducer peptide) heterólogo (por exemplo, 
do tipo II) inibe a ativação do sistema agr pelo AIP homólogo tipo I de amostras 
CEB. 
As construções agr-nulas complementadas com o gene que codifica 
para o RNAIII, molécula reguladora do lócus agr, foram obtidas através de 
transdução utilizando o bacteriófago 80α, propagado inicialmente na cepa de S. 
aureus padrão RN450 e posteriormente na cepa RN8041, a qual carreia o 
plasmídio pRN6848. Este plasmídio possui clonado o gene codificador do 
RNAIII fundido ao promotor do gene da β-lactamase (Pbla) (pRN5548::Pbla-
rnaIII.:cat). A construção RN8041 contendo o pRN6848, também nos foi 
gentilmente cedida pelo Dr. Richard Novick. As amostras utilizadas estão 
ilustradas na figura abaixo. 
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Figura 2: Mapa ilustrativo das amostras usadas na propagação para posterior 
realização da transdução. A. Amostra RN6911 com deleção do lócus agr e inserção do 
gene  tetM.  B.  Amostra
  RN8041, a qual carreia o plasmídio pRN6848 que carreia  o 
gene codificador do RNAIII fundido ao promotor do gene da β-lactamase (Pbla). 
 
 
Para a avaliação do papel do agr no biofilme foram utilizadas as 
amostras selvagens e suas construções isogênicas agr-nulas e rnaIII-
complementadas. 
 
3.2. Soluções e meios de cultura utilizados na transdução 
Todos os meios de cultura e soluções descritos a seguir foram 
preparados de acordo com o descrito por Novick, 1991. 
 
3.2.1. GL agar 
-  Casaminoácido: 3 g 
-  Extrato de levedura: 3 g 
-  Cloreto de sódio: 5,9 g 
-  Lactato de sódio: 3,3 g 
-  Glicerol a 25% P/V: 4 ml 
tet 
M 
RN6911
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agr::tet 
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-  Agar: 15 g 
-  Água destilada q.s.p: 1000ml 
 
3.2.2. Phage buffer 
-  Sulfato de magnésio 0,1M: 10ml 
-  Cloreto de cálcio 0,4M: 10ml 
-  Tris-HCl 2,5M pH 7,8: 20ml 
-  Cloreto de sódio: 5,9g 
- Gelatina: 1,0g 
-  Água destilada q.s.p: 1000ml 
 
3.2.3. CY broth 
-  Casaminoácido : 10g 
-  Extrato de levedura: 10g 
-  Cloreto de sódio: 5,9g 
- Glicose: 5g 
- Água destilada q.s.p: 1000ml 
 
3.2.4. Top agar 
- Casaminoácido: 3g 
-  Extrato de levedura: 3g 
-  Cloreto de sódio: 5,9g 
-  Lactato de sódio: 3,3g 
-  Glicerol 25%: 4ml 
- Agar: 7,5g  
- Água destilada q.s.p: 1000ml 
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3.3. Propagação do bacteriófago 80α 
O fago 80α foi propagado inicialmente na cepa RN450. A cultura da 
RN450 foi diluída em uma mistura contendo “CY broth” e “phage buffer” (1:1 
v/v) e adicionada do lisado do fago 80α, de forma a conter uma multiplicidade 
de infecção (MOI; fago/bactéria) igual a 1. A mistura foi incubada a 30°C por 
aproximadamente 2 h, sob leve agitação, ou até que lise completa fosse 
observada. Um volume de 2ml da cepa RN450, em fase logarítmica de 
crescimento, contendo 10
8
 unidades formadoras de colônias (UFC) /ml foi 
distribuído, homogeneamente, em uma placa contendo “GL agar”. O excesso 
da suspensão bacteriana foi removido com pipeta e a placa foi deixada semi-
aberta, e invertida, em estufa a 37
o
C por 20-30 min, para secagem. Diluição 
seriada do lisado fágico foi titulada sobre essa cultura. A placa de titulação foi 
incubada a 30°C por 24 h. Posteriormente, os bacteriófagos obtidos a partir da 
propagação em RN450 foram novamente propagados na cepa agr-nula 
RN6911 (Δagr::tetM), para posterior transdução e construção das agr-nulas a 
partir de amostras clínicas e, separadamente, na cepa RN8041 (Pbla-rnaIII), 
para posterior complementação da função do agr nas construções agr- 
deletadas. 
 
3.4. Transdução em amostras clínicas 
Para a construções agr-nulas, amostras clínicas de S. aureus foram 
cultivadas em “GL agar” a 37°C por 24 h. As colônias bacterianas foram 
ressuspensas em um meio contendo “CY broth”:”phage buffer” a 1:1 (v/v) e 
esta suspensão bacteriana diluída 1:25 (v/v) na mesma combinação de “CY 
broth:phage buffer” (1:1 v/v). Em seguida, 1 parte da suspensão do fago 80α, 
previamente propagado na amostra agr
- 
RN6911, (contendo aproximadamente 
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10
10
-10
11
 ufp/ml) foi adicionada a 8 partes da suspensão bacteriana acima. A 
mistura foi incubada a 32°C por 30min sob agitação suave. Em seguida, 
acrescentou-se “Top agar” e verteu-se todo o conteúdo sobre uma placa 
contendo “GL Agar” suplementada com 5μg/ml de tetraciclina (GL-Tc). Esta 
placa foi incubada a 32°C por 24h a 48h. As células bacterianas transdutantes 
foram selecionadas em tetraciclina. Um controle negativo foi realizado para os 
experimentos de transdução, onde foram realizadas todas as etapas descritas 
acima, excluindo-se a adição de suspensão fágica, a qual foi substituída por 
igual volume de “CY broth: phage buffer” (1:1). As colônias Tc
r
 foram isoladas, 
re-testadas quanto à resistência à tetraciclina, através de nova passagem em 
GL-Tc, e finalmente estocadas a –70°C em glicerol a 12%. 
Para a construção das mutantes complementadas, amostras agr-nulas 
foram cultivadas em “GL agar” a 35°C por 24 h. Em seguida foram realizados 
os experimentos de transdução como descrito acima, exceto que o fago 80α foi 
propagado na cepa RN8041 e a seleção das transdutantes realizada em placas 
contendo “GL agar” com 5µg/ml de tetraciclina e 10µg/ml de cloranfenicol (GL-
Tc+Cm), uma vez que as amostras agr-rnaIII-complementadas tinham ambas 
as marcas de resistência. 
 
3.5. Confirmação das construções agr-nulas e rnaIII-complementadas 
 
3.5.1. Detecção do lócus agr através de PCR 
O DNA total das colônias transdutantes obtidas foi obtido através de lise 
térmica, conforme descrita por Pacheco e colaboradores (1997). As amostras 
foram cultivadas em placas com TSA (trypticase soy agar) e incubadas a 37ºC 
por 24 h. Uma suspensão de massa bacteriana foi preparada em TE (1 ml de 
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Tris 1 mM pH 7,4; 0,2 ml de EDTA 1mM pH 8; 98,8 ml de água bidestilada) e a 
densidade ótica (DO) a 600nm foi determinada e, com auxílio da fórmula 
abaixo foi calculado o volume da suspensão inicial a ser transferido para um 
novo tubo tipo Eppendorff para realizarmos a extração. 
 
 
 
 
O volume calculado (através da fórmula acima) da suspensão em TE foi 
então transferido para o tubo estéril, centrifugado por 2 min em centrífuga para 
tubos tipo Eppendorff, em velocidade máxima. O sobrenadante foi retirado e o 
“pellet” ressuspenso em TE. Após vigorosa agitação, a suspensão celular foi 
fervida por 10 min, centrifugada por 2 min e o sobrenadante estocado em um 
novo Eppendorff a -20ºC, até o momento do uso. 
O DNA assim obtido foi amplificado pelo método da reação em cadeia 
da polimerase (PCR; do inglês: polymerase chain reaction), utilizando primers 
específicos para um fragmento interno de DNA correspondente a uma região 
interna do rnaIII de 292 pb (primer 1 ’catagcactgagtccaagga’  e  primer 3 
‘caatcggtgacttagtaaaatg’). O aparelho utilizado foi o GenAmp (PCR system 
9700, Perkin-Elmer Cetus) com o seguinte programa: uma desnaturação inicial 
de 94°C por 4 min, sem a adição da Taq-polimerase. Após a adição da enzima, 
foram realizados 30 ciclos de 94°C por 30 s, 55°C por 30 s, 72°C por 1 min. Em 
seguida foi realizada uma extensão final de 72°C por 4 min e, finalmente, foi 
programado um período de espera a 4°C ∞. Como controle positivo da PCR foi 
utilizado o DNA da cepa agr
+ 
BMB9393 e como controle negativo o da 
construção  agr::tetM RN6911. Para o controle interno da PCR utilizamos 
Fórmula: 
 
 D.O.encontrada __ 200 
   0,4 __ X 
X = Volume 
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primers para amplificar um fragmento interno de 701pb envolvendo os genes 
icaAD (icaAF: ‘tcaagggggacacgaagtat’ e icaAR: ‘gattctcctcctctctgcca’). No caso 
das construções agr::tetM que foram obtidas a partir de amostras clínicas, as 
colônias que cresceram no agar GL-Tc, a partir das quais o lócus agr não pode 
ser detectado por PCR (apesar da amplificação do fragmento icaAD) foi 
realizada a seleção e estoque. As transdutantes complementadas pbla::rnaIII, 
confirmadas por crescerem em agar GL-Tc+Cm e pela detecção de um 
fragmento interno do rnaIII por PCR, foram selecionadas e estocadas a -70
o
C. 
 
3.5.2. Detecção do rnaIII através da técnica de dot-blotting 
Para confirmação de que as transdutantes obtidas (cujos DNA não 
amplificaram o fragmento de rnaIII) realmente não apresentavam o rnaIII em 
seu genoma, DNA total das colônias transdutantes que não amplificaram o 
fragmento para o rnaIII, mas que foram positivas para os genes icaAD, foi 
obtido utilizando a extração por fenol-clorofórmio, descrita anteriormente por 
Sambrook, Fritsch & Maniatis (1989) com a seguinte modificação: as células 
bacterianas foram lisadas com 100U/ml de lisostafina, homogeneizadas e 
incubadas por 1 h a 37°C. Posteriormente, o material foi processado como 
recomendado. Um volume de 5 µl da preparação do DNA purificado foi 
transferido para um tubo tipo Eppendorff e fervido por 5 min, para abertura das 
fitas de DNA, e colocado imediatamente no gelo por mais 5 min. Após rápida 
centrifugação para abaixar o volume, todo a solução de DNA foi aplicada sobre 
uma membrana de nitrocelulose, a qual foi colocada em um forno a 80°C por 2 
h para a fixação do DNA à membrana. 
A sonda para o rnaIII foi obtida através de PCR utilizando os mesmos 
primers descritos anteriormente. O produto da PCR foi purificado com o kit 
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comercial GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification (Amersham 
Biosciences do Brasil Ltda. São Paulo, Brasil), de acordo com as 
recomendações do fabricante. O produto purificado foi marcado com o kit 
“Gene Images Alkphos Direct Labelling and Detection System with CDP Star” 
(Amersham Biosciences do Brasil Ltda), também de acordo com as 
recomendações do fabricante. Para a hibridização da membrana com a sonda 
marcada e detecção do sinal quimioluminescente foi utilizado o mesmo kit 
acima. A membrana foi então exposta a um filme de raios-X (X-OMAT-XK1; 
Kodak) por 1 h, conforme recomendado pelo fabricante, e o filme revelado 
automaticamente (X-OMAT/M20-BR; Kodak). Como controle positivo do dot-
blotting foi utilizado o DNA das respectivas amostras isogênicas selvagens 
(agr
+
), a partir das quais foram obtidos os mutantes. 
 
3.5.3. Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) 
   A técnica de PFGE foi utilizada para confirmação do ‘’background’’ 
genético dos sets de construções obtidas com o da respectiva amostra 
selvagem isogênica (Δagr::tetM;  Δagr::tetM,Pbla-rnaIII-cat; e amostra 
selvagem). O DNA total foi preparado utilizando a metodologia descrita por 
Sanches  et al., 1995. Resumidamente, as células bacterianas foram 
inicialmente embebidas em agarose de baixo ponto de geleificação, a parede 
celular foi lisada com lisostafina e, posteriormente, o material foi tratado com 
proteinase K e submetido a uma série de lavagens em tampão Tris-EDTA. Em 
seguida, o DNA inserido nos blocos de agarose foi clivado pela enzima de 
restrição SmaI (Amersham Bioscience do Brasil Ltda; São Paulo, SP, Brasil), 
como descrito anteriormente (DE LENCASTRE et al., 1994), e separado no 
aparelho CHEF-DR III (Bio-Rad Brasil) por 23 h. Os parâmetros de corrida 
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utilizados foram: pulso inicial, 1 s; pulso final, 30 s; 5,5V/cm de voltagem e 11°C 
de temperatura. Métodos anteriormente descritos foram utilizados para tratar e 
fotografar os géis (SAMBROOK, FRITSCH & MANIATIS, 1989). 
 
3.5.4. Análise da transcrição do RNA III através da técnica de Northern-
blotting 
O RNA total das construções Δagr::tetM; Δagr::tetM,Pbla::rnalll-cat; e as 
respectivas selvagens isogênicas foi obtido utilizando o kit RNeasy Mini Kit 
(Qiagen). O RNA foi quantificado no GeneQuant RNA/DNA calculator da 
Pharmacia Biotech  e volumes contendo 10μg da preparação de RNA foram 
aplicados em um gel de agarose a 1%, em presença de tampão MOPS e 
formaldeído, conforme recomendado no manual do fabricante do RNeasy Mini 
Kit. 
A transferência do RNA do gel de agarose para membrana de náilon 
(Hybond-N
+
, Amersham Pharmacia) foi realizada através de vácuo (Vacum 
geneXL; Pharmacia) por 2h a 55 mmHg,  conforme recomendações do 
fabricante. Após a transferência, a membrana foi mantida sobre papel de filtro 
por 30 minutos à temperatura ambiente. Após secagem, a membrana foi 
colocada em um forno a 80°C por 2 horas para que o RNA fosse fixado. 
A sonda para o rnaIII foi obtida por PCR utilizando os mesmos primers 
descritos anteriormente. O produto da PCR foi purificado com o kit comercial 
GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification (Amersham Biosciences do Brasil 
Ltda) de acordo com as recomendações do fabricante. O produto purificado foi 
marcado com o kit Alkphos direct (Amersham Biosciences do Brasil Ltda) de 
acordo com a recomendação do fabricante. Para hibridização da membrana 
com as sondas marcadas foi utilizado o kit Alkphos direct (Amersham 
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Biosciences do Brasil Ltda) conforme recomendado pelo fabricante. 
Finalmente, para detecção do sinal, a membrana foi exposta a um filme de 
raios-X (X-OMAT-XK1; Kodak, São Paulo, Brasil) por 15 min. O filme foi 
revelado automaticamente (X-OMAT/M20-BR; Kodak). 
 
3.5.5. Transcriptase reversa-PCR (RT-PCR) 
   O RNA total foi obtido utilizando o kit comercial de RNeasy Mini 
(Qiagen). O RNA foi quantificado no GeneQuant RNA/DNA calculator da 
Pharmacia Biotech RNeasy (QIAGEN Inc., Mississauga, Ontário, Canadá). 
Antes da execução do RT-PCR, 1μg do RNA foi tratado com 1U de 
amplification grade DNase I (Invitrogen), como recomendado para RT-PCR. O 
RT-PCR (SuperScript. III One-Step RT-PCR System with Platinum® Taq DNA 
Polymerase; Invitrogen) foi realizado de acordo com as recomendações do 
fabricante utilizando 1μg do RNA molde. A síntese do cDNA foi realizada em 
uma única etapa: 50°C por 30min (reação da transcriptase reversa), 94°C por 
2min (desnaturação), e amplificação do cDNA em 40 ciclos de 94°C por 15 s 
(desnaturação), 55°C por 30s (anelamento) e 68°C por 30s (extensão), com 
uma extensão final de 1 ciclo de 68°C por 5 min. Os primers específicos para o 
rnaIII utilizados foram os previamente descritos no item 3.5.1 (NOVICK et al., 
1993). 
 
3.6. Teste da formação do biofilme induzido por glicose 
  Os experimentos para a avaliação da formação de biofilme foram 
realizados em microplacas estéreis de poliestireno inerte, de fundo chato, 
contendo 96 poços (Nalgen; Nunclon). Inicialmente, as amostras foram 
crescidas em TSA a 37°C por 24 h. Para o preparo do inóculo, 
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aproximadamente 3 colônias foram repicadas para 2 ml de TSB suplementado 
com glicose, para uma concentração final de 1% (TSB glicosado), e a cultura 
incubada a 37
o
C sob agitação durante 18 h. Em seguida as culturas foram 
diluídas (1:100) em TSB glicosado (SAKOULAS et al., 2002). Posteriormente, 
uma alíquota de 200 µl da cultura diluída foi aplicada em cada poço da placa, a 
qual foi incubada a 37°C por 20 h. Após incubação, a densidade óptica (DO) da 
cultura foi determinada a 540 nm utilizando-se um leitor de ELISA microplate 
reader model 550 (Bio-Rad Laboratories, Califórnia, EUA). Após retirada do 
sobrenadante, foram realizadas duas lavagens gentis com salina estéril (para 
remoção total das células planctônicas) e posterior fixação do biofilme a 75°C 
por 1h. Posteriormente, foram aplicados 200µl de cristal violeta para coloração 
de Gram em cada poço da microplaca e a seguir foram realizadas 2 lavagens 
com água destilada estéril para a retirada do excesso de corante. As placas 
foram secas em forno a 65ºC antes da leitura da DO
570nm
 do biofilme corado 
(AMARAL et al., 2005). Como controle positivo do ensaio foi utilizada a amostra 
BMB9393 que é fortemente produtora de biofilme e, como controle negativo foi 
utilizada a cepa de S. pyogenes 75194, não produtora de biofilme. 
  O seguinte cálculo foi realizado para se estabelecer uma unidade de 
biofilme: 
 
 
Caso a UB fosse menor que 2 vezes o valor da UB do S. pyogenes, a 
amostra era considerada não produtora de biofilme. Se o valor estivesse entre 
>2 a 4 vezes o valor da UB do S. pyogenes, a amostra era considerada 
fracamente produtora. Entre >4 a 8 vezes, a amostra era considerada 
moderadamente produtora, e acima de 8 vezes, fortemente produtora. Foram 
 DO do Biofilme  = Unidade de biofilme (UB) 
 DO do Crescimento 
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realizados 3 ensaios completamente independentes de formação de biofilme, 
cada um contendo de 5 a 7 repetições. 
 
3.7. Teste de interferência do lócus agr 
  Pelo fato das amostras CEB serem resistentes a diversos 
antimicrobianos, torna-se difícil sua manipulação genética, pela pouca 
flexibilidade com relação às marcas de seleção. Assim, a inibição do agr foi 
conseguida pela interferência negativa com o funcionamento do sistema 
através do cultivo de amostras CEB (BMB9393 e GV69) em presença de 
sobrenadante de cultura contendo peptídeo agr heterólogo (sobrenadante 
condicionado; SC; JI, BEAVIS & NOVICK, 1997). Demonstrou-se previamente 
que o efeito do SC, e do AIP heterólogo purificado, de inibir a ativação do lócus 
agr  era idêntico para todos os tipos de agr testados (JI, BEAVIS & NOVICK, 
1997; JARRAUD et al., 2000). 
Para o experimento de formação de biofilme em presença do SC, 
culturas das amostras CEB foram diluídas previamente em TSB glicosado 
(1:100) e em seguida foi adicionado SC (obtido por cultura em fase estacionária 
esterilizada por filtração) a 10% do volume final da suspensão. Uma alíquota de 
200µl dessa suspensão foi inoculada em cada poço da placa de micro-
titulação. Como controle do teste, sobrenadantes homólogos, ou seja, obtidos 
das respectivas amostras CEB, foram utilizados, no lugar do sobrenadante 
heterólogo. Finalmente, a placa foi incubada e processada como descrito no 
item 3.6. 
  Para validar o teste de Interferência do agr, estes experimentos foram 
também realizados com amostras clínicas selvagens e comparados com os 
resultados obtidos com as construções Δagr::tetM. Para a inativação do lócus 
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agr do tipo I (amostras CEB) foi utilizado SC do tipo II (preparado com USA100) 
e para inibir a expressão do agr do tipo II (amostras USA100, USA800 e 
MSSA) foi preparado SC com cultura do CEB (agr tipo I). 
 
3.8. Ensaio de Microscopia de varredura confocal à laser do biofilme 
   Para confirmar as diferenças nos fenótipos do biofilme, detectados 
visualmente após a coloração por cristal violeta e determinação dos valores 
das UBs, foi utilizada a técnica de microscopia confocal (CLSM; do inglês: 
confocal laser scanning microscopy). As cepas utilizadas foram a BMB9393 
(fortemente produtora), GV69 (moderadamente produtora) e NY22735 
(fracamente produtora). Esta técnica permite a visualização da estrutura 3D 
(tridimensional) da película bacteriana. O biofilme foi realizado como descrito 
no item 3.6, porém, após a fixação, todas as células no biofilme foram tratadas 
com 25 nM SYTO 9 DNA-intercalating (Invitrogen) durante 15min no escuro. 
Este composto fluorescente se intercala ao DNA bacteriano, penetrando tando 
em bactérias Gram-negativas como em Gram-positivas. O SYTO 9 foi removido 
delicadamente e o biofilme visualizado através de um microscópio confocal 
Zeiss LSM510 metalaser scaning. O microscópio foi invertido e configurado 
com um laser (argon458nm/477nm/488nm/514nm). As imagens foram 
capturadas aleatoriamente com uma lente objetiva Plan-Neofluar 40X /0.6 Korr. 
Os filtros foram ajustados a uma passagem da faixa de 500 a 530 nanômetro. 
 
3.9. Cálculos estatísticos 
  Visando-se calcular a significância entre as médias das UB obtidas nas 
construções  agr-nulas ou amostras possuindo agr inibido pelo peptídeo 
heterólogo e suas respectivas amostras selvagens isogênicas não tratadas, foi 
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utilizado o Teste da Hipótese Nula, para populações não pareadas e variâncias 
desconhecidas, para duas médias independentes (μ e μ
o
). A hipótese nula (H
o
: 
μ=μ
o
) foi rejeitada quando p<0,05 (DUNM, 1964). 
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4. RESULTADOS 
 
4.1 Transdução em cepas clínicas 
 
4.1.1 Deleção do lócus agr 
  Das 70 amostras clínicas, utilizadas para a construção de mutantes agr-
nulos, foi possível selecionar colônias, em meio contendo tetraciclina, a partir 
de 22 amostras, das quais 2 eram representantes de CA-MRSA (USA400), 4 
do clone pediátrico (USA800), 7 do clone NI/J (USA100), 2 do clone EMRSA-16 
(USA200) e finalmente 7 eram MSSA. Essas colônias foram estocadas para 
posterior confirmação da mutação, conforme descrito abaixo. 
 
4.1.2 Complementação do lócus agr  
A partir dos mutantes agr-nulos foram construído um total de cinco 
mutantes complementados, através da aquisição do plasmídio contendo o gene 
rnaIII (do lócus agr), fundido ao promotor Pbla, e o gene cat (codificando 
resistência ao cloranfenicol). Desses mutantes, um era representante da 
USA800, dois da USA100 e outros dois foram construídos a partir de amostras 
de MSSA. 
 
4.2 Detecção do lócus agr através de PCR para confirmação das 
construções agr-nulas e -complementadas 
  As 22 colônias que cresceram no meio com tetraciclina, a partir dos 
experimentos para obtenção das construções agr-nulas, tiveram sua condição 
de mutantes verificada, inicialmente, através da técnica de PCR. O fragmento 
interno do rnaIII não foi amplificado em 20 das 22 colônias selecionadas, o que 
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parecia indicar uma deleção do lócus agr nessas 20 construções. Assim sendo, 
as 2 colônias que apresentaram amplificação do rnaIII foram, nesta etapa, 
descartadas do estudo (FIGURA 1). Com relação aos experimentos para 
obtenção das construções rnaIII-complementadas, em 5 colônias, que 
cresceram em meio contendo tetraciclina e cloranfenicol, o fragmento do rnaIII 
pôde ser amplificado, indicando a presença do plasmídio utilizado para a 
complementação (FIGURA 1). 
 
4.3 Detecção do rnaIII  através de dot-blotting para confirmação das 
construções agr-nulas e -complementadas 
  Uma vez que a técnica de PCR pode ser passível de erros 
(contaminações e falha na amplificação), a presença ou ausência do rnaIII foi 
também confirmada nessas construções através de hibridização pela técnica 
de dot-blotting. Das 20 colônias selecionadas inicialmente como agr-nulas, 
cujo fragmento do rnaIII não foi amplificado por PCR, 14 também não 
hibridizaram com a sonda específica para tal gene. As demais apresentaram 
sinais quimioluminescentes, demonstrando que o lócus agr não havia sido 
completamente deletado nas mesmas e, portanto, foram descartadas do 
estudo  (FIGURA 2). Obtivemos assim 14 construções agr-nulas, sendo 9 
MRSA e 5 MSSA, com pelo menos uma representante de cada clone utilizado 
no trabalho. Todas as 5 construções rnaIII-complementadas, cujo rnaIII foi 
amplificado pela técnica de PCR, foram confirmadas pelo experimento de dot-
blotting o que pode ser visualizado na Figura 2. A Tabela 4 apresenta a relação 
de todas as construções agr e amostras selvagens isogênicas, utilizadas neste 
estudo, bem como suas características genéticas. 
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4.4 Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) para confirmação do 
background genético das construções agr 
Através desta técnica, o ‘’background’’ genético dos sets de construções 
(Δagr::tetM e Δagr::tetM,Pbla-rnaIII-cat) e respectivas amostras selvagens 
isogênicas foi confirmado, ou seja, todas as amostras selvagens e respectivas 
construções apresentaram, exatamente, o mesmo padrão de fragmentação 
pela enzima SmaI (pulso-tipo; FIGURA 3). 
 
4.5 Análise da transcrição do rnaIII através da técnica de Northern-blotting 
Os experimentos de Northern-blotting demonstraram que as amostras 
selvagens apresentavam o agr funcional. Adicionalmente, escolhemos 2 sets 
de construções para avaliarmos a expressão do RNAIII. Observamos que a 
transcrição do rnaIII foi retomada nas construções complementadas (FIGURA 
4AB). 
 
4.6 Análise da transcrição do rnaIII através da técnica de RT-PCR 
  O RT-PCR foi realizado como mais uma técnica para confirmação da 
funcionalidade do agr nas amostras selvagens (TABELA 6). A  especificidade 
do rnaIII-cDNA obtido foi confirmada através de eletroforese convencional em 
gel de agarose, utilizando DNA de uma amostra controle Agr funcional 
(FIGURA 5). Tais experimentos confirmaram os resultados obtidos através de 
Northern-blotting. 
 
4.7 Ensaio de aderência à superfície inerte 
Os resultados da formação do biofilme glicose-induzido com os 
mutantes agr-nulos, derivadas de 5 amostras clínicas de MSSA, evidenciaram 
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que o lócus agr poderia regular positivamente, negativamente ou mesmo não 
causar efeito no fenótipo do biofilme. Uma das duas amostras de MSSA que 
não produzia biofilme (HC296) passou a formar um biofilme fraco (BU= 0,36) 
na superfície inerte de poliestireno após a eliminação do agr (p<0,001) e a 
outra amostra (HC410) não foi significativamente afetada após retirada do agr 
(TABELA 4). Adicionalmente, a construção agr-nula da amostra HC569 (fraca 
produtora de biofilme) produziu, aproximadamente, 2 vezes mais biofilme que a 
amostra selvagem isogênica (p<0,01). Ao contrário, as duas últimas amostras 
de MSSA, que apresentavam fenótipo de biofilme forte, HC474 (BU = 1,12; 
FIGURA 6) e HC642 (BU = 1,35) tiveram sua habilidade de produzir o biofilme 
reduzida significativamente (3 e 2 vezes menos, respectivamente) após a 
deleção do sistema agr (p<0,001 e p<0,01, respectivamente; TABELA 4). 
A deleção do agr afetou igualmente a modulação do biofilme em 6 das 9 
amostras de MRSA estudadas. Em quatro (NY19335, NY19339, W7749 e 
AM922) o fenótipo do biofilme mudou de não-produtor/fraco para 
moderado/forte produtor, após a deleção do lócus agr,  representado por uma 
variação no aumento de 2 a 7 vezes na UB (p<0,01 e p<0,001, 
respectivamente; TABELA 4). Divergentemente, 2 amostras de MRSA, WB81 e 
NY17859, classificadas como fortes produtoras de biofilme (UB = 1,01 e 2,81; 
respectivamente) tiveram uma diminuição significativa na formação do filme 
bacteriano, quando as construções mutantes agr foram analisadas (BU = 0,31 
e 0,37; respectivamente). É importante ressaltar que as amostras de MRSA 
pertencentes a uma mesma linhagem puderam ser reguladas, tanto 
positivamente como negativamente, pelo agr, via RNAIII, ou mesmo não serem 
afetadas. Por exemplo, as amostras NY19335 e NY19339 (reguladas 
negativamente pelo agr), NY17896 e NY22735 (não afetadas), e NY17859 
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(regulada positivamente) demonstraram padrões de bandas de DNA similares 
no PFGE, o mesmo ST-5 e foram identificadas como SCCmec tipo II (USA100; 
TABELA 4) 
Os dados sobre a produção de biofilme nas construções agr-
complementadas são mostrados na Tabela 4. Por exemplo, a UB da amostra 
selvagem HC474 era 1,12, decaindo para 0,36 após a deleção do agr e 
passando a 0,95 após complementação da função do agr. O valor do biofilme 
verificado para o mutante agr MNY19335 (BU = 1,28) decaiu para o nível da 
amostra selvagem isogênica (BU = 0,33) no mutante complementado (BU= 
0,3). Resultados semelhantes foram encontrados nos experimentos com as 
cepas NY19339 e HC569, em que os mutantes complementados recuperaram 
a expressão moderada do biofilme da cepa selvagem correspondente (TABELA 
4). 
 
4.8 Teste de interferência do lócus agr 
 Devido à multiresistência das amostras CEB (ST239-SCCmecIIIA), as 
quais são geralmente sensíveis somente aos glicopeptídios e aos 
antimicrobianos anti-MRSA disponíveis recentemente no comércio, optou-se 
por usar a estratégia da interferência do agr, utilizando sobrenadante 
condicionado (SC) para se promover a inibição da expressão deste lócus. 
Inicialmente, esta estratégia foi validada pela verificação do efeito da 
interferência do agr na expressão do biofilme de cepas selvagens e 
comparando com os resultados obtidos com as construções agr-nulas. Os 
resultados obtidos foram equiparáveis, como podemos verificar, com os dados 
da amostra HC474. Nesta amostra ocorreu uma regulação positiva do biofilme 
pelo  agr  e os resultados da interferência foram semelhantes aos obtidos nos 
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experimentos com os mutantes agr-nulos (UB de 0,39 e 0,36, 
respectivamente). O mesmo ocorreu para a amostra NY19335, regulada 
negativamente pelo agr, o valor do biofilme na presença do SC (UB= 1,13) 
reproduziu, completamente, o resultado obtido para o mutante agr-nulo 
MNY19335 (UB=1,28). Da mesma forma, a amostra NY19339 produziu valores 
comparáveis de biofilme quando os resultados das experiências de 
interferência (UB= 0,73) foram contrastados com os obtidos para MNY19339 
(UB= 0,61). Finalmente, para a amostra AM860, cujo biofilme não foi afetado 
pelo lócus agr, os dados obtidos após tratamento com SC (UB= 0,14) foram 
similares àqueles encontrados para o mutante MAM860 (BU = 0,16; TABELA 
4). A Figura 6 mostra os dados das experiências de interferência para 2 dessas 
amostras (HC474: poços 1 e 4; e NY19335: poços 5 e 8). 
Devido ao fato da amostra BMB9393 (CEB; agr  tipo I) ter apresentado 
um valor elevado da UB (2,78), ela foi escolhida, inicialmente, para as 
experiências de interferência usando SC. Após a interferência, o valor da UB 
da BMB9393 decaiu para 0,78, mostrando que o agr teve um impacto 
importante na acumulação do biofilme da mesma (TABELA 4, FIGURA 7). 
Algumas variantes CEB podem apresentar uma atenuação natural do lócus agr 
(AMARAL  et al., 2005). Baseados nesta evidência, escolhemos uma dessas 
variantes atenuadas (amostra GV69) para darmos continuidade aos nossos 
estudos de interferência. Nossos resultados demonstraram que esta amostra 
apresentava uma produção menor de biofilme (fenótipo moderado) quando 
comparada com a BMB9393, a qual apresentava um agr funcional (FIGURA 7). 
Assim, a produção de biofilme pela GV69 foi 3 vezes menor (UB = 0,90) do que 
aquela observada na BMB9393 (UB= 2,78; TABELA 4). A interferência com o 
agr da amostra GV69 implicou em uma diminuição ainda mais significativa do 
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valor do biofilme de 0,90, na amostra não tratada, quando comparado com 
aquele obtido para a amostra tratada com SC (UB=0,48). Similarmente, a 
amostra BMB9393 (UB=2,78) teve o biofilme reduzido (UB=0,78) na presença 
do SC (FIGURA 7). Tais dados confirmam o papel do agr na regulação positiva 
do biofilme em amostras pertencentes ao CEB. Os resultados descritos acima 
estão resumidos na Tabela 5. 
 
4.9 Análise do biofilme através de microscopia de varredura confocal à 
laser (CLSM) 
Os diferentes fenótipos de expressão do biofilme (forte, fraco e 
moderado), classificados após determinação do valor da UB, através da 
coloração do biofilme com cristal violeta e medidas espectrofotométricas, foram 
validados pela CLSM. A figura 8 apresenta os resultados da topografia 
tridimensional dos biofilmes formados por amostras de S. aureus 
representantes dos fenótipos forte, moderado e fraco e as topometrias obtidas 
através da CLSM. Os resultados obtidos confirmaram a classificação das 
amostras estudadas em relação à produção de biofilme como forte, moderada 
e fraca. 
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Tabela 4: Análise da produção de biofilme sobre superfícies inertes de 
poliestireno e efeito do lócus agr na produção do filme biológico nas amostras de 
MSSA e MRSA. 
 
 
 
 
Amostra (linhagem 
relacionada)
 
Característica 
genética 
UB
 
†
 
Fenótipo do 
biofilme
 
Regulação pelo 
agr 
 
MSSA 
  
 
HC642 
mecA 
- 
 
1,35 Forte  Regulação 
positiva 
MHC642  Δagr::tetM 0,66 Moderado 
p<0,01 
MSSA    
 
HC474  mecA 
- 
 1,12 Forte Regulação 
positiva 
MHC474  Δagr::tetM 0,36 Fraco 
p<0,001 
CMHC474  Δagr::tetM, pbla-rnaIII
 
0,95 Forte 
 
MHC474 + SC*    0,39  Fraco 
 
MSSA    
 
HC296  mecA 
- 
0,14 Não produtor  Regulação 
negativa 
MHC296  Δagr::tetM 0,36 Fraco 
p<0,001 
MSSA    
 
HC569  mecA 
-
 0,35 Fraco Regulação 
negativa 
MHC569  Δagr:tetM 0,69 Moderado 
p<0,01 
CMHC569  Δagr::tetM, pbla-rnaIII 0,42 Fraco 
 
MHC569 + SC 
 
0,62 Moderado 
 
MSSA    
 
HC410  mecA 
-
 0,16 Não produtor 
Neutra 
MHC410  Δagr::tetM 0,15 Não produtor 
Não significante 
MRSA (USA 100)       
 
NY17859 (ST5-SCCmecII) 2,81 Forte  Regulação 
positiva 
MNY17859  Δagr::tetM 0,37 Fraco 
p<0,001 
CA-MRSA (USA 400) 
  
 
WB81 (ST1-SCCmecIV) 1,01 Forte  Regulação 
positiva 
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MWB81  Δagr::tetM 0,31 Fraco 
p<0,01 
MRSA (BEC)       
 
BMB9393 (ST239-SCCmecIIIA) 2,78 Forte  Regulação 
positiva 
BMB9393 + SC    0,78  Moderado 
p<0,001 
MRSA (BEC) 
  
 
GV69 (ST239-SCCmecIIIA) 0,90 Moderado  Regulação 
positiva 
GV69 + SC    0,48  Moderado 
p<0,05 
MRSA (USA 100)       
 
NY19335 (ST5-SCCmecII) 0,33 Fraco  Regulação 
negativa 
MNY19335  Δagr::tetM 1,28 Forte 
p<0,001 
CMNY19335  Δagr::tetM, pbla-rnaIII 0,3 Fraco 
 
NY19335 + SC    1,13  Forte 
 
MRSA (USA 100)       
 
NY19339 (ST5-SCCmecII) 0,21 Não produtor Regulação 
negativa 
MNY19339  Δagr::tetM 0,61 Moderado 
p<0,001 
CMNY19339  Δagr::tetM, pbla-rnaIII 0,3 Fraco 
 
19339 + SC    0,73  Moderado 
 
MRSA (USA 200)       
 
W7749 (ST36-SCCmecII) 0,29 Fraco  Regulação 
negativa 
MW7749  Δagr::tetM 0,58 Moderado 
p<0,01 
MRSA (USA 800)       
 
AM922  (ST5-SCCmecIV)  0,12  Não produtor  Regulação 
negativa 
MAM922  Δagr:tetM 0,87 Moderado 
p<0,01 
MRSA (USA 100) 
  
 
NY17896 (ST5-SCCmec
II) 0,25 Fraco 
Neutra 
MNY17896  Δagr::tetM 0,31 Fraco 
Não significante 
MRSA (USA 100)       
 
NY22735 (ST5-SCCmecII) 0,38 Fraco 
Neutra 
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MNY22735  Δagr::tetM 0,29 Fraco 
Não significante 
MRSA (USA 800)       
 
AM860 (ST5-SCCmecIV) 0,15 Não produtor 
Neutra 
MAM860  Δagr::tetM 0,16 Não produtor 
Não significante 
CMAM860  Δagr::tetM, pbla-rnaIII 0,23 Não produtor 
 
AM860 + SC    0,14  Não produtor 
 
 
* SC: sobrenadante condicionado: sobrenadante bacteriano contendo AIP heterólogo foi 
adicionado ao inóculo bacteriano para uma concentração final de 10%, de forma a inibir a 
atividade do lócus agr. 
 
† UB: a média das unidades do biofilme foi definida pelo cálculo da média de todas as UB 
obtidas nos três ensaios independentes. A UB é obtida através da fórmula D.O. do biofilme/ 
D.O. do crescimento. Para a análise estatística foi utilizado o teste de hipótese de 
populações não pareadas (variâncias desconhecidas), para duas médias independentes 
(cepas selvagens e construções agr nulas). A hipótese nula (H
o
: μ=μ
o
) foi rejeitada quando 
p<0,05. 
 
 
 
 
Tabela 5: Quadro resumido dos resultados obtidos com os ensaios de biofilme com 
as construções Δagr::tetM. 
 
 
Amostra 
Regulação do agr 
(n
o.
 de amostras; %) 
Produção de biofilme 
(n
o.
 de amostras; %) 
Positiva 
(4; 36,4%) 
Fortemente produtora 
(3; 27,2%) 
Negativa 
(4; 36,4%) 
Moderadamente produtora 
(1; 9,2%) 
Neutra 
(3; 27,2%) 
Fracamente produtora 
(4; 36,4%) 
MRSA 
 
Não-produtora 
(3; 27,2%) 
Positiva 
(2; 40%) 
Fortemente produtora 
(2; 40%) 
Negativa 
(2; 40%) 
Moderadamente produtora 
(0) 
Neutra 
(1; 20%) 
Fracamente produtora 
(1; 20%) 
MSSA 
 
Não-produtora 
(2; 40%) 
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Tabela 6: Amplificação de rnaIII-cDNA utilizando RNA total obtido a partir de 
amostras selvagens. 
 
Amostras selvagens 
Quantidade de cDNA 
(µg/ml) 
WB81 612,5 
HC410 490 
HC569 472,5 
HC642 410 
AM860 760 
AM922 517,5 
W7749 472,5  
NY17859 487,5  
NY17896 485  
NY19339 502,5  
NY22735 525  
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Figura 3: Fotografia de gel de agarose correspondente à amplificação de uma 
região interna do rnaIII de 292pb e do gene ica de 701pb (controle interno da 
reação) nos mutantes agr-nulos, mutantes complementados e nas amostras 
selvagens isogênicas. Canaletas 1: padrão de peso molecular 100pb; 2: 
controle do primer específico para RNAIII; BMB9393; 3: HC474; 4: MHC474; 5: 
MCHC474; 6: NY19335; 7: MNY19335; 8: MCNY19335; 9: NY19339; 10: 
MNY19339; 11: MCNY19339; 12: AM860; 13: MAM860; 14: MCAM860; 15: 
MCHC569. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
rnaIII; 292pb 
 1 2 3 4 5  6  7 8 9 10 11 12 13 14 15 
ica; 701pb 
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Figura 4: Fotografia da membrana resultante do dot-blotting utilizando sonda 
para um fragmento interno específico do rnaIII com 3 controles positivos e os 
mutantes  agr-nulos, mutantes complementados e as amostras isogênicas 
selvagens. Controles positivos (poços 1, 2 e 3). Poços 1: WB81; 2: HC150; 3: 
NY19335; 4: MHC642; 5: MAM860; 6: MCAM860; 7: MHC474; 8: MCHC474; 9: 
MCNY19339; 10: MWB81; 11: MHC410; 12: MAM922; 13: M7749; 14: 
MCNY19335; 15: MHC569; 16: MNY19335; 17: MNY19339; 18: MNY17896; 
19: MCHC569; 20: MNY17859; 21: MNY22735; 22: GV69; 23: MHC296. 
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Figura 5:  Fotografia do gel de PFGE resultante de um ensaio com as 
construções agr-nulas,  rnaIII-complementadas, e suas respectivas amostras 
selvagens isogênicas. Canaletas 1: padrão de peso molecular; 2: HC474; 3: 
MHC474; 4: MCHC474; 5: MHC569; 6: MCHC569; 7: AM860; 8: MAM860; 9: 
MCAM860; 10: NY19335; 11: MNY19335; 12: MCNY19335; 13: NY19339; 14: 
MNY19339; 15: MCNY19339. 
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Figura 6: A. Fotografia da membrana resultante de experimentos de Northern-
blotting utilizando RNA total obtido das construções agr-nulas,  rnaIII-
complementadas e amostras selvagens isogênicas e uma sonda específica 
para um fragmento do rnaIII. Linhas 1: HC474; 2: MHC474; 3: MCHC474; 4: 
NY19335; 5: MNY19335; 6: MCNY19335. B. Northern-blotting utilizando RNA 
total de amostras selvagens e sonda específica para rnaIII. Linhas 1: WB81; 2: 
HC296; 3: HC410; 4: HC569; 5: HC642; 6: AM860; 7: AM922; 8: W7749; 9: 
NY17859; 10: NY17896; 11: NY19339; 12: NY22735. 
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Figura 7: Fotografia de gel de agarose correspondente à amplificação do 
cDNA de uma região interna do rnaIII de 292pb, obtido através de RT-PCR a 
partir de RNA total das amostras selvagens de S. aureus. Canaletas 1: padrão 
de peso molecular Low Mass; 2: WB81; 3: controle positivo para o rnaIII; 4: 
HC410; 5: HC569; 6: HC642; 7: AM860; 8: AM922; 9: 7749; 10: NY17859; 11: 
NY17896. 
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Figura 8: Fotografia do ensaio de biofilme em microplaca de poliestireno, 
corado por cristal violeta, de sets compostos de amostras isogênicas 
selvagens, construções agr-nulas, mutantes agr-complementados tratadas ou 
não com sobrenadante condicionado. Coluna 1 (A, B): poços vazios; Coluna 1 
(C, D, E): controle positivo fraco; Coluna 1 (F, G, H): controle positivo forte; 
Coluna 2 (A, B, C, D, E, F, G, H): HC474; Coluna 3 (A, B, C, D, E, F, G, H): 
MHC474; Coluna 4 (A, B, C, D, E, F, G, H): MCHC474; Coluna 5 (A, B, C, D, E, 
F, G, H): HC474 tratada com sobrenadante condicionado (contendo peptídeo 
Agr heterólogo); Coluna 6 (A, B, C, D, E, F, G, H): 19335; Coluna 7 (A, B, C, D, 
E, F, G, H): M19335; Coluna 8 (A, B, C, D, E, F, G, H): MC19335; Coluna 9 (A, 
B, C, D, E, F, G, H): 19335 tratada com sobrenadante condicionado. 
 
 
 
 
 1 2 3  4 5  6 7  8 9 
 
 
 A 
 
 B 
 
 C 
 
 D 
 
 E 
 
 F 
 
 G 
 
 
 H 
 




[image: alt] 
88
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9: Fotografia de um ensaio de biofilme em microplaca de poliestireno, 
corado por cristal violeta, das amostras CEB tratadas ou não com 
sobrenadante condicionado. Coluna 1 (A, B,): branco; Coluna 1 (C, D, E): 
controle positivo fraco; Coluna 1 (F, G, H): controle positivo forte; Coluna 2 (A, 
B, C, D, E, F, G, H): vazia; Coluna 3 (A, B, C, D, E, F, G, H): GV69; Coluna 4 
(A, B, C, D, E, F, G, H): GV69 tratada com sobrenadante condicionado; Coluna 
5 (A, B, C, D, E, F, G, H): BMB9393; Coluna 6 (A, B, C, D, E, F, G, H): 
BMB9393 tratada com sobrenadante condicionado. 
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Figura 10: Imagem resultante da análise do biofilme tratado com fluorescência 
e visualizado através de microscopia de varredura confocal à laser. A: Fenótipo 
fortemente produtor (espessura 47,1 μm);  B: Fenótipo moderadamente 
produtor (espessura 26,6 μm);  C: Fenótipo fracamente produtor (espessura 
18,4 μm). 
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5. DISCUSSÃO 
 
Os resultados apresentados neste trabalho demonstram claramente que 
o agr pode tanto aumentar como inibir a expressão de biofilme na maioria das 
amostras clínicas de S. aureus estudadas (75%). O biofilme formado por 
amostras de uma mesma linhagem pôde ser divergentemente regulado pelo 
agr, o que sugere um mecanismo linhagem-independente. Essencialmente, a 
modulação promovida pelo agr pôde ser predita pelo nível de biofilme formado 
(acumulado) pela amostra selvagem correspondente. Assim, nas amostras 
apresentando fenótipo de biofilme não produtor/fraco (10 amostras), o efeito do 
agr pôde ser tanto neutro (4 amostras) como inibitório (6 amostras). Ao 
contrário, o agr ativou o biofilme induzido pela glicose em todas as amostras 
apresentando uma formação de biofilme moderada/forte (6 amostras). 
Portanto, esses dados sugerem que a regulação positiva do biofilme pelo agr 
foi responsável, pelo menos em parte, pelo fenótipo de biofilme forte observado 
nas amostras de MRSA estudadas, incluindo as fortes produtoras de biofilme 
tipadas como ST239-SCCmecIIIA (BEC), e ainda algumas variantes dos tipos 
ST5-SCCmecII (USA 100) e ST1-SCCmecIV (CA-MRSA; USA 400). 
  Existem controvérsias consideráveis na literatura científica quando se 
discute a influência do lócus agr na formação do biofilme. Alguns autores 
demonstraram que a eliminação deste lócus aumentou a expressão do biofilme 
e outros que o filme bacteriano diminuiu nos mutantes agr. Por fim, existem 
ainda aqueles que acreditam que o agr não influencia, significativamente, a 
expressão do biofilme. Porém, a grande maioria dos estudos produziu 
mutantes  agr a partir da cepa RN6390B, a qual, além de uma mutação 
adicional em sigB, parece variar na produção de biofilme dependendo do 
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laboratório aonde esta cepa se encontrava estocada (BEENKEN et al., 2003). 
Desta forma, foi demonstrado que a eliminação do agr na cepa RN6390B 
contribuiu para o aumento do biofilme formado (VUONG et al., 2000). Por 
outro lado, outros estudos sugerem que o mutante sarA apresentou um 
impacto, significativamente, maior no aumento da expressão do biofilme, 
desenvolvido sobre superfície de vidro, quando comparado com o mutante agr 
ou cepa selvagem isogênica (PRATTEN et al., 2001). Do mesmo modo, 
através de experimentos realizados sobre diferentes condições e suportes foi 
constatado um baixo impacto do agr na regulação do biofilme (BEENKEN, 
BLEVINS & SMELTZER, 2003; VALLE et al., 2003).  Porém, ao contrário dos 
dados obtidos por Pratten e colaboradores (2001), esses autores verificaram 
que mutações em sarA levavam a um bloqueio importante do biofilme 
(BEENKEN, BLEVINS & SMELTZER, 2003; VALLE et al., 2003). 
Adicionalmente, o controle positivo de SarA sobre o biofilme dependente de 
bap foi sugerido previamente (TROTONDA et al., 2005). 
Posteriormente, foi levantada a hipótese de que o biofilme induzido por 
glicose nos MRSA era ica-independente e mediado por proteína(s). Foi 
observado que a deleção de icaADBC não apresentava efeito sobre o biofilme 
em 16 amostras de MRSA, mas aboliu a formação de biofilme em 14 amostras 
de MSSA (O’NEILL et al., 2007). Além disso, foi observado que mutação no 
agr  levou a um aumento no biofilme (>2 vezes) em apenas 5 (23%) das 21 
amostras testadas e não resultou em impacto significativo na formação de 
biofilme nas 16 outras amostras (O’NEILL et al., 2007). Assim, os autores 
sugeriram, que o desenvolvimento de biofilme em MRSA era ica-independente 
e estava associado a adesinas protéicas reguladas pelos sistemas SarA e Agr, 
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mas que, a regulação via SarA de PIA/PNAG apresentava um papel mais 
importante no biofilme produzido pelos MSSA (O’NEILL et al., 2007). 
Posteriormente, os mesmos autores demonstraram que as proteínas de 
ligação à fibronectina (fibrinectin-binding protein A e B; FnBPAB) estão 
envolvidas na acumulação de biofilme de S. aureus (O’NEILL et al., 2008). A 
despeito do fato de que o agr-RNAIII regula negativamente FnBPs (NOVICK et 
al., 2000), os resultados de O’Neill e colaboradores não explicavam claramente 
a função do agr no biofilme glicose-induzido, uma vez que a deleção do agr 
não causou um impacto significativo em 16 dos 21 mutantes agr-nulos por eles 
testados (O’NEILL et al., 2007). Foi ainda previamente sugerido que as 
propriedades surfactantes da δ-toxina (Hld; hemolisina codificada dentro da 
região codificadora do RNAIII) poderiam estar envolvidas no aumento do 
biofilme formado pelo mutante agr designado mut6 (VUONG et al., 2000). 
Adicionalmente, a α-hemolisina (Hla), uma toxina regulada em trans pelo agr, 
foi também implicada na produção do biofilme de S. aureus. O mutante hla-nulo 
derivado da amostra NCTC8325-4 foi incapaz de colonizar, eficientemente, 
superfícies plásticas, tanto sob condições estáticas como de fluxo contínuo. Os 
pesquisadores sugeriram que a Hla seria importante nas ligações intercelulares 
que se formam no ambiente do biofilme (CAIAZZA & O' TOOLE, 2003). Genes 
codificando para proteases são, geralmente, reprimidos por SarA e regulados 
positivamente pelo RNAIII. Foi sugerido que as proteases/ATPases ClpP e 
ClpX afetavam negativamente a transcrição do RNAIII e que células mutantes 
clpP formavam mais biofilme do que as respectivas amostras selvagens 
(FREES et al., 2005). 
Considerando todos esses dados em conjunto, é provável que diferentes 
produtos bacterianos (tanto regulados positivamente como os regulados 




 
93
negativamente pelo RNAIII) possam estar envolvidos na expressão do biofilme 
de  S. aureus, o que poderia explicar os resultados obtidos neste trabalho de 
tese, de que o lócus agr exerce um impacto considerável sobre a formação de 
biofilme, e que este efeito inclui tanto uma regulação positiva quanto uma 
regulação negativa, em adição a um efeito neutro do sistema sobre o filme 
bacteriano. 
É importante observar que, em nosso estudo, o biofilme de amostras de 
S. aureus pertencentes ao mesmo complexo clonal de MLST foi regulado 
divergentemente pelo agr (regulação positiva, negativa ou neutra). Por 
exemplo, em 2 amostras de MSSA analisadas (HC642 e HC569), pertencentes 
ao complexo clonal 5 (CC5) de MLST, e apresentando pulso-tipos semelhantes 
ao encontrado em amostras de MRSA relacionadas ao USA100 e USA800 
(ambas também CC5), tal como em suas “versões” mecA
+
, a formação de 
biofilme foi regulada divergentemente pelo sistema agr, dependendo da 
quantidade de biofilme produzida pelas mesmas (moderado/forte ou não-
produtor/fraco). Assim sendo, nossos dados indicam que o agr exerce um 
impacto significativo na formação de biofilme de ambos MRSA e MSSA, e que 
indivíduos dentro de uma mesma linhagem podem ser regulados de modo 
diferente, dependendo da quantidade de biofilme acumulada pela amostra 
selvagem (ou seja, de modo linhagem independente). 
Quatro amostras de MSSA (80%) e 8 amostras de MRSA (73%) foram 
significativamente afetadas pela deleção ou inibição do agr, e não foi possível 
observar qualquer diferença na regulação do biofilme glicose-induzida pelo 
sistema Agr em amostras mecA
+
 ou mecA
-
. Adicionalmente, experimentos de 
complementação da função do sistema Agr, realizado em mutantes agr-nulos 
derivados de 2 amostras de MSSA e 2 de MRSA, foram capazes de restaurar o 
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fenótipo de biofilme em níveis bastante próximos aos observados nas 
respectivas amostras selvagens, corroborando os resultados obtidos com as 
construções agr-nulas. 
É importante relatar que os dados deste trabalho, com relação à inibição 
do agr nas amostras CEB (BMB9393, agr-funcional e GV69, agr-naturalmente 
atenuado), através da adição de sobrenadante de cultura contendo AIP 
heterólogo (sobrenadante condicionado), levou a um significativo decréscimo 
na produção de biofilme nessas duas amostras, porém sem que houvesse 
inibição total da formação do mesmo. Dados obtidos a partir da amostra GV69, 
a qual apresenta uma menor expressão do transcrito de RNAIII (AMARAL et. 
al., 2005), demonstraram que o biofilme produzido por esta amostra encontra-
se naturalmente diminuido em relação a BMB9393, cujo transcrito de RNAIII é 
expresso normalmente (AMARAL et al., 2005). Tais resultados, mais uma vez, 
comprovam uma regulação positiva do agr no biofilme de certas amostras 
clínicas contemporâneas, como por exemplo, o CEB, um dos clones de MRSA 
mais dispersos em hospitais de todo o mundo (COOMBS et al., 2005; HSU et 
al., 2005; SOO KO et al., 2005;  WISPLINGHOFF  et al., 2005; LUCZAK-
KADLUBOWSKA, 
KRZYSZTON-RUSSJAN & HRYNIEWICZ,  2006; POTEL et 
al., 2007). 
Dados recentes de um estudo realizado com 29 amostras de S. aureus, 
provenientes de infecções associadas a cateteres, detectaram dois novos 
variantes agr, os quais continham uma inserção natural do IS256  neste lócus 
regulador. Utilizando ensaios de biofilme, os autores observaram que algumas 
variantes  agr-não funcionais apresentaram um fenótipo forte de biofilme e 
outras apresentaram um fenótipo de fraco/moderado. Foi evidenciado ainda 
que a produção de biofilme não foi afetada pelo sarA, uma vez que este lócus 
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permanecia funcional  (CAFISO  et al., 2007).  Esses dados indicam mais uma 
vez que o sistema Agr pode regular diferencialmente o biofilme estafilocócico. 
Em um interessante estudo in vivo, utilizando um modelo de doenças 
experimentais em coelhos e um sistema repórter tendo como base a proteína 
verde fluorescente (GFP), foi demonstrado que a regulação de sarA e do agr 
sobre o cap5 (um dos genes que codifica para enzimas envolvidas na síntese 
do polissacarídeo capsular 5) variava de acordo com o nicho anatômico no qual 
a bactéria se encontrava no hospedeiro. Esses autores demonstraram que o 
cap5 foi regulado positivamente pelo duplo mutante agr/sarA  nas vegetações 
cardíacas e no abscesso renal. Porém, o mesmo não foi verificado quando o 
experimento foi realizado em abscesso no baço (VAN WAMEL et al., 2002). 
Tais resultados nos induzem a supor que variações na atuação de genes 
reguladores possam também ocorrer (in vivo) em outros mecanismos 
importantes envolvidos na patogênese de doenças estafilocócicas, como por 
exemplo, na formação/acumulação do biofilme, o que poderia conferir ao 
microrganismo versatilidade quando em diferentes processos patogênicos, 
envolvendo os mais diversos sítios anatômicos do hospedeiro, e durante 
diferentes estágios do processo da doença infecciosa. 
Uma terapia apontada como promissora, envolvendo o lócus agr, seria a 
utilização de um inibidor da proteína SpsB (do inglês: S. aureus  signal 
peptidase B), a qual, segundo estudos, estaria envolvida na biossíntese do AIP. 
Foi sugerido que na presença deste inibidor ocorreu um bloqueio na síntese do 
AIP, além de significante ação antimicrobiana nos S. aureus testados 
(KAVANAUGH, THOENDEL & HORSWILL, 2007). 
Porém, como nossos estudos demonstraram que o Agr  pode regular 
tanto positivamente como negativamente a expressão de biofilme, pode-se 
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predizer que estratégias que utilizem inibidores agr tais como RIP (RNAIII-
inhibiting peptide; BALABAN et al., 2007) ou qualquer outro peptídeo inibidor do 
agr poderiam, ao invés de inibir, aumentar a expressão do biofilme produzido 
por algumas amostras de MSSA ou de MRSA sobre cateteres e outros 
dispositivos médicos. Além disso, nossos dados demonstraram que 3 das 5 
amostras não produtoras de biofilme passaram a produzir um biofilme 
fraco/moderado após a eliminação do agr. Aumento do biofilme formado por 
mutante agr também foi relatado por outros pesquisadores para uma amostra 
de S. epidermidis (VUONG et al., 2003). Assim, estudos mais precisos devem 
ser realizados para se avaliar claramente o papel de inibidores do agr como 
agentes terapêuticos potenciais. 
Resumindo, a eliminação do agr causou um impacto tanto positivo, como 
negativo (ou ainda neutro) no biofilme induzido por glicose em amostras de S. 
aureus,  tanto sensíveis como resistentes à meticilina. Esta divergência na 
modulação do biofilme foi independente da linhagem de S. aureus estudada. 
Os dados aqui compilados colocam em dúvida o potencial uso de inibidores do 
sistema Agr como estratégias para se bloquear este filme biológico. Novos 
dados e conceitos sobre o papel do agr no biofilme formado pelos S. aureus 
dependerão do esclarecimento de quais seriam as moléculas chaves que 
compõem tal estrutura. Permanece por ser esclarecido se as diferenças 
observadas na acumulação do biofilme relatadas neste estudo estão 
relacionadas a uma estrutura multicomponentes do biofilme de S. aureus e/ou 
à modulação de gene(s) associado(s) ao filme bacteriano. 
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6. CONCLUSÕES 
 
 
1. O uso de construções agr-nulas, obtidas de amostras clínicas de S. 
aureus, demonstrou que o sistema Agr regula divergentemente a 
expressão de biofilme em microrganismos pertencentes a essa espécie 
bacteriana. 
2. O agr regulou positivamente o biofilme em amostras de S. aureus 
apresentando um fenótipo de biofilme moderado/forte, demonstrando um 
papel na acumulação do biofilme nessas amostras. 
3. Entretanto, o agr regulou negativamente o biofilme de amostras de S. 
aureus apresentando um fenótipo de biofilme não-produtor/fraco ou 
exerceu um efeito neutro sobre o filme produzido por essas amostras. 
4.  Esses efeitos divergentes do agr foram detectados tanto em amostras 
clínicas de MRSA como de MSSA contemporâneas e circulantes em 
diversos países. 
5. É possível que tal divergência possa ter um papel determinante na 
regulação dos níveis de biofilme formados (acumulados) por diferentes 
cepas clínicas, o que poderia conferir ao microrganismo versatilidade 
durante diferentes processos patogênicos causados pelos S. aureus, 
nos mais diversos sítios anatômicos do hospedeiro e durante diferentes 
estágios do processo. 
6. Tendo em vista os resultados obtidos neste trabalho, estudos mais 
precisos devem ser realizados até que se possa estabelecer um 
potencial papel terapêutico para os inibidores do sistema agr, 
principalmente, em relação ao seu efeito na inibição do biofilme. 
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7. Finalmente,  novos  insights sobre os mecanismos envolvidos na 
regulação do biofilme em S. aureus necessitarão da descoberta dos 
componentes chaves envolvidos na formação do biofilme glicose-
dependente. 
8.  Permanece por ser esclarecido se as diferenças observadas no fenótipo 
de expressão do biofilme pelas amostras clínicas de S. aureus estão 
associadas a uma estrutura multicomponentes deste biofilme e/ou a 
diferenças na regulação deste filme biológico. 
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