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RESUMO

Staphylococcus aureus € um patdgeno oportunista de grande relevancia, uma vez que esta
frequentemente associado a surtos de intoxicagdes alimentares. Quando submetidos a algum
tipo de estresse celular, certos microrganismos tendem a se aglomerar em forma de biofilme,
tornando-se mais resistente a agentes externos, incluindo tratamentos antimicrobianos como o
uso da bacteriocina nisina. O aspartato € uma molécula importante para o0 metabolismo celular,
pois ha evidéncias de sua participacdo na manutencdo da homeostase e também na expressdo
de fatores de viruléncia. Neste estudo, objetivou-se avaliar as possiveis influéncias do
aminoacido aspartato sobre o crescimento, adesdo e formacdo de biofilme por S. aureus.
Estudou-se também a influéncia da bacteriocina nisina, em concentracdes subinibitdrias, sobre
a formacdo de biofilme em superficie de poliestireno na presenca e auséncia de aspartato. O
crescimento celular foi avaliado em meio sintético suplementado ou ndo com 0 aminoécido em
duas condigOes, aerofilia e microaerofilia, em frascos conicos sob agitacdo orbital e em
microplacas de 96 pocos, respectivamente. Adesdo celular e formacdo de biofilmes foram
avaliadas em duas superficies comumente utilizadas nas indUstrias de alimentos, ago inoxidavel
e poliestireno, sendo a formacdo de biofilme nesta Ultima superficie também avaliada na
presenca de concentracdes subinibitorias de nisina. S. aureus cresceu atingindo absorbancia
maxima, tanto em condicdes aerdbicas quanto em condi¢des microaerdbicas, em meio sintético
adicionado de aspartato. A adesdo celular sobre a superficie de poliestireno ndo apresentou
diferenca significativa (p>0,05) na presenca ou auséncia de aspartato. Por outro lado, em
superficie de aco inoxidavel, a adesao inicial foi superior em meio suplementado com aspartato
(p<0,05), mas ndo houve diferenca significativa no biofilme formado apds 24 e 48 h na presenca
ou auséncia do aminodcido. Concentragdes subinibitdrias de nisina ndo influenciaram na adesao
celular em superficie de poliestireno. Os resultados indicam a influéncia do aspartato no
crescimento microbiano e na adesdo inicial do microrganismo sobre ago inoxidavel. Mais
estudos, avaliando diferentes estirpes de S. aureus, precisam ser realizados para se obter

respostas mais conclusivas do papel do aminoacido para a espécie.

Palavras-chave: Controle de crescimento microbiano. Viruléncia. Peptideos antimicrobianos.



ABSTRACT

Staphylococcus aureus is an opportunistic pathogen of great relevance, since it is often
associated viwth outbreaks of food poisoning. When submitter to some type of cell stress,
certain microorganisms tend to cluster in the form of a biofilm, becoming more resistant to
wxternal agentes, including antimicrobial treatments such as the use of the bacteriocin nisin.
Aspartate is an important molecule for cellular metabolism, as there is evidence of its role in
maintaining cellular homeostasis and also in the expression of virulence factors. This study
aimed to evaluate the possible influences of the amino acid aspartate on growth, adhesion, and
biofilm formation by S. aureus. The influence of the bacteriocin nisin, in subinhibitory
concentrations, on the formation of biofilm on a polystyrene surface in the presence and absence
of aspartate was also evaluated. Cell growth was conducted in a synthetic medium
supplemented or not with the amino acid in two conditions, aerophilic and microaerophilic, in
conical flasks under orbital assembly and into 96-well microplates, respectively. Cell adhesion
and biofilm formation were studied on two surfaces commonly used in the food industries,
stainless steel and polystyrene, and the biofilm formation on this last surface was also evaluated
in the presence of subinhibitory dosages of nisin. S. aureus grew reaching maximum
absorbance, both in aerobic and microaerobic conditions in synthetic medium with aspartate.
Cell adhesion on a polystyrene surface did not show a significant difference (p> 0.05) in the
presence or absence of aspartate. On the other hand, in stainless steel surface, the initial
adhesion was higher in medium supplemented with aspartate (p <0.05), but there was no
difference in the biofilm formed after 24 and 48 h in the presence or absence of the amino acid.
Subinhibitory concentrations of nisin did not influence cell adhesion on a polystyrene surface.
The results highlight the effect of aspartate on microbial growth and initial adhesion of the
microorganism on stainless steel. Further studies, evaluating different strains of S. aureus, need
to be carried out to obtain more conclusive responses to the role of the amino acid for this

species.

Key-words: Microbial growth control. Virulence. Antimicrobial peptide.



SUMARIO

1 INTRODUGAOD ..ottt ane s 10
2 REVISAO DE LITERATURA ...ttt 11
2.1 StaphYIOCOCCUS AUIEUS.........eiveeiieiieiieeie et ste et re et sae e ste e e e teaneesneenas 11
2.2 BIOTHIME (oo s 13
2.2.1  Mecanismos moleculares envolvidos na formacao de biofilme em S. aureus... 15
2.2.2  Medidas de controle de Diofilme ..........ccooviiiiii 18

2.3 Importancia do aspartato para fisiologia microbiana...........c.cceccevveriinieninnisnnseee, 22

3 METODOLOGIA ..ottt et e e sa e s e et e sbe st e s renreeneanes 23
3.1  Microrganismos € coNdiGa0 de CUILIVO ..........ccceiieieiiiiiieicee e 23
B0 = - Tox (=] [ Tod 13 - SRR 23
3.3 Efeito de aspartato sobre 0 crescimento de S. QUFUS.........ccveivevvereeiieieesie e 24
3.4  Influéncia de aspartato na formacéo de biofilmes por S. aureus...........c..cccecveevenenn. 24
3.4.1  Adesdo de S. aureus em superficie de polieStireno ............cccccvevvevvcieveeseennenn, 24
3.4.2  Formacdo de biofilme em cupons de aco inoxidavel por S. aureus................... 25

3.5 Influéncia do aspartato na resisténcia de S. aureus a NiSiNA ..........ccccceevveeeerreereeennenn, 26
3.6 ANALISE A8 UAUDS ....cvvevveieiieieeie ettt neene e 27

4 RESULTADOS E DISCUSSAQ ...t eeee et 27
5 CONCLUSAD ....ovoiiietee st 34

REFERENCIAS ..o et e e e e et e e oo s e e et e e s e e e e e e e e e e e es e s ae e e s an s 35



10

1 INTRODUCAO

Staphylococcus aureus € um microrganismo oportunista de grande relevancia, pois é
responsavel por diversas doencas que incluem intoxicagfes alimentares. A capacidade de
produzir enterotoxinas é considerada um dos principais fatores de viruléncia. Somada a outras
diversas caracteristicas que tornam esse patdgeno uma bactéria extremamente resistente a

tratamentos antimicrobianos.

Outro importante fator de viruléncia em S. aureus é a capacidade de formar biofilmes,
uma forma de vida bacteriana de agregados de células em que a aderéncia em superficies solidas
confere protecdo ao micro-organismo em situacdes em que a condi¢do ndo é favoravel a sua
sobrevivéncia. Essa adesdo ¢ embebida por uma matriz viscosa produzidas pelas préprias
bactérias. A ruptura do biofilme caracteriza seu Gltimo estagio e é nesta etapa que o quorum
sensing, mecanismo de comunicagdo celular, se mostra mais presente. Estudos apontam que

esse meio de comunicacao esta ligado a expressao de fatores de viruléncia.

A partir do momento em que o biofilme atinge a etapa de adesao irreversivel, sua
remocao exige métodos abrasivos e sdo de dificil remocédo, portanto, a melhor medida de
controle é evitar sua formacdo. Assim, estudos sdo realizados a fim de melhorar os protocolos
de limpeza e sanitizacdo, seja por meio da reducdo da adesdo, ou da desestabilizacdo da matriz
extracelular, de modo que os sanitizantes sejam capazes de penetrar nos biofilmes. Os efeitos
da nisina, bacteriocina produzida por Lactococcus lactis subsp. lactis sobre os biofilmes vém

sendo estudados, uma vez que € muito eficaz contra bactérias, principalmente gram-positivas.

Outra importante molécula, o aspartato, tem sido estudada pelo nosso grupo de pesquisa
e tem sido associada como molécula chave na adaptacdo de S. aureus a peptideos

antimicrobianos.

Considerando a importancia dos biofilmes, este trabalho avaliou a possivel influéncia
do aminoéacido aspartato sobre o crescimento, adesdo e formacéo do biofilme por S. aureus,
bem como a influéncia da bacteriocina nisina, em concentra¢des subinibitorias, na formagao de

biofilmes na presenca e auséncia de aspartato.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus € uma bactéria gram-positiva, ndo esporulada, aerobia ou
anaerdbia facultativa, com metabolismo respiratorio e fermentativo (DEINHARDT-EMMER
et al., 2018; ALHASHIMI; AHMED; MUSTAFA, 2017), mesotfila e, normalmente,
halotolerante, ou seja, cresce em meios com até 10 % da composicdo de sal e em baixa atividade
de &gua (0,86), além de suportar ampla faixa de pH, variando de 4,0 a 9,0 (ALHASHIMI,
AHMED; MUSTAFA, 2017; FEITOSA et al., 2017). Apresenta formato esférico que varia de
0,5 a 1,5 um de diametro e pode ser encontrado comumente sobre a pele, pelo e nas fossas
nasais de humanos saudaveis. E considerado um patdgeno oportunista muitas vezes presente
em ambientes hospitalares, onde podem causar diversas doengas, como infec¢des cutaneas,
endocardites, choque toxico, dentre outras, além de ser frequentemente associado a casos e
surtos de intoxicacao alimentar (FERRASSO; GONZALEZ; TIMM, 2015; LI et al., 2019).

A importancia de S. aureus esta relacionada a facilidade em causar infecgdes em
humanos, tornando o que antes poderia ser uma bactéria indcua em patogénica (GOMES, 2013).
Parte de sua viruléncia esta associada a sua morfologia, que permite producdo de toxinas e
hemolisinas; apresenta estruturas de aderéncia como as adesinas; se adapta e desenvolve
resisténcia a antimicrobianos e sanitizantes; além de formar biofilme (WELTE et al., 2019;
MALEKI et al., 2019; SURESH; BISWAS, 2019).

O mecanismo de quorum sensing é considerado essencial na viruléncia de S. aureus.
Esse mecanismo estd presente em diversas espécies bacterianas e possibilita a comunicacéao
entre as bactérias em fungéo da densidade populacional, levando a alteragdes na expressdo dos
genes, permitindo a regulacdo de fungdes fisiologicas responsaveis pelos fatores de viruléncia,
motilidade, bioluminescéncia, dentre outros (LE SCORNET; REDDER, 2018;
BRAMHACHARI, 2018; SOLA et al., 2012; HAQUE et al., 2018). O quorum sensing é
regulado por moléculas sinalizadoras, que recebem o nome de auto indutoras (Al), liberadas
pela bactéria no meio extracelular por difuséo sendo a quantidade proporcional a densidade
populacional. E perigosa ao hospedeiro, pois so é detectada em altas concentracdes, depois que
as bactérias ja iniciaram o processo de expressao dos genes que as tornam patogénicas (LE
SCORNET; REDDER, 2018; SOLA et al., 2012; BRAMHACHARI, 2018). Em S. aureus o

sistema de quorum sensing é coordenado pelo operon agr.
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As toxinas sdo metabdlitos toxicos que surgem do desenvolvimento das bactérias e,
segundo Boswihi e Udo (2018), além da ingestdo de alimentos contaminados, ha a possibilidade
de o individuo adquirir patologias por meio da quebra da barreira do epitélio, havendo insercédo
dessas toxinas na corrente sanguinea. Além de apresentar resisténcia ao calor, ndo sendo
destruidos mesmo quando submetidos a processos térmicos e a radiacdes ionizante e nédo
ionizante, esses metabdlitos ndo apresentam odor ou sabor, ndo sendo, portanto, detectado no

momento da ingestdo (LI et al., 2018).

As enterotoxinas sdo conhecidas como superantigenos e, no genoma bacteriano, os
genes que as codificam sdo identificados pela sua inicial “SE”, de enterotoxina estafilocécica
(staphylococcal enterotoxin). Sua principal funcdo é converter o tecido em que o
microrganismo se encontra em nutrientes para seu préprio crescimento (ZELL et al., 2008). As
cepas de S. aureus produzem cerca de 23 superantigenos, divididas entre os classicos (SEA,
SEB, SEC, SED e SEE), e ndo classicos, sendo as mais comumente envolvidas em casos e
surtos de intoxicacao alimentar (BOSWIHI; UDO, 2018; GOLDMANN; MEDINA, 2018; LI
etal., 2018).

De acordo com Samadi, Klems e Untersmayr, (2018), SEB induziu ao aumento da
secrecdo da proteina claudina-2 que agem na permeabilidade das células endo e epiteliais,
facilitando o transporte do antigeno nos tecidos epiteliais de camundongos.

Staphylococcus aureus apresenta capsula de polissacarideo externa a parede celular,
sendo que de 11 tipos de polissacarideos identificados, os tipos 6 e 7 estdo altamente associados
as intoxicacdes anteriormente citadas. Essa capsula faz com que a fagocitose seja inibida, uma
vez que essa estrutura camufla a célula microbiana, aumentando sua capacidade de invadir 0s
tecidos. No glicocalice ainda ha a presenca de adesinas, que tém poder de aderéncia da bactéria,

por ligar-se por meio de receptores quimicos a superficie da célula hospedeira (GOMES, 2013).

O uso desenfreado de antibidticos desde a descoberta da penicilina tem sido a maior
razao do aumento da resisténcia dos microrganismos aos farmacos. Portanto, algumas cepas de
S. aureus vém apresentando resisténcia a antibidticos B-lactdmicos, que sdo 0s medicamentos
mais usados contra bactérias de Gram-positivas (CHACON et al., 2019; DADASHI et al.,
2019).

Além de se associarem a biofilme, o mecanismo de resisténcia de S. aureus contra esse

grupo de antibidticos conta com acdo de enzimas e até mesmo a mudanca de sitio de acdo. A
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B-lactase é a enzima responsavel por hidrolisar e inativar o anel B-lactdmico do antibi6tico,
tendo poder de reduzir ou anular a eficacia do mesmo (IWASE et al., 2019). J& a mudanca de
sitio de acdo é mediada pelo elemento Cassete Cromossdmico (SCCmec), que consegue reduzir
a afinidade entre as proteinas de ligacdo e o antibiotico ao codificar uma outra proteina
semelhante, a PBP2A, que se liga a penicilina no lugar da bactéria (SILVA; ALCANTARA,
MOTA, 2018; CONG; YANG; RAO, 2020).

A fim de driblar os mecanismos de defesa de S. aureus, o antibidtico meticilina surgiu
como alternativa, porém ja nos anos de 1960 foi identificada a primeira cepa resistente,
nomeada de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) (DADASHI et al., 2019);
posteriormente passou-se a utilizar a vancomicina como alternativa no tratamento de MRSA,
porém também surgiram cepas resistentes a mesma (VRSA) (CONG; YANG; RAO, 2020).

Além da resisténcia aos antimicrobianos, é importante salientar a resisténcia de S.
aureus aos sanitizantes, visto que estes agentes sdo comumente utilizados para inativar e
destruir patdgenos nas industrias (SEIER-PETERSEN et al., 2015; SANTANA, 2016). A
preocupacdo ndo é em relacdo a eficdcia dos produtos, mas sim pela capacidade dos
microrganismos permanecerem ativos por longos periodos em superficies secas gracas a
formacéo de biofilme, o que dificulta a agdo de inativagdo dos sanitizantes. Ademais, 0 uso em
doses subletais dos produtos de limpeza tém permitido o surgimento de cepas adaptadas
(BUZON-DURAN et al., 2017; QUERIDO et al., 2019; SEIER-PETERSEN et al., 2015).

2.2 Biofilme

Biofilme é um termo que descreve uma forma de existéncia microbiana caracterizada
pela adesdo dos microrganismos em superficies, sejam elas bioldgicas ou ndo, por meio de
producdo de substancias poliméricas extracelulares, capazes de formar redes gelatinosas com
funcdo de manter a sobrevivéncia em condi¢fes ndo favoraveis (KASNOWSKI et al., 2010).
Essa forma de vida permite a colonizagdo de superficies, além de reduzir a sensibilidade a
antimicrobianos, pois torna mais dificil a penetragdo do farmaco nesta estrutura tridimensional
(SHI; MAO; WANG, 2014; DONG et al., 2015).

Diferentes pesquisadores tém proposto diferentes etapas para explicar o processo de
formagéo de biofilme por S. aureus (MOHAMMED et al., 2018; SURESH; BISWAS, 2019;
APARNA; YADAYV, 2008; MACEDO; ABRAHAM, 2009). A figura 1 apresenta um modelo

muito aceito no qual a formacdo de biofilmes microbianos inicia-se pela adesdo reversivel a
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superficie com a formagdo de microcoldnias, seguida pela adesao irreversivel com a produgéo
de EPS e formacdo de estruturas com formato tipico de cogumelos e, por fim, a ruptura dos

biofilmes. Para cada uma das etapas, diversos fenémenos estdo envolvidos.

Figura 1. Estagios do desenvolvimento dos biofilmes.

: ! ! Biofilme maduro L|bfjr:(;éo
Células Agregados ou ' SJul
planctonicas ! microcol6nias : -nc.f.\u ®
5 i i P
N | Inicio do OS s
q:,-”\a ‘ ! ~ .

Adesio reversivel | Adesio irreversivel

Fonte: Adaptado de Macedo e Abraham (2009).

O inicio do desenvolvimento do biofilme se d& de forma muito rapida, podendo ocorrer
em poucos segundos, sendo esse estagio denominado agregacdo no qual as células se fixam a
um substrato. Essa aderéncia entre a superficie microbiana e a superficie do substrato ocorre
gracas as interacdes hidrofobicas, eletrostaticas e de Van der Waals (MONDS; TOOLE, 2009).
Superficies onde ha rugosidades tém menor tensdo superficial e maior da area de contato,
tornando-a mais suscetivel a formacao do biofilme, bem como materiais hidrofobicos (como o
teflon e outros plasticos), como apontam alguns estudos. Nessa fase, as bactérias crescem de
forma logaritmica (ANTUNES et al., 2010; APARNA; YADAYV, 2008; COSTERTON;
STEWART; GREENBERG, 1999).

Minutos apds a etapa de agregacdo, ocorre a ligacao irreversivel. As bactérias comegcam
a se multiplicar e ativar a producdo de matriz composta por substancias poliméricas
extracelulares (EPS — extracelular polymeric substances) (COSTERTON; STEWART,;
GREENBER, 1999). O EPS representa cerca de 90% da massa do biofilme (FLEMMING,;
WINGENDER, 2010).

Quando o agregado atinge uma espessura maior que 10 um, a matriz extracelular
composta de proteinas (BRANDA et al., 2006; DIGGLE et al., 2006), carboidratos e DNA
extracelular (¢€DNA) (GUITON et al., 2009), pili, flagelo e outras estruturas de adesdo como as
adesinas (CEGELSKI et al., 2009; PINKNER et al., 2006) formam uma estrutura

tridimensional que estabilizar o biofilme. A retencdo da agua se dé por meio de interagdes com
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polissacarideos hidrofilicos, enquanto os nutrientes que se encontram na matriz sdo usados para
no metabolismo das bactérias associadas (FLEMMING; WINGENDER, 2010). Gragas ao
mecanismo do quorum sensing, enzimas sao secretadas de modo que a composicdo da EPS
muda conforme o contexto em que o biofilme se encontra (GJERMANSEN et al., 2005;
SAUER et al., 2004). Pode-se afirmar, entdo, que essa estrutura é altamente robusta e complexa
fornecendo elevada protecdo a agentes fisicos e quimicos, e a dessecacdo (FLEMMING;
WINGENDER, 2010).

No estagio de maturacdo, a espessura do biofilme se encontra superior a 100 um, sendo
a funcdo da matriz proteger a bactéria contra defesas da resposta imune, como a opsonizacéo,
fagocitose e antimicrobianos (JEFFERSON, 2004; LEID et al., 2002). Quando o biofilme é
heterogéneo e as bactérias atuam em harmonia, é possivel desencadear mais mecanismos de
defesa e fatores de viruléncia (VUONG et al., 2004), tornando toda a estrutura mais tolerante
contra antimicrobianos (FRANK et al., 2007); extrema resisténcia a fagocitose (SCHOMMER
et al., 2011; WAGNER et al., 2009); e maior resisténcia a forca fisica, bem como a forca de

tensdo causada por lavagem cirurgica (JEFFERSON, 2004).

O dltimo acontecimento é a dispersdo celular. Nessa etapa algumas das bactérias se
desprendem do biofilme para retornarem ao estado plancténico, onde elas podem colonizar
outro local. Porém, essa etapa € demorada e pode levar vérios dias ap6s o término da etapa
anterior (ANTUNES et al., 2010; APARNA; YADAYV, 2008). Esse desprendimento pode
ocorrer devido a formacdo de um ambiente anaer6bio, 0 que aumenta a concentracdo de gases
insoltveis e &cidos no interior do biofilme, tornando a estrutura mais fraca (OLIVEIRA;
BRUGNERA; PICCOLLI, 2010).

2.2.1 Mecanismos moleculares envolvidos na formacéo de biofilme em S.
aureus
N&o se pode relacionar ao certo a formacédo de biofilme com os diferentes fendtipos de
S. aureus, mas sabe-se que reguladores globais de viruléncia, incluindo SigB, LuxS, SarA
(staphylococcal acessory regulator) além do sistema quorum sensing mediado pelo l6cus agr
estdo envolvidos no referido processo (VALLE et al., 2003; CEGELSKI et al., 2008; OTTO,
2008; LAVERTY; GORMAN; GILMORE, 2013).

O lbcus agr constitui-se de dois operons divergentes controlados pelos promotores P2 -

que codifica as proteinas AgrA, AgrB, AgrC e AgrD - e P3, que codifica o RNAIII. As proteinas
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AgrB e AgrD sédo produtos dos genes agrB e agrD, respectivamente, e formam um peptideo
chamado auto-indutor (AIP). Em elevada densidade celular, as altas concentragcdes de AIP
facilitam sua ligacdo ao receptor presente em AgrC, uma proteina transmembranica, que leva a
fosforilacdo de AgrA, que induz os promotores P2 e P3 a ativarem a transcricdo de varias
proteinas e também do RNAIII, um importante fator de transcricdo de diversos genes de
viruléncia. O RNAIII, quando em altas concentracdes, regula negativamente a expressao de
genes que codificam exoproteinas, associadas aos danos causados pelo microrganismo ao
hospedeiro, facilitando o desenvolvimento de infec¢bes por MRSA (GEORGE; MUIR, 2007,
CEGELSKI et al., 2008; LAVERTY; GORMAN; GILMORE, 2013). A figura 2 sumariza a

regulacéo do l6cus agr em S. aureus.

Figura 2. Diagrama esquematico do gene regulatério agr.
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Fonte: Adaptado de Water e Bassler (2005).

A formacdo de biofilmes por bactérias do género Staphylococcus esta intimamente
associada a producdo da adesina intercelular polissacaridica (PIA), que é basicamente um
polimero de carga positiva. Sua producao é resultante da expressao dos genes presentes no locus
ica, que compreende tanto o gene regulatério icaR quanto o operon icaADBC. Este operon
codifica as proteinas IcaA e IcaD; N-acetilglicosamina transferases envolvidas na sintese da
cadeia de N-acetilglicosamina; IcaC, supostamente envolvida no alongamento e consequente
externalizacdo do polissacarideo crescente; e a proteina IcaB, responsavel pelo processo de
desacetilacdo parcial da PIA, que produz residuos essenciais para que o polissacarideo se ligue
as superficies onde ocorrerdo as primeiras etapas de adesdo do biofilme (O’GARA, 2007,
OTTO, 2008; 2009 LAVERTY; GORMAN; GILMORE, 2013).
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Figura 3. Sintese da adesina intercelular polissacaridica (PI1A).
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Fonte: Adaptado de Otto (2009).

(a) A imagem evidencia o processo de sintese (1), alongamento e exportacdo (2) e desacetilagcdo da cadeia polissacaridica (3).
(b) Estrutura do locus ica em espécies do género Staphylococcus. Os reguladores de viruléncia SigB, SarA e LuxS tém acédo
importante sobre a expressdo desse locus. Sombras verdes representam cargas negativas enquanto as azuis cargas positivas. C,
grupo carboxila; N, grupo amina.

Em estudo avaliando a producédo de biofilmes, Marques et al. (2013) detectaram uma
frequéncia de 7,8 e 23,5% dos genes icaA e icaD, respectivamente, nas cepas isoladas do leite
de vacas com mastite no Rio de Janeiro. Apesar de ter sido baixa a frequéncia, 84,31% das
cepas eram formadoras de biofilme. Ja em Sédo Paulo, Melo et al. (2012) também detectaram a
presenca dos genes ica em S. aureus isolados a partir de vacas com mastite. A producdo de
matriz de EPS foi observada em 98,9% das estirpes de S. aureus enquanto os genes icaA e icaD,
foram detectados em 95,7% dos isolados. Ambos os estudos indicam forte relacdo entre o

desenvolvimento de biofilme e a expresséo dos genes do operon ica.

A PIA ja mostrou grande relevancia para a viruléncia de S. aureus, mas hoje em dia ja
se sabe da participacdo de outra proteina denominada proteina ica-independente,
principalmente em amostras clinicas de MRSA (ROHDE et al., 2007).

Estudos apontam a participacdo na formagéo de biofilmes de proteinas da parede celular,
bem como a proteina associada ao biofilme (Bap). Essa proteina de superficie tem fungéo de
fixar as células as superficies abioticas, alem de mediar a adesdo intercelular (CUCARELLA
et al., 2001). Porém, até 0 momento, essas proteinas foram descritas somente S. aureus isolado
de mastite bovina (CUCARELLA et al., 2004; DARWISH; ASFOUR, 2013).
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A proteina G de superficie de S. aureus (SasG) atua de forma similar & proteina
associada a acumulacdo (Aap - accumulation associated protein) de S. epidermidis, que
induzem na producdo de estruturas fibrilares sobre a parede celular, auxiliando na adesao as
células epiteliais (GEOGHEGAN et al., 2010; GRUSZKA et al., 2012).

A proteina C (SasC) foi caracterizada como um fator auxiliar na agregacédo de células
em algumas cepas de S. aureus (SCHROEDER et al., 2009).

A proteina ligadora de colageno (Cna), codificada pelo gene cna, promove a adesdo em
tecidos colagenosos, tornando-se necessaria para que S. aureus seja capaz de se ligar a tecidos
cartilaginosos in vivo (SIMOJOKI et al., 2012).

De acordo com Downer et al. (2002), S. aureus € ainda capaz de aderir em tecidos ricos
em elastina, principal componente que mantem a funcao de tecidos flexiveis, gragas a proteina

EbpS, codificada pelo gene ebpsS.

Segundo Houston et al. (2011), foi identificado o fendtipo formador de biofilme,
promovido pelas proteinas ligadoras de fibronectina FnBPA e FnBPB. Essas proteinas tém
capacidade de reconhecer moléculas da matriz extracelular do hospedeiro, como o fibrinogénio,

a elastina e a fibronectina, formando uma interacdo do tipo ziper (BUCK et al., 2010).

Os fatores de acoplamento (ClIfs — clumping factors) sdo proteinas sintetizadas por
diversas cepas de S. aureus. Os fatores de acoplamento A e B sdo codificados pelos genes clfA
e clfB, respectivamente. Ambas as proteinas apresentam as importantes funcdes de adesdo e
evasdo do sistema imune do hospedeiro. Assim como outros fatores de viruléncia, este também
sofre influéncia das condi¢Ges em que a bactéria se encontra, bem como sua fase de crescimento
(WALSH et al., 2008; SCALLI et al., 2015). O fator de acoplamento também é conhecido como
fator de aglomeracdo, pois tem habilidade de agregar plaquetas por meio da ligacdo com o
fibrinogénio. Assim, contribui para formacédo de abscessos, biofilmes, além de tornar a doenca
mais intensa no hospedeiro, devido ao estimulo a uma forte resposta inflamatéria
(MALACHOWA et al., 2016).

2.2.2 Medidas de controle de biofilme

Atualmente, ja foi descoberto como atuam os antibioticos in vivo a partir da
determinacdo das concentragfes inibitéria e bactericida minimas, CIM e CBM,
respectivamente. Elas possuem funcdo de avaliar os efeitos dos antibidticos contra bactérias
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planctonicas em sua fase de crescimento exponencial. Apesar disso, doencas que estdo
associadas a biofilmes devem receber tratamentos diferentes dos convencionais, visto que s&o
mais resistentes as concentra¢es usuais das drogas usadas (COSTERTON et al., 2003;
HOOGAN; KOLTER, 2002).

Além dos mecanismos de resisténcia do proprio biofilme, sabe-se que pode ocorrer
inativacdo de antibiotico devido ao ambiente conter altas concentracBes de ions de metal e
valores de pH baixos, e devido a propria limitacdo de difusdo da droga pela matriz extracelular.
Todos esses fatores somados tornam o biofilme cerca de 1000 vezes mais tolerantes a
antimicrobianos (COSTERTON; MONTANARO; ACIOLA, 2007; HOIBY et al., 2010).

Devido a essas dificuldades, estudos buscam diferentes meios de modular a formacéo
de biofilme por meio de quatro estratégias, sendo elas: (1) inibir a adesdo microbiana; (2) inibir
a maturacdo da estrutura do biofilme; (3) erradicar o biofilme; (4) induzir a dispersdo do
biofilme (FRANCOLINI et al., 2004; FRANCOLINI; DONELLI, 2010).

Segundo Miquel et al. (2016), a etapa de adesdo das bactérias é um fenébmeno natural,
mas essencial para a formacdo de biofilme e, portanto, tem-se desenvolvido praticas de reduzir

esse processo por meio bioquimico, fisico-quimico e biolégico.

Inibir a maturaco do biofilme é interessante, pois, além do biofilme maduro atuar como
barreira protetora, o biofilme jovem é mais suscetivel aos antimicrobianos (ANDERL;
FRANKLIN; STEWART, 2000). Isso ocorre porque a densidade celular é o que desencadeia a
resposta gerada pelo mecanismo de quorum sensing, fazendo com que a expressao de genes dos
fatores de viruléncia aumente (DE KIEVIT; IGLEWSKI, 2000). Importante lembrar que é
comum encontrar diferentes tipos de bactérias que competem por nutrientes, criando um

biofilme heterogéneo e mais resistente, de acordo com Walters et al., (2003).

A estratégia de erradicar o biofilme ja formado ndo é o melhor caminho, visto que os
tratamentos costumam ser ineficazes, pois os mecanismos de defesa das células variam

conforme as etapas do biofilme em que se encontram (DAVIES, 2003).

Depois que o biofilme se encontra formado, ha a possibilidade de induzir a disperséo
dele, uma vez que seu proprio ciclo leva ao desprendimento de células em sua Ultima etapa.

Entender esse processo pode ajudar no desenvolvimento de novas abordagens de controle do
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biofilme. No entanto, 0 mecanismo de ac¢éo dessa estratégia conta com diferentes concentragdes
de substrato de oxigénio e carbono, que dispersam o biofilme (NEWELL et al., 2011).

Na industria de alimentos, € comum que sejam aplicados procedimentos de limpeza e
desinfeccdo de modo a controlar o desenvolvimento de microrganismos patogénicos e, ou
deterioradores, mas sabe-se que pode ndo ser o suficiente para remover biofilmes (JAHID,
2012; SIMOES; SIMOES, VIEIRA., 2010). A fim de dissolver restos organicos, emulsionar
gorduras ou desnaturar proteinas, sdo utilizados diversos produtos quimicos na limpeza dos
utensilios e equipamentos, inclusive produtos alcalinos ou tensoativos (MAUKONEN et al.,
2003).

Os sanitizantes mais usados na industria sdo o cloro, peroxido de hidrogénio, iodo,
0z6nio e acido peracético (KUDA; KUDA, 2008). Mas para remocao de microrganismos do
biofilme, o produto deve conseguir penetrar na matriz de EPS e, assim, inativar as células
(SOUZA et al., 2014). Sabendo disso, diversos estudos foram feitos a fim de comparar 0s
efeitos dos métodos quimicos, e pode-se afirmar que ainda € muito dificil realizar a remogéo
dessas estruturas por meio de sanitizantes. Tanto Marques et al. (2007) quanto Meira et al.
(2012) determinaram que o acido peracético foi o que apresentou maior eficacia quando
comparados a dicloroisocianurato de sddio, peréxido de hidrogénio e hipoclorito de sédio.

Porém, em ambos os estudos, ndo foi possivel remover completamente as células de S. aureus.

Outra potencial alternativa para controle de biofilmes é o uso dos biossurfactantes. A
surfactina consiste em lipopeptdideos ciclicos de sete aminoacidos produzidos por cepas de
Bacillus subtilis (CHEN; JUANG; WEI, 2015). Esse biossurfactante vem chamando atencao,
pois apresenta maior capacidade de reducédo de tensdes superficial e interfacial, se comparado
a outros surfactantes sintéticos, além de apresentar grande versatilidade em sua aplicacdo
(BARROS et al., 2007; JIN et al., 2016).

Os estudos de Silva e Nitschke (2017) realizados em superficies de poliestireno,
demonstraram que tanto a concentracao de surfactina quanto a temperatura aplicada sdo fatores
extremamente relevantes no processo de remocdo de biofilme de S. aureus. Resultados
similares foram obtidos por Gomes e Nitschke (2012), onde pbde ser observada a
suscetibilidade de biofilme a aplicag&o de surfactina em biofilmes formados por outras espécies

de microrganismos.
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Conforme os consumidores se tornam mais exigentes quanto ao uso de compostos
sintéticos na industria de alimentos, aumentou-se o interesse por antimicrobianos naturais e que
ndo causem danos ao meio ambiente (LEBERT; LEROY; TALON, 2007). Devido a isso, uma
alternativa que se tem mostrado promissora € o uso de 0leos essenciais (OE). Do ponto de vista
quimico, sdo compostos volateis com odor forte caracteristico, e sdo metabolitos de plantas
aromaticas. Sao lipofilicos, o que lhes confere a capacidade de adentrar a célula bacteriana,

permitindo a ruptura das diversas camadas que compdem sua parede (BAKKALI et al., 2008).

Rocha et al. (2014) avaliaram a atividade de 0leo essencial de alecrim, observando
reducdo significante de células aderidas aos cupons de polipropileno de S. aureus, e remoc¢éo
completa dos biofilmes de Escherichia coli, Salmonella choleraesuis e Pseudomonas
aeruginosa. Pode-se afirmar que o uso de OE é interessante e mostra grande potencial para
remocao de biofilmes em industrias de alimentos, tornando-se alvo de estudos (VALERIANO
et al., 2012). Entretanto, ha relatos do uso de OE de alecrim somente nas seguintes situacdes:
em sanitizacdo de hortalicas minimamente processadas (AZEREDO, 2011); em forma de
extrato, atuando como antimicrobiano contra bactérias plancténicas da mucosa oral (SILVA et
al., 2008); e para inibir e controlar biofilmes de fungos em proteses dentéarias (CRUZEIRO,
2013).

Uma alternativa que foi encontrada para maximizar a seguranca de alimentos é o uso
empirico de microrganismos ou seus produtos, principalmente subprodutos de bactérias
lacticas, que agem como bioconservantes, pois tém capacidade de inibir agentes deterioradores
(MAGNUSSON; SCHNURER, 2001; DEEGAN et al., 2006). Outro inibidor que chama
atencdo sdo os peptideos sintetizados ribossomicamente produzidos ndo apenas por procariotos,
mas tambem por eucariotos superiores (PAPAGIANNI, 2003).

Nisina é um peptideo antimicrobiano produzido por Lactococcus lactis mais estudado,
sendo reconhecido como GRAS (Generally recognized as safe) desde 1989 pela Food and Drug
Administration (FDA). Seu mecanismo de acdo se deve a interacdo com lipideos anidnicos
presentes na membrana das bactérias, levando a formacéo de poros. Por esses poros ocorre 0
efluxo de ion, que leva a dissipacdo da forca protomotiva, hidrélise de ATP e, por consequéncia,
lise celular (BREUKINK et al., 2003; ENNAHAR et al., 2000). Aplicando-se concentracédo de
250 Ul/mL de nisina em superficie de polipropileno, foi possivel reduzir em 99% a quantidade
de células sésseis de S. aureus (CABO et al., 2009).
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A nisina, na concentragdo de 25 pg/mL foi capaz de impedir a formacéo de biofilme por
25 estirpes diferentes de S. aureus (SUDAGIDAN; YEMENICIO, 2012). Combinando essa
bacteriocina com cloro e glutaraldeido, Davison, Pitts e Stewart (2010) conseguiu atingir o
interior do biofilme de S. epidermidis em menor tempo que outros agentes, porém sem remogao
do biofilme. Pimentel-Filho et al. (2014) avaliaram concentracdes subinibitorias das
bacteriocinas nisina e bovicina HC5, e determinou que elas podem reduzir a adesdo de S.

aureus.
2.3 Importancia do aspartato para fisiologia microbiana

A efetividade dos agentes antimicrobianos é baseada em seu mecanismo de acdo, que
inclui a inibicdo da sintese de parede celular, de proteinas, de acidos nucléicos ou folato, € a
desestabilizacdo da membrana celular (NOGUEIRA et al., 2016). Ter como alvo a sintese de

proteinas, demonstra a importancia delas para 0s microrganismos e sua sobrevivéncia.

Em S. aureus, o aspartato, em conjunto com a histidina e a serina, sdo responsaveis pela
homeostase da célula, ao degradarem proteinas j& danificadas (CLAUSEN; SOUTHAN;
EHRMANN., 2002). O dipeptideo Asp-Ser estd presente em forma de uma longa cadeia,
chamada dominio R, que é uma caracteristica das adesinas CIfA e CIfB, ou fatores de
acoplamento (FOSTER; HOOK, 1998). O 4cido aspartico, bem como lisina, acido glutamico e
tripsina sdo encontrados abundantemente na estrutura primaria das enterotoxinas
estafilococicas (LE LOIR; BARON; GAUTIER, 2003). Percebe-se entdo, a importancia deste

aminoéacido, tanto para sobrevivéncia, quanto para sua viruléncia.

Apesar de ser importante para sobrevivéncia das células, aminoacidos sdo estudados
como forma de prevenir ou destruir biofilmes. De acordo com Leiman et al. (2013), a
combinacdo de alguns D-aminoacidos € capaz de inibir a formacdo de biofilme de Bacillus
subtilis, a0 mesmo passo que seus isdmeros L-aminodcidos sdo capazes de reverter sua acao
inibitoria. E afirmado nesse estudo que essa suscetibilidade da bactéria ao efeito dos D-
aminoacidos se da principalmente aos efeitos toxicos que eles tém sobre a sintese de proteinas
de B. subtilis.

Os estudos de Kolodkin-Gal et al. (2010) apresentaram resultados similares, afirmando
gue a mistura dos mesmos D-aminoacidos teve capacidade de desfazer biofilmes ja formados.

A acdo inibitoria foi observada tanto sobre biofilmes de S. aureus quanto de P. aeruginosa. Em
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ambas as pesquisas, 0s aminoécidos utilizados foram D-leucina, D-metionina, D-tirosina e D-

triptofano.

Segundo Yang (2015), ambas as formas isdbmeras (D ou L) do aspartato, em grandes
concentracdes apresentaram eficacia para cessar o crescimento de células plancténicas,
enquanto em quantidades reduzidas, a atividade metabolica do microrganismo é reduzida. 1sso
se deve a diminuigdo da sintese de proteinas e DNA na matriz do biofilme por conta da presenga

do aspartato na mesma.

Esse trabalho teve como objetivo estudar o efeito do aminoacido aspartato sobre o
crescimento, adesdo e formacédo de biofilmes em superficies de poliestireno e ago inoxidavel
por S. aureus, bem como a influéncia da bacteriocina nisina em concentracdes subinibitdrias na

formacéo de biofilmes na auséncia e presenca de aspartato.

3 METODOLOGIA

3.1 Microrganismos e condic¢ao de cultivo

Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC 25923 (INCQS 00015), cedida pela
Fundacao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ, Rio de Janeiro) foi utilizado como microrganismo teste.

O estoque da estirpe foi obtido por meio do cultivo bacteriano em caldo infuso de
cérebro e coracdo (BHI) em aerobiose a 37 °C por 18 h. Aliquotas do cultivo foram transferidas
para microtubos, e glicerol foi adicionado em concentracéo final de 20 % (v/v). Os microtubos

foram armazenados a -20 °C até serem utilizados nos experimentos.

Para os ensaios propostos, a estirpe de S. aureus foi pré-cultivada em caldo BHI sob

agitacdo a 150 rpm a 37 °C por 24 h.
3.2 Bacteriocina

Nisina A produzida por Lactococcus lactis (2,5 % nisina > 1,000 IU/mg; Sigma-Aldrich,
Alemanha) foi ressuspendida em tampéo fosfato de sodio estéril (10 mM, pH 7.2) e estocada a

7 °C até o uso.
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3.3 Efeito de aspartato sobre o crescimento de S. aureus

A influéncia do aminoéacido aspartato sobre a cinética de crescimento de S. aureus foi
avaliada em meio sintetico (GERTZ et al., 1999) em duas condi¢des diferentes: aerobiose

(macroensaio) e microaerofilia (microensaio).

Para avaliacdo do crescimento microbiano em aerobiose, 50 mL de meio sintético
adicionado ou ndo de 1 mM de aspartato foram inoculados com cultura de S. aureus
previamente propagada no mesmo meio por 18 h a fim de se obter absorbancia a 500 nm
(Abs.soonm) de, aproximadamente, 0,075. Os frascos contendo o meio inoculado foram
incubados a 36 °C por 24 h a 150 rpm. O monitoramento do crescimento microbiano foi
realizado nos tempos 0, 2, 4, 6, 8 e 24 h por meio da determinagdo da ADbS.soonm €m
espectrofotbmetro (Spectrophotometer - Model NOVA 1600UV, Nova Instruments, Brasil).
Para efeito de comparacdo, experimento controle foi realizado nas mesmas condicdes citadas,

porém utilizando caldo BHI.

O crescimento microbiano também foi avaliado em microaerofilia utilizando placas de
microtitulacdo de poliestireno de 96 pocos. Assim, 200 uL de meio sintético adicionados ou
ndo de aspartato foram inoculados com cultura de S. aureus ajustando-se a Abs.soonm para,
aproximadamente, 0,045. A microplaca foi incubada em leitor de microplacas (Synergy HT
Plate Reader, BioTek Instruments, EUA) em condicdo estatica e o crescimento monitorado por
meio de medidas de absorbancia a 500 nm a cada hora por 24 h, sempre precedidas de agitacéo

por 15 seg.

Os experimentos foram realizados em trés repeticGes biologicas e os dados foram
plotados e, por meio dos graficos gerados, foram obtidas a velocidade especifica de crescimento

(w) e maxima DO alcancada em cada meio.
3.4 Influéncia de aspartato na formacao de biofilmes por S. aureus

3.4.1 Adeséo de S. aureus em superficie de poliestireno

Para avaliar a capacidade de aspartato interferir na adesao de S. aureus a superficie de
poliestireno, 500 uL de meio sintético adicionados ou nao de aspartato, foram transferidos para
microtubos de 0,5 mL e inoculados com S. aureus em crescimento exponencial previamente
propagadas no mesmo meio para Abs.soonm de, aproximadamente, 0,1. Apos 24 h de incubacéo,

0 sobrenadante do cultivo foi descartado e as células aderidas a superficie dos tubos foram
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coradas com 500 uL de cristal violeta 0,1 % (p/v) por 30 min. Em seguida, o cristal violeta foi
removido e os tubos lavados trés vezes com agua destilada esteril. Apds secagem por 15 min a
40 °C, as células aderidas foram indiretamente quantificadas pela adigao de 500 uL de etanol
95 % (v/v) com objetivo de recuperar o corante retido pelas células. Finalmente, os 500 uL de
solugdo foram transferidos para uma cubeta, adicionado de 500 pL de etanol 95 % (v/v) e a

absorbancia foi medida a 590 nm.

Para efeito de comparacdo, a adesdo de S. aureus cultivado em BHI nas mesmas

condicdes anteriormente citadas foi avaliada.
Controle do experimento foi realizado em meios de cultivo ndo inoculados.

3.4.2 Formacdao de biofilme em cupons de aco inoxidavel por S. aureus
3.4.2.1 Preparo dos cupons de aco inoxidavel

Para realizar a analise da formacdo de biofilmes por S. aureus nos meios sintéticos
adicionados ou ndo aspartato, utilizou-se cupons de aco inoxidavel AISI 304#4, tendo 10 x 10

x 0,5 mm como dimensoes.

Os cupons foram submetidos a escovacdo com detergente neutro e enxaguados em agua
destilada. Residuos de gordura foram retirados pela imersdo em acetona por 30 minutos e NaOH

1 % por 1 hora. Apds secagem ao ar os cupons foram esterilizados a 121 °C por 15 minutos

(PARIZZI et al., 2004).

Antes de acondicionar os cupons nas placas de cultivo de células com 24 pogos,
preparou-se uma suspensao de células de S. aureus padronizada com Abs.soonm de 0,5. Desta
solucdo, foram transferidas uma aliquota de 1% para os pogos contendo 2,2 mL de meio
sintético adicionados ou ndo de aspartato e, por fim, os cupons. A placa foi incubada a 37 °C,

sendo que 2 cupons foram retirados nos tempos 0, 24 e 48, a fim de quantificar as células sésseis.

Os cupons foram acondicionados em placas de cultivo celular com 24 pogos contendo
2,2 mL de meio sintético adicionados ou ndo de aspartato e 1 % de uma suspensao de células
de S. aureus padronizada com Abs.soonm de 0,5. Os cupons foram incubados a 37 °C e apos 0,

24 e 48 h cupons foram retirados para quantificagdo de células sésseis.
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3.4.2.2 Quantificacao de células sésseis

Para quantificacdo das células sésseis, 0s cupons retirados das placas de cultivo celular
nos diferentes tempos de amostragem foram lavados durante 1 min em 10 mL de solucdo salina
0,85 % para retirada de células planctonicas. A seguir, foram mergulhados em 10 mL de solucéo
salina 0,85 % contida em tubos de ensaio e submetida a acdo de ultrassom (Ultrasonic Cleaners
— Model 1510) durante 30 min, para remoc¢do das células sésseis. Essa suspensdo foi
homogeneizada e uma aliquota foi retirada para o preparo de dilui¢bes decimais que foram
plaqueadas, pela técnica de microgotas, em agar para contagem padrdo (PCA). Apos incubacéo
por 10-20 h a 37 °C, a contagem de coldnias foi feita em contados de coldnias (Quimis, modelo

Q295B, Brasil).

O numero de UFC/cm2 de superficie foi calculado relacionando-se o volume do diluente
utilizado para rinsagem (VD), a aliquota usada no plaqueamento (VA), a média da contagem
de coldnias expressa em UFC (M), a diluicdo (D) realizada e a area total dos cupons (A) de

acordo com a equagéo (1) abaixo:

_(VD/VA).M.D

i 1)

UFC/cm?

O experimento foi realizado em duas repeticdes bioldgicas e quatro repeticdes técnicas,

com trés observacOes cada.
3.5 Influéncia do aspartato na resisténcia de S. aureus a nisina

Para avaliar a influéncia do aspartato sobre o perfil de resisténcia de S. aureus a nisina,
a concentracdo minima inibitéria (CMI) da bacteriocina sobre o micro-organismo foi
determinada em placas de microtitulagdo contendo 96 pocos. Duzentos microlitros de meio
sintético adicionados ou ndo de aspartato foram suplementados com concentragdes crescentes
de nisina (de 0,2 a 2,0 pM) e inoculados com, aproximadamente, 5 x 10° UFC/mL de S. aureus.
A concentra¢do minima capaz de impedir a turbidez do meio apds 20 h de incubacdo a 37 °C

foi considerada a CMI de nisina sobre o patégeno oportunista.

Para avaliar o efeito do aspartato na adesdo de S. aureus em superficie de poliestireno
contendo concentragfes subinibitorias de nisina, foi utilizado o mesmo design experimental
previamente descrito para o experimento de CMI, avaliando-se as concentrac6es 0,4, 0,8 e 1,2
HUM. Apo6s 20 h de incubacdo, a cultura sobrenadante foi descartada e as células aderidas a
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superficie foram coradas com 200 pl de cristal violeta 0.1% (p/v) por 30 min. Em seguida, o
cristal violeta foi removido e os pogos lavados por trés vezes com &gua destilada estéril. Apos
15 min de secagem em estufa com temperatura ajustada para 45 °C, células aderidas foram
determinadas a 590 nm em leitor de microplacas (Synergy HT Plate Reader, BioTek
Instruments, EUA) pela adi¢do de 200 pl de etanol 95% (v/v).

Experimentos de CMI e adesdo na presenca de nisina foram realizados em trés
repeticdes bioldgicas e quatro repeticdes técnicas. Meio sintético adicionado ou ndo de
aspartato suplementados com tampéo fosfato de sddio e inoculado ou ndo com a bactéria foram
utilizados como controle positivo e negativo do experimento, respectivamente (PIMENTEL-
FILHO et al., 2014).

3.6 Andlise de dados

Os dados obtidos nas analises adesdo e formacao de biofilmes foram submetidas a
Andlise de Variancia (ANOVA) e, quando houve diferenca significativa, foram comparadas
por meio do teste de Tukey com 95% de confianca, através do software R (R Development
Core Team, 2013).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A fim de avaliar o efeito do aminoacido aspartato sobre o crescimento de S. aureus, a
bactéria foi cultivada a 37 °C em meio sintético suplementado ou ndo com 1 mM de aspartato,

em aerobiose (macroensaio) e em microaerofilia (microensaio).

Em condicdes aerobicas, é possivel observar o crescimento um pouco mais pronunciado
da bactéria em meio sintético sem aspartato nas primeiras seis horas de cultivo (Figura 1). Esta
pequena diferenca tambeém pode ser confirmada por meio do célculo da velocidade especifica
de crescimento (u) da bactéria nas diferentes condicbes. Em aerobiose, S. aureus tem
velocidade especifica de crescimento superior em meio sem aspartato (Tabela 1), mas foi

irrelevante para a absorbancia maxima.
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Figura 4. Curva de crescimento de Staphylococcus aureus em condicéo de aerobiose.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Meio sintético contendo 1 mM de aspartato (circulo branco) e meio sintético sem aspartato (tridngulo preto). Caldo BHI (circulo

preto) foi utilizado como controle. Cultivo realizado em aerobiose, sob agitagdo a 150 rpm (macroensaio).

O caldo infuso de cérebro e coracao (BHI) é um meio de cultivo complexo considerado
altamente nutritivo. Para efeito de comparacdo, S. aureus foi cultivado neste meio sob as
mesmas condicBes de temperatura e aeracio utilizadas para os cultivos em meio sintético. E
possivel observar que mesmo o meio sintético sendo um meio de cultivo quimicamente definido
contendo em sua formulacdo fontes de carbono e energia, além de vitaminas, aminoacidos e
elementos tracos, o crescimento foi superior no meio complexo, sendo que para este meio, a
velocidade especifica de crescimento da bactéria foi de 0,57 e a absorbancia maxima atingida,

muito superior aquelas obtida pela bactéria nos demais meios (Figura 4 e Tabela 1).

Tabela 1. Velocidade especifica de crescimento e maximo valor de densidade Optica
(Abs.s00nm) alcangada durante o cultivo de S. aureus em meio sintético (MS) adicionado ou ndo

de aspartato em macroensaio e microensaio.

Aerobiose Microaerofilia

p(ht) R? Abs. méxima | p(hl) R?  Abs. maxima

MS com aspartato 0,25 0,98 3,01 0,26 0,96 0,434
MS sem aspartato 0,26 0,93 2,88 0,23 0,98 0,370
BHI 057 094 7,19 ) ) )

u: velocidade especifica de crescimento.

(-): analise ndo realizada.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Quando S. aureus foi cultivado em condig¢des de microaerofilia, o crescimento global
foi inferior ao obtido em condicgdes aerdbicas (Figura 5). Isso ocorre, pois, apesar de ser um
microrganismo anaerobico facultativo, sua condicdo 6tima de desenvolvimento requer
oxigénio. Ainda assim, os resultados, tanto em aerobiose quanto em microaerofilia, seguem
praticamente 0 mesmo padrédo, onde as velocidades especificas sdo bem proximas nos diferentes

meios (Tabela 1). Entretanto, em condic¢des de microaerofilia (Tabela 1, Figura 5).

Figura 5. Curva de crescimento de Staphylococcus aureus em condicdo de microaerofilia.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Meio sintético com aspartato (circulo preto) e meio sintético sem aspartato (circulo branco). Cultivo realizado em

microaerofilia, sem agitacdo (microensaio).

Era esperado que o crescimento fosse maior no meio em que houve acréscimo do
aminoéacido, devido a funcdo do mesmo sobre a célula. O aspartato, juntamente com a histidina
e a serina, sdo responsaveis por manterem a homeostase celular por meio da degradacéo de
proteinas danificadas que perderam sua funcionalidade (CLAUSEN; SOUTHAN;
EHRMANN, 2002). Manter a homeostase é de extrema importancia para manutencdo da vida,
visto que esse termo significa a constancia do meio interno, ou seja, é a tendéncia de a célula
manter o equilibrio das fun¢oes vitais (HALL; GUYTON, 2017).

Comportamento semelhante péde ser observado com a glutamina, que é o aminoacido
livre mais abundante no citosol e, apesar de ser classificado como néo essencial, sua relevancia
tem sido questionada devido a sua demanda exigida pelo organismo quando o0 mesmo é levado
a situagdes criticas (MOREIRA et al., 2007; WRAY; MAMMEN; HASSELGREN, 2002;
SANTOS et al., 2007; ROWBOTTOM; KEAST; MORTON., 1996). Estudos indicam que esse
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aminoacido esté relacionado a degradacdo de proteinas e a apoptose e proliferacdo celular
(NEWSHOLME et al., 2003; ROGERO; TIRAPEGUI, 2003). Sabe-se que alteracdes na
homeostase decorrentes de agentes estressores podem levar a morte celular, porém, devido a
capacidade da glutamina de ativar proteinas sinalizadoras, a chance de sobrevivéncia das

mesmas aumenta, contribuindo para seu crescimento (CURI et al., 2005; GABAI; SHERMAN.,
2002).

Segundo Yang (2015), o aspartato tem efeito inibidor sobre a formacéo do biofilme,
visto que ele age diretamente no crescimento de células planctonicas. Esse fenémeno ja foi

observado em outras estirpes de estafilococos e em Bacillus subtilis (KOLODKIN-GAL, 2010).

A adesdo de S. aureus ATCC 25923 em superficie de poliestireno foi baixa e parece ndo
variar em funcdo da presenca do aminoéacido (Figura 6). Por outro lado, quando o crescimento
se da em meio complexo (BHI), devido a maior complexidade do meio e disponibilidade de
nutrientes, pode-se verificar maior tendéncia das celulas em aderir & superficie e,
consequentemente, estabelecer-se em comunidades microbianas denominadas biofilmes
(Figura 6). Tais informacBes vdo de encontro com o que foi obtido por meio da ANOVA

(p<0,001) e do teste de Tukey.

Figura 6. Adesao de Staphylococcus aureus em superficie de poliestireno.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Meio sintético com aspartato (retdngulo branco) e meio sintético sem aspartato (retangulo preto). Para efeito de comparagéo,
adesdo em superficie de poliestireno contendo caldo BHI (retangulo cinza), considerado meio complexo rico, foi avaliada.
ANOVA seguido de Teste de Tukey 95%. Letras diferentes significam diferenca significativa para p<0,05.
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Superficies plasticas como aquelas fabricadas a partir dos polimeros poliestireno e
polipropileno e superficies metalicas como as de aco inoxidavel sdo comuns na inddstria de
alimentos. Neste tipo de industria, ha grande preocupacéo na adesdo microbiana e formacéo de
biofilmes uma vez que estas comunidades microbianas se tornam fontes de contaminacdo dos
alimentos que, além de gerarem prejuizos econdémicos pela deteriora¢do dos produtos, podem
representar riscos a satde dos consumidores quando esta contaminagdo ocorre por bactérias
patogénicas (CHAVANT et al., 2007).

Assim, a interferéncia do aspartato na adesdo celular em cupons de ago inoxidavel foi
avaliada em meio sintético adicionado ou ndo do aminoécido. A adesao de células aos cupons
submersos em meio contendo 1 mM de aspartato foi significativamente maior (p=0,003) no
tempo 0 h (Figura 7). Sabe-se que o preparo celular para inoculagéo, que envolve transferéncia
de meios, provoca um estresse celular e que a adesao celular pode ser iniciada por situacdes de
estresse enfrentadas pelos microrganismos (PARSEK; FUQUA, 2004). Pode-se pressupor,
entdo, que o aspartato, apesar de ndo influenciar na formacéo de biofilme, é capaz de intensificar
a etapa de adesdo inicial, embora ainda seja uma adesdo reversivel. Ela se da por interacdes
quimicas, tais como atracdo de Van der Waals, interacGes hidrofdbicas e forcas eletrostaticas,
que sao removidas facilmente com forcas minimas (WATNICK; KOLTER., 2000). Além disso,
existem caracteristicas da propria célula que auxilia nessa adesdo, pode-se citar flagelos,
fimbrias, pili, entre outros (TRACHOO, 2003).

A adesdo de células a superficie de aco inoxidavel ap6s 24 h de cultivo foi
significativamente maior (p<0,05) quando comparada aos resultados obtidos no tempo O h
porém, ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre o cultivo na presenca e auséncia de 1
mM de aspartato. Apos 48 h de cultivo, ndo houve aumento substancial de massa celular aderida
aos cupons bem como ndo parece haver diferenca na adesdo estafilococica independente da

presenca do aminoacido (Figura 7).

A multiplicacdo microbiana torna o interior do biofilme um ambiente anaerobico, além
de acumular acidos e gases insoluveis, levando a etapa de desprendimento de celulas
planctonicas (TRACHOOQO, 2003). Segundo Cheng et al. (2007), essa Ultima etapa em que 0
biofilme se torna maduro pode levar até 10 dias. Entretanto, no experimento, esse processo foi
mais rapido, uma vez que a superficie de contato utilizada é pequena em relacdo a quantidade

de indculo que € relativamente elevada. Devido a isso, pode-se deduzir que apos o tempo 24 h,
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a massa critica foi atingida, apresentando, entdo, adesdo celular significativamente igual
(p>0,05) no tempo 48 h (Figura 7).

Figura 7. Adesdo de Staphylococcus aureus em superficie de aco inoxidavel.

4 a 4 a
- 2
b
31 1T
N/-\
5 ¢
) ~
I 2
=
en
Q
—
1,
0 ‘ . .
0 24 48
Tempo (h)

Fonte: Elaborado pela autora.

Meio sintético com 1 mM de aspartato (retangulo branco) e meio sintético sem aspartato (retangulo preto). ANOVA seguido
de Teste de Tukey 95%. Letras diferentes significam diferenca significativa para p<0,05.

Como forma de avaliar o efeito de aspartato no perfil de resisténcia a nisina por S.
aureus, foi determinada a CMI em meio sintético adicionado ou nao de aspartato. A CMI foi
de 1,6 uM de nisina quando S. aureus foi cultivado na presen¢a de aspartato e de 1,4 uM na
auséncia do aminoacido. Este resultado demonstra que a bactéria parece ser mais resistente a
nisina na presenca de aspartato reforcando a ideia de que o aminoacido tem papel importante

na resisténcia microbiana.

Segundo Pimentel-Filho et al. (2014), a CMI de nisina necesséria é de 1,4 uM para
inibir o crescimento de S. aureus, inclusive as estirpes super-resistentes. Nisina € um peptideo
termoestavel produzido por Lactococcus lactis subsp. lactis e é pertencente ao subgrupo dos
lantibi6ticos lineares (BANERJEE; HANSEN, 1998). E permitido pela Legislacio Brasileira
(DETEN/MS n° 29, de 22 de janeiro de 1996) para ser usado como um conservante natural de
produtos alimenticios, sendo o Unico aprovado para uso pela Food and Drug Administration
(FDA). E considerado um antimicrobiano devido ao seu potencial de inibir a multiplicacio de
bactérias gram-positivas e impedir que esporos germinem. Na presenca de agentes quelantes,
as bactérias gram-negativas tornam-se sensiveis a acao deste antimicrobiano (JOZALA, 2005).

Sua sintese é dividida em duas fases. Inicialmente, um peptideo precursor € sintetizado pelo
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ribossomo e, posteriormente, ocorre a pos-translocacdo enzimética, que transforma esse
precursor em peptideo bioativo (VUYST; VANDAMME, 1992).

Segundo Sahl e Bierbaum (1998), o principal mecanismo de acdo dos lantibioticos é a
formacdo de poros na membrana bacteriana, que permite a saida de ATP e aminoacidos. A
perda de energia somada a de compostos essenciais faz com que haja falhas na sintese de
macromoléculas, levando & morte celular que, muitas vezes, pode ocorrer por lise celular. A
acao da nisina sobre células gram-positivas pode ser dividida em duas etapas, onde a primeira
¢ a adsorcao da mesma na parede celular. Essa fase é reversivel, porém totalmente depende de
pH (entre 3,0 e 6,5) e da concentracdo utilizada. Posteriormente, a nisina torna-se resistente as
proteases, causando alteracdes ndo reversiveis na célula. Isso se da pela forte atragdo pelos
fosfolipidios e lisossomos presentes na membrana da célula, formando os poros que tém
didmetro de 0,2 a 1,0 nm. (JACK; TAG; RAY, 1995; CHEN; LUDESCHER; MONTVILLE,
1997a; CHEN; LUDESCHER; MONTVILLE, 1997b; MORENO et al., 1999a). Para impedir
a germinacéo de esporos, a nisina interage com grupos sulfidril que séo vitais para 0s esporos
recém germinados, impedindo que as etapas posteriores ocorram, formando novas células
(MORENO et al., 1999b).

O comportamento de S. aureus na presenca e auséncia de aspartato também foi avaliado
sobre sua capacidade de formar biofilmes em meio sintético suplementado com concentracfes
subinibitorias de nisina (variando de 0 a 1,2 uM). O experimento demonstrou que ndo ha uma
relacdo direta entre a massa de células e a presenca de aspartato na concentracdo 1 mM
(p=0,075).

Cabo et al. (2009) verificaram que concentracdo de nisina de 250 Ul/mL é suficiente
para reduzir em 99% as células viaveis de S. aureus em superficies de polipropileno. Efeito
inibidor também foi observado em Alicyclobacillus acidoterrestris quando nisina estava
presente no meio em concentragdo de 400 pg/L (GIROLDO; NASCIMENTO; FERREIRA,
2014).
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Figura 8. Adesdo de Staphylococcus aureus em superficie de poliestireno adicionado

de diferentes concentragdes de nisina.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Meio sintético com aspartato (retangulo branco) e meio sintético sem aspartato (retangulo preto) suplementado com

concentragdes subinibitérias de nisina.

De modo geral, é uma resposta interessante, uma vez que para inibir o crescimento de
S. aureus seriam necessarios 1,4 UM de nisina (PIMENTEL-FILHO et al., 2014).
ConcentragOes abaixo deste valor podem causar estresse celular e acionar mecanismos de
defesa, explicando o porqué de as adesfes ocorrerem, independente da presenca ou ndo do
aspartato (KASNOWSKI et al., 2010).

5 CONCLUSAO

Pelos resultados obtidos foi possivel observar que aspartato parece néo ter grande efeito
sobre a adesdo em superficies de poliestireno, sendo importante avaliar diferentes
concentra¢fes do aminoacido. Entretanto, uma vez a presen¢a do aminoacido indicou favorecer
a adesdo inicial (t=0 h) em aco inoxidavel, faz-se necessario o melhor entendimento dos efeitos
e beneficios de seu uso a fim de utiliz&-lo como estratégia para controlar a formagéo de biofilme
por S. aureus. Por outro lado, na presenca do aminoacido, a bactéria foi mais resistente a
presenca de nisina. A presenca de nisina, em concentracfes subinibitorias, tende a aumentar a
adesdo celular a superficie plastica devido ao estresse causado. Para se confirmar o papel do
aminoéacido sobre a resisténcia a nisina, novos experimentos devem ser realizados utilizando-

se outras estirpes do patdgenos oportunista.
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