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RESUMO 

 

Providencia stuartii é uma espécie de Enterobacteriaceae que causa diferentes infecções 

devido, principalmente, a resistência intrínseca a antimicrobianos, capacidade para adquirir 

novos genes e formação de biofilme. Assim, este estudo investigou genes de resistência a 

antimicrobianos e fatores relacionados com a formação de biofilme de 28 isolados de P. stuartii 

obtidos de um hospital público de Recife, PE. Além disso, foram apresentadas neste estudo 

revisões do estado-da-arte sobre os principais mecanismos de resistência e virulência de 

patógenos humanos, sobretudo, P. stuartii. Inicialmente, foi confirmada a identidade 

taxonômica por espectrometria de massas e, foram realizados ensaios fenotípicos, seguidos de 

moleculares para investigar os genes de resistência aac(6')-Ib-cr e blaKPC. Além disso, foram 

investigadas a diversidade genética dos isolados e os genes fimH e mrkD associados a formação 

de biofilme. Para confirmar a formação de biofilme, foram utilizados métodos de coloração, de 

microscopia e adesão a hidrocarboneto. Todos os isolados analisados, foram confirmados como 

P. stuartii e resistentes a fluoroquinolonas sendo a maioria resistentes a betalactâmicos. Este 

estudo demostrou o primeiro relato no Brasil do gene aac(6')-Ib-cr, presente em 16 isolados e 

confirmou a disseminação do blaKPC em 14, dos quais 11 apresentaram ambos os genes. Todos 

os isolados formaram biofilme e se mostraram, majoritariamente, hidrofílicos. Entretanto, não 

apresentaram os genes fimH e mrkD, os quais são associados a formação de biofilme em 

enterobactérias revelando, assim, particularidades sobre a patogenicidade de P. stuartii. Os 

dados obtidos, tanto os experimentais quanto os de revisões, indicam que as opções para o 

tratamento de infecções causadas por esta espécie estão ainda mais limitas, devido ao seu 

potencial para aquisição de novos genes. Além disso, sugere que mecanismos ainda não 

conhecidos podem ser responsáveis pela formação de biofilme de P. stuartii. O presente estudo, 

reforça a necessidade de pesquisas adicionais para eventualmente prevenir infecções causadas 

por essa bactéria.        

  

Palavras-chave: aac(6')-Ib-cr; Antimicrobianos; Infecções bacterianos; Enterobacteriaceae. 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Providencia stuartii is a species of Enterobacteriaceae that causes caused mainly because of the 

intrinsic resistance to antimicrobials, able to acquire new genes and biofilm formation. Thus, 

this study investigated antimicrobial resistance genes and factors related to the biofilm 

formation of 28 P. stuartii grants obtained from a public hospital in Recife, PE. In addition, 

state-of-the-art reviews of the main mechanisms of resistance and virulence of human 

pathogens, especially P. stuartii, were presented in this study. Initially, the taxonomic identity 

was confirmed by mass spectrometry, and phenotypic, followed by molecular assays were 

performed to investigate the aac(6')-Ib-cr and blaKPC resistance genes. Furthermore, genetic 

diversity was investigated, as well as the fimH and mrkD genes associated with biofilm 

formation. To confirm biofilm formation, coloring, microscopy and hydrocarbon adhesion 

methods were used. All isolates analyzed were confirmed as P. stuartii and resistant to 

fluoroquinolones, the majority being resistant to beta-lactams. This study demonstrated the first 

report in Brazil of the aac(6')-Ib-cr gene, present in 16 isolates and confirmed the spread of 

blaKPC in 14, of which 11 had both genes. All isolates formed biofilm and were mostly 

hydrophilic. However, they did not show the fimH and mrkD genes, which are associated with 

biofilm formation in enterobacteria, thus revealing particularities about the pathogenicity of P. 

stuartii. The data obtained, both experimental and from reviews, indicate that the options for the 

treatment of infections caused by this species are even more limited, due to its potential for 

acquiring new genes. Furthermore, it suggests that mechanisms not yet known may be 

responsible for the formation of P. stuartii biofilm. The present study reinforces the need for 

additional research to eventually prevent infections caused by this bacteria.       

 

Keywords: aac(6')-Ib-cr; Antimicrobials; Bacterial infections; Enterobacteriaceae. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A família Enterobacteriaceae abrange microrganismos ubíquos e constituintes da 

microbiota intestinal da maioria dos animais superiores, incluindo seres humanos. Entretanto, 

essa família de bactérias possui uma variedade de espécies patogênicas conhecidas por 

causarem infecções hospitalares e comunitárias (ELSHAMY; ABOSHANAB, 2020). O gênero 

Providencia, um dos constituintes desta família, apresenta semelhanças fenotípicas com os 

gêneros Proteus e Morganella, entretanto, esses três gêneros representam agrupamentos 

taxonômicos distintos molecularmente (O’HARA; BRENNER; MILLER 2000). Atualmente, 

treze espécies compõem esse gênero: P. rettgeri, P. stuartii, P. alcalifaciens, P. rustigianii, P. 

heimbachae, P. vermicola, P. sneebia, P. burhodogranariea, P. thailandensis, P. huaxiensis P. 

siddallii, P. entomophila sp. nov. e P. thoriotolerans sp. nov.  (SHIMA et al., 2016; KSENTINI 

et al., 2019; SHUKLA et al., 2021).        

Providencia é um gênero de bactérias Gram-negativas caracterizadas como anaeróbias 

facultativas, móveis e em forma de bacilos (SANTOS et al., 2015). Esses patógenos são 

amplamente associados aos casos de bacteriúria e bacteremia, especialmente, em pacientes 

hospitalizados submetidos a algum procedimento de cateterismo (WEI, 2015). Dentre suas 

espécies, P. stuartii é uma das mais virulentas e frequentemente associada a infecções urinarias. 

Além disso, pode causar uma variedade de infecções oportunistas como gastrointestinais, em 

queimaduras, lesões cutâneas ou de ferimentos cirúrgicos, pneumonia e bacteremia (SHIMA et 

al. 2016; BHARUCHA et al., 2017; PIRII et al., 2018; ABDALLAH et al., 2018; 

LIBERTUCCI et al., 2019).                       

A patogenicidade dessa bactéria deve-se, em grande parte, à resistência intrínseca 

conferida por genes que codificam enzimas do tipo AMPc (3’ 5’-adenosina-monofosfato-

cíclico), que possibilita resistência a diferentes classes de antimicrobianos como penicilinas, 

cefalosporinas (primeira e segunda geração) e inibidores de betalactamases. Essa bactéria possui 

também resistência natural a outros antimicrobianos como aminoglicosídeos (exceto 

amicacina), tigeciclina, colistina, polimixina B, entre outros (MAGIORAKOS et al., 2012; 

CLSI, 2018). Além da resistência intrínseca, essa espécie pode adquirir genes de resistência que 

codificam diferentes enzimas, a exemplo de carbapenemases do tipo KPC (Klebsiella 
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pneumoniae Carbapenemase), que inativam todos os antimicrobianos betalactâmicos, bem 

como Aminoglicosídeos Acetiltransferases (AACs), que modificam a estrutura dos 

aminoglicosídeos (AIRES et al., 2016; KRAUSE et al., 2016).              

A resistência bacteriana às principais classes de antimicrobianos e ao sistema imunológico 

do hospedeiro dificulta o tratamento de infecções hospitalares, e esse quadro pode ser agravado 

pela formação de biofilmes em dispositivos médicos, bem como em tecidos ou células. 

Biofilmes são estruturas exopolissacarídicas que conferem proteção a vários fatores externos e 

possibilitam a troca de material genético através de elementos genéticos móveis (GALANTE et 

al., 2015). Como a maioria das bactérias vivem aderidas em superfícies, alguns fatores físico-

químicos e genéticos contribuem para a adesão bacteriana, destacando-se as forças de atração 

eletrostática e hidrofóbica, flagelos, fímbrias adesinas e polímeros (FLEMMING et al., 2016).            

Uma vez que a resistência bacteriana varia com o tempo e se diferencia de um local para 

outro, os estudos epidemiológicos contínuos são ferramentas essenciais para manter atualizado 

o perfil de resistência de bactérias multirresistentes e contribuir com os tratamentos clínicos. 

Nesse contexto, esse estudo se propôs a abordar a resistência e os principais fatores de 

virulência de bactérias patogênicas, através de revisão da literatura e investigação da ocorrência 

de genes de resistência a betalactâmicos e aminoglicosídeos em isolados clínicos de P. stuartii, 

bem como a sua capacidade de formar biofilme e os possíveis fatores associados a esse 

mecanismo.  
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2 OBJETIVOS  

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Investigar genes de resistência a antimicrobianos e genes associados a formação de 

biofilme em isolados clínicos de P. stuartii, bem como abordar através de revisões da literatura 

a resistência aos aminoglicosídeos e os principais fatores de virulência bacterianos.  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Caracterizar os isolados de P. stuartii quanto a resistência com base no perfil de 

suscetibilidade aos antimicrobianos e investigar a ocorrência dos genes aac(6')-Ib-cr e 

blaKPC; 

 Analisar a diversidade genética dos isolados entre os diferentes sítios de infecção e 

setores hospitalares;    

 Comparar o perfil fenotípico de resistência aos antimicrobianos com o perfil genotípico 

obtido; 

 Verificar a capacidade formação de biofilme pelo método bioquímico tradicional e por 

microscopia de fluorescência;    

 Determinar o perfil de Hidrofobicidade da Superfície Celular (HSC) dos isolados e 

correlacionar com a capacidade de formação de biofilme;      

 Investigar a ocorrência de genes codificadores de fímbrias adesinas e analisar as 

possíveis relações com a formação de biofilme; 

 Realizar uma revisão do estado-da-arte sobre os aminoglicosídeos e as enzimas que 

modificam a estrutura desses antimicrobianos, bem como sobre os fatores de virulência 

bacterianos.   
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 INFECÇÕES RELACIONADAS À ASSISTÊNCIA À SAÚDE (IRAS) 

 

As Infecções Hospitalares (IH) são consideradas um problema relevante de saúde pública, 

uma vez que podem aumentar as taxas de morbidade e mortalidade. Além disso, podem 

aumentar o tempo de internação dos pacientes e, consequentemente, elevar os custos de 

procedimentos para fins diagnósticos e terapêuticos (MENEGUETI et al, 2015; PERNA et al., 

2015). A IH é caracterizada como toda infecção adquirida após a entrada do paciente no 

ambiente hospitalar e que se manifesta durante o período de internação ou mesmo quando o 

paciente já foi liberado (LIMA et al., 2015).          

Ultimamente, em substituição ao termo “Infecções Hospitalares”, tem sido mais utilizada 

a expressão “Infecções Relacionadas à Assistência à Saúde” (IRAS). Entretanto, para fins de 

estudos relacionados ao ambiente hospitalar o termo IH ainda é empregado, porém com uma 

frequência menor (MENEZES et al., 2016). As IRAS abrangem tanto as infecções adquiridas 

em unidades hospitalares e ambulatoriais quanto na comunidade. Com o passar do tempo, vem 

sendo consideradas um dos problemas de saúde mais recorrentes mundialmente (WHO, 2017; 

ANVISA, 2017). Na maioria dos casos, são relacionadas à frequente realização de 

procedimentos invasivos nos pacientes como, por exemplo, a inserção de cateteres, sondas, 

entre outros. Os longos períodos de internação contribuem para vulnerabilidade dos pacientes a 

infecções, especialmente por causa do uso inadequado de antimicrobianos no ambiente 

hospitalar, o que contribui para o desenvolvimento e disseminação de microrganismos 

multirresistentes (GOMES; MORAIS, 2018).           

Dentre os setores hospitalares, as Unidades de Terapia Intensiva (UTI) se destacam na 

incidência de pacientes que contraem IRAS, apresentando o maior percentual de surtos 

epidêmicos (OLIVEIRA et al., 2017). Esses setores são destinados aos pacientes em condições 

graves, que necessitam de monitoramento contínuo de suas funções vitais básicas. No entanto, 

são considerados setores críticos, tanto pela instabilidade funcional dos pacientes quanto pelo 

risco elevado destes adquirirem infecções uma vez que, em muitos casos, fazem uso de 

imunossupressores (PEREIRA et al., 2016; SOUSA; OLIVEIRA; MOURA, 2016).            
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Quanto às instituições de saúde brasileiras, os estudos epidemiológicos mostram um 

aumento crescente de infecções adquiridas, bem como do custo de tratamento dos pacientes 

infectados. As unidades públicas de saúde são as mais preocupantes, exibindo as maiores taxas 

de prevalência de IRAS (SOUZA; OLIVEIRA; MOURA, 2016; VÊLOSO; CAMPELO, 2017). 

Apesar dos avanços em relação ao controle de infecções, na prática cotidiana, várias 

dificuldades são presenciadas. Muitas unidades hospitalares apresentam uma infraestrutura 

precária e atendem milhares de pacientes fragilizados, os quais são mais susceptíveis às 

infecções. Além disso, os profissionais dentro das instituições resistem às mudanças de hábitos, 

o que dificulta o controle de IRAS (BUENOS; PIO; CHIRELLI, 2019; ALMEIDA et al., 2019).     

Giroti et al. (2018), ao analisarem a estrutura e o processo dos Programas de Controle de 

Infecção Hospitalar (PCIH), observaram a necessidade de as instituições de saúde 

acompanharem continuamente a efetividade desses programas e fazer os reajustes necessários, 

uma vez que são essenciais para a segurança dos pacientes. Conforme orienta a Agência 

Nacional de Vigilância da Saúde - ANVISA (2017), é fundamental o diálogo entre as equipes 

para gerar medidas de controle efetivas e estimular os profissionais de saúde na mudança de 

hábitos.          

 

3.2 RESISTÊNCIA BACTERIANA 

 

Atualmente, a resistência bacteriana aos antimicrobianos é considerada um problema 

grave de saúde pública em todo o mundo. Naturalmente, os microrganismos necessitam 

desenvolver estratégias de sobrevivência em ambientes desfavoráveis para sua permanência e 

propagação. A resistência bacteriana a diferentes condições já existe antes mesmo da 

comercialização desses fármacos pela humanidade. A partir da utilização e distribuição de 

antimicrobianos mundialmente, foi observado um crescimento significativo de resistência 

bacteriana (ALÓS, 2015).         

Esta pode ocorrer espontaneamente por mutações pontuais, deleções ou inserções no 

material genético devido à exposição da bactéria a diferentes condições mutagênicas como, por 

exemplo, as radiações ionizantes. Porém, também pode ser transmitida de uma bactéria Multi-

Droga Resistente (MDR) para outras sensíveis através de elementos genéticos 

móveis configurando, assim, uma resistência adquirida (ABDALLAH; BALSHI, 2018). Dentre 
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os fatores que favorecem a distribuição global desses microrganismos, destaca-se a capacidade 

de Transferência Horizontal de Genes (THG), que possibilita a recombinação de características 

e permite a adaptação por um longo período de tempo (CROUCHER et al., 2016). Os 

antimicrobianos são a principal fonte de mudanças nos mais diversos ambientes e desencadeiam 

alguns de mecanismos de resistência incluindo o THG, que pode ocorrer por conjugação, 

transdução e recombinação (Figura 1). O crescimento da resistência aos antimicrobianos é 

frequentemente associado à alta capacidade adaptativa e evolutiva de microrganismos, sendo as 

bactérias mais susceptíveis às mudanças e aquisição de genes (ROJAS; ULATE, 2016; VON 

WINTERSDORFF et al., 2016).   

 

 

Figura 1: Mecanismos de transferência horizontal de genes. A: A conjugação é um processo no qual o DNA é 

transferido da célula doadora para a célula receptora via pili da superfície celular. B: A transformação é a absorção, 

integração e expressão funcional de fragmentos nus de DNA extracelular. C: Na transdução, bacteriófagos podem 

transferir DNA bacteriano de uma célula doadora previamente infectada para uma célula receptora. D: Agentes de 

transferência de genes são partículas do tipo bacteriófago que carregam pedaços aleatórios do genoma da célula 

produtora. Adaptado de Von Wintersdorff et al., 2016.  
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A diversidade de genes de resistência identificados em bactérias patogênicas é apontada 

como uma das principais causas do aumento crescente da resistência aos antimicrobianos. 

Entretanto, a prevalência da resistência bacteriana tanto a nível regional quanto em escala 

mundial é atribuída, em grande parte, aos mecanismos de disseminação de bactérias virulentas 

que são capazes de colonizar e se estabelecer em ambientes variados. Além disso, a pressão de 

seleção direta ou indireta pelo uso inadequado desses medicamentos é outro fator a ser 

considerado (ROJAS; ULATE, 2016).            

De modo geral, a produção de enzimas decorrentes de genes plasmidiais ou 

cromossômicos que inativam antimicrobianos constitui o principal mecanismo de resistência 

bacteriano. No entanto, outros mecanismos de resistência como uma membrana externa de 

baixa permeabilidade, que limita a ultrapassagem de antimicrobianos; bombas de efluxo, que 

jogam a droga para o meio extracelular; e modificações em proteínas alvo do antimicrobiano, 

também representam mecanismos de defesa desses seres vivos (Figura 2). As bactérias 

patogênicas causam maior preocupação, uma vez que podem apresentar mecanismos naturais de 

resistência, além da capacidade de aquisição de novos genes (BLAIR et al., 2015; NOGUEIRA 

et al., 2016; NODARI; BARTH, 2016).                   

  

 

Figura 2: Representação geral de mecanismos naturais de resistência a antimicrobianos. O antibiótico A pode 

entrar na célula por meio de uma proteína de membrana, atingir seu alvo inibir a síntese de peptidoglicano. O 

antibiótico B também pode entrar na célula através de uma porina, mas ao contrário do antibiótico A, é 

eficientemente removido por efluxo. O antibiótico C não pode atravessar a membrana externa e, portanto, é incapaz 

de acessar o PBP alvo. Adaptado de Blair et al. (2015).  
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A descoberta dos antimicrobianos foi um marco na história da Medicina e representou 

uma das intervenções terapêuticas mais importantes para o controle de doenças transmissíveis. 

Entretanto, nas últimas décadas, a obtenção de novos princípios ativos eficazes e capazes de 

atingir alvos bacterianos distintos foi sendo significativamente reduzida, de modo que novas 

abordagens terapêuticas são imprescindíveis para minimizar os prejuízos gerados à saúde 

humana (NOGUEIRA et al., 2016; SANTOS et al., 2018).     

A resistência bacteriana tem limitado cada vez mais a disponibilidade das opções de 

tratamento. Atualmente, os antimicrobianos rotineiramente utilizados na prática clínica como, 

por exemplo, os betalactâmicos e aminoglicosídeos, já não apresentam a mesma efetividade 

sobre muitos patógenos, incluindo os da família Enterobacteriaceae (NODARI; BARTH, 2016; 

MARTINS et al; 2018).   

Para ampliar ainda mais este importante tópico sobre o estado-da-arte relacionado à 

resistência bacteriana, foi elaborado um capítulo de livro que contempla o tema 

aminoglicosídeos e enzimas inativadoras, o qual está apresentado no tópico resultados.      

   

3.3 CARACTERÍSTICAS GERAIS DOS BETALACTÂMICOS  

 

Os antimicrobianos betalactâmicos são assim designados devido à presença do anel 

betalactâmico em sua estrutura basal. Além dessa característica, compartilham o mecanismo de 

ação que é baseado na inibição da síntese da parede celular bacteriana (WILLIAN; PETRI, 

2012). Normalmente, são incluídas no grupo dos betalactâmicos quatro classes de 

antimicrobianos: penicilinas, cefalosporinas, carbapenêmicos e monobactâmicos. No entanto, os 

inibidores de betalactamases também são considerados betalactâmicos, uma vez que possuem a 

estrutura básica desse grupo de medicamentos (Figura 3). Apesar de todos os antimicrobianos 

que constituem essas classes possuírem o anel betalactâmico em comum, as cadeias laterais não 

são iguais e os diferenciam quanto as suas características e espetros de ação (SUAREZ; 

GUDIOL, 2009; NORDMANN; DORTET; POIREL, 2012).  

O primeiro betalactâmico foi descoberto por Alexander Fleming em 1928 e recebeu o 

nome de penicilina por ser sintetizado pelo fungo Penicillium notatum. Todos os fármacos que 

pertencem a essa classe apresentam em sua estrutura básica um anel de tiazolidina ligado ao 

anel betalactâmico que, por sua vez, se liga a uma cadeia lateral (Figura 3). As modificações 
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estruturais foram sendo efetuadas justamente nas cadeias laterais, resultando em vários tipos de 

penicilinas com atividades farmacológicas diferenciadas (GUIMARÃES; MOMESSO; PUPO, 

2010; WILLIAN; PETRI, 2012). O amplo uso desses antimicrobianos como as penicilinas G e 

V, ativas contra bactérias Gram-positivas, resultou no surgimento de enzimas (penicilinases e 

acilases), que inativam penicilinas. A ampicilina e a amoxicilina, por exemplo, são mais 

indicadas para bactérias Gram-negativas, entretanto, as penicilinas não apresentam mais 

efetividade sobre vários patógenos (FERNANDES; AMADOR; PRUDÊNCIO, 2013).              

 

 

Figura 3: Estrutura química básica dos antimicrobianos betalactâmicos. Adaptado de Suarez e Gudiol (2009).  

 

As cefalosporinas são originadas do fungo Cephalosporium sp., mas as de importância 

clínica são semissintéticas e apresentam o anel betalactâmico ligado a um anel dihidrotiacínico 

(Figura 3). Diferente das penicilinas, esses agentes apresentam dois radicais principais (R1 e 

R2), que permitem a síntese de uma variedade de moléculas agrupadas em cinco gerações, com 

diferentes espectros de ação (MADIGAN et al., 2016). A primeira geração apresenta menor 

atividade em comparação a algumas penicilinas, porém possui boa atividade sobre alguns cocos 

Gram-positivos. A segunda geração, apresenta melhor atividade sobre bactérias Gram-

negativas, entretanto, é menos efetiva que os fármacos da terceira geração, que inclui os de 

amplo espectro como, por exemplo, cefotaxima e ceftazidima. As cefalosporinas de quarta 

geração como a cefepima, são comparadas às de terceira geração, porém, são menos suscetíveis 
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à inativação de algumas betalactamases. Já a quinta geração, é mais indicada para bactérias 

resistentes a meticilina (GUIMARÃES; MOMESSO; PUPO, 2010; WILLIAN; PETRI, 2012).                 

Os carbapenêmicos são representados por quatro antimicrobianos: imipenem, meropenem, 

ertapenem e doripenem. Esses fármacos possuem o anel betalactâmico acoplado a uma estrutura 

anular de cinco elementos, que se diferenciam das penicilinas por serem insaturados e pela 

ausência do átomo de enxofre (Figura 3). Essa classe de antimicrobianos apresenta espectro de 

ação mais amplo em relação a todas as outras do grupo betalactâmico, exibindo atividade sobre 

um arsenal maior de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas multirresistentes e produtoras 

de betalactamases (WILLIAN; PETRI, 2012; NORDMANN; DORTET; POIREL, 2012).        

A classe dos monobactâmicos apresenta o aztreonam como único representante. Esse 

fármaco é indicado para o tratamento de infecções causadas por bactérias Gram-negativas, 

como Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, as espécies da família 

Enterobacteriaceae, entre outras. Esse antimicrobiano apresenta uma considerável estabilidade 

frente a ação de muitas betalactamases (GUIMARÃES; MOMESSO; PUPO, 2010).      

Os inibidores de betalactamases, como ácido clavulânico, sulbactam e tazobactam, são 

moléculas conjugadas com penicilinas que potencializam o efeito desse antimicrobianos sobre 

algumas betalactamases. Comumente, o ácido clavulânico é conjugado com a amoxicilina e 

mais indicado para o tratamento de infecções das vias respiratórias. Outro exemplo é a 

combinação do tazobactam com a piperacilina, utilizado para infecções do trato respiratório e 

urinário. Já o sulbactam é associado a ampicilina e mais efetivo contra cocos Gram-positivos, se 

mostrando satisfatório nos tratamentos de algumas infecções (WILLIAN; PETRI, 2012).    

Os antimicrobianos betalactâmicos são rotineiramente utilizados para o tratamento de 

infecções hospitalares, uma vez que apresentam eficácia terapêutica e baixos níveis de 

toxicidade. No entanto, a utilização frequente desses fármacos no decorrer dos anos, contribuiu 

para o aumento de bactérias multirresistentes, portadoras de genes codificadores de 

betalactamases (FERNANDES; AMADOR; PRUDÊNCIO, 2013).       

 

3.4.1 Visão geral das betalactamases  

 

As betalactamases são enzimas capazes de hidrolisar o anel betalactâmico e são 

classificadas de acordo com a estrutura e as características bioquímicas e funcionais. A 
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classificação molecular dessas enzimas foi proposta na década de 80, onde foram agrupadas em 

grupos distintos (A, B, C e D), com base na similaridade entre as sequências de aminoácidos 

(AMBLER, 1980). Posteriormente, Bush, Jacoby e Medeiros (1995) propuseram outra 

classificação considerando tanto o aspecto funcional quanto a estrutura, os substratos e 

sensibilidade aos inibidores de betalactamases (BUSH; FISHER, 2011). A classificação e os 

mecanismos de ação de algumas betalactamases podem ser visualizados na Tabela 1.     

      

Tabela 1. Classificação molecular e agrupamento funcional de betalactamases. 
Classe  

(Ambler) 

Grupo 

 (Bush / Jacoby) 

Exemplos  

de enzimas  

Mecanismos 

 de ação 

C 1 AmpC, CMY-2, FOX-1, MIR-1, 

P99 

Hidrólise de cefalosporinas, cefamicinas 

e penicilinas 

C 1e GC1, CMY-37 Hidrólise de penicilinas e até a 3ª 

geração de cefalosporinas 

A 2a PC1 Hidrólise melhor de penicilinas do que 

cefalosporinas 

A 2b SHV-1, TEM-1, TEM-2 Hidrólise similar para penicilinas e 

cefalosporinas  

A 2be TEM-3, SHV-5, TEM-10, TEM26, 

SHV-2, CTX-M15, PER-1, VEB-1 

Hidrólise ampliada para todas as 

cefalosporinas e aztreonam 

A 2br TEM-30, TEM-76, TEM-103, 

SHV-10, SHV-26 

Hidrólise eficiente de penicilinas e 

primeiras cefalosporinas 

A 2ber TEM-50, TEM-68, TEM-89 Hidrólise de penicilinas, cefalosporinas, 

monobactâmicos 

A 2c, 2ce PSE-1, CARB-3 Hidrólise eficiente da carbenicilina 

D 2d OXA-1, OXA-10 Hidrólise ampliada para cloxacilina ou 

oxacilina 

D 2de OXA-11, OXA-15 Hidrólise ampliada para penicilinas e 

todas as cefalosporinas 

D 2df OXA-23, OXA-48 Hidrólise ampliada para penicilinas e 

carbapenêmicos 

A 2e CepA Hidrólise de cefalosporinas, mas não 

monobactâmicos 

A 2f MI-1, KPC-2, KPC-3, SME-1, 

GES-2 

Hidrólise de todos betalactâmicos, 

inclusive carbapenêmicos 

B 3a IMP-1, L1, VIM-1, NDM-1 Hidrólise de todos betalactâmicos, 

exceto monobactâmicos 

B 3b  CphA, Sfh-1 Hidrólise de todos betalactâmicos, 

exceto monobactâmicos  

Adaptado de Bush e Jacoby (2010); Buch e Fisher (2011). 
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A resistência aos betalactâmicos é resultante da hidrólise realizada por várias ESBLs, 

codificadas por genes de resistência às cefalosporinas e aos monobactâmicos, apesar de a 

maioria ter sua ação inibida pelos inibidores de betalactamases. Outro grupo de enzimas que 

causa preocupação mundial são as carbapenemases, uma vez que podem inativar todos os 

betalactâmicos, inclusive os carbapenêmicos a exemplo da KPC. A prevalência e o aumento 

crescente de bactérias multirresistentes são atribuídos, em grande parte, à produção dessas 

enzimas que são derivadas de mutações pontuais e disseminadas (SEYEDJAVADI; 

GOUDARZI; SABZEHALI, 2016; ELRAMALLI; ALMSHAWT; AHMED, 2017).    

 

3.4 FORMAÇÃO DE BIOFILME 

  

A forma planctônica (vida livre) de diferentes espécies de bactérias não é muito frequente 

na natureza. Na maioria dos casos, esses seres vivos são encontrados vivendo em comunidades 

ou aderidos a superfícies de materiais bióticos ou abióticos como, por exemplo, tecidos do 

corpo humano e dispositivos clínicos (BERLANGA; UERRERO, 2016; PELLING et al., 2019). 

A formação dessa comunidade microbiana chamada de biofilme se inicia pela adesão celular a 

uma superfície. Posteriormente, ocorre proliferação e multiplicação, até formar uma 

comunidade em um estágio irreversível (TRENTIN; GIORDANI; MACEDO, 2013). As etapas 

da formação de um biofilme bacteriano podem ser observadas na Figura 4. 

 

 

Figura 4: Estágios da formação de biofilme bacteriano. Adesão reversível com a formação de microcolônias e 

interação celular por QS; adesão irreversível com a produção de EPS; formação de estruturas com formato típico 

de cogumelos; ruptura da matriz e liberação celular (TRENTIN; GIORDANI; MACEDO, 2013).  
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O biofilme em estágios iniciais e de maturação é dependente de sinalizações químicas 

denominadas Quorum-Sensing (QS). As bactérias produzem moléculas de estímulo chamadas 

de autoindutoras, as que são Gram-negativas, normalmente, produzem N-acil-Homoserinas 

Lactonas (AHLs) e as Gram-positivas oligopeptídeos, que estimulam o aumento populacional 

bacteriano. Quando ocorre alterações nos níveis dessas moléculas, esses microrganismos 

alteram a sua expressão gênica e seu comportamento, de modo que haja sincronismo e o 

biofilme permaneça estável (MACEDO; ABRAHAM, 2009; ROMERO, M.; ACUNA, L.; 

OTERO, 2012).         

No final de sua formação, o biofilme é composto por aproximadamente 10% de 

microrganismo, enquanto a matriz extracelular é equivalente a mais de 90% (FLEMMING; 

WINGENDER, 2010). A estabilidade estrutural do biofilme confere às bactérias envolvidas um 

microambiente adequado para sua sobrevivência agindo como uma barreira, e 

consequentemente, protege toda a comunidade residente contra a ação de antimicrobianos e 

tornando essa característica microbiana um relevante mecanismo de resistência (MAILLARD; 

MCBAIN, 2019).             

A formação e estrutura dos biofilmes dependem de uma variedade de fatores como os 

tipos de microrganismos, os tipos de superfícies e as condições ambientais como pH e 

temperatura. A matriz do biofilme é constituída majoritariamente por Exopolissacarídeos (EPS), 

mas também contêm água, lipídeos, ácidos nucleicos e proteínas extracelulares, formando uma 

arquitetura porosa e com canais que permite a passagem de nutrientes (BERLANGA; 

UERRERO, 2016). As forças de adesão como atração eletrostática e hidrofóbica, interações de 

van der Waals, pontes de hidrogênio e ligações covalentes representam fatores relevantes para a 

formação do biofilme bacteriano. Além disso, são considerados alguns atributos bacterianos 

para a adesão nas superfícies como os flagelos, as fímbrias adesinas e polímeros, que são os 

mais investigados (FLEMMING; WINGENDER, 2010; FLEMMING et al., 2016).              

         

3.4.1 Hidrofobicidade da Superfície Celular 

 

A Hidrofobicidade da Superfície celular (HSC) constitui um dos importantes fatores 

físico-químicos que influenciam o processo de adesão microbiana em diferentes substratos. 

Inicialmente, os fluxos turbulentos e as forças que provocam deslocamentos (cisalhamento) 

contribuem para a adesão e da formação de biofilme, pois conduzem as células planctônicas 
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para a superfície de contato (HOU et al., 2018). O comportamento das células bacterianas em 

diferentes substratos depende das interações com características desses substratos como 

rugosidade, textura, composição química, carga e morfologia (MACÊDO et al., 2010).    

A adesão bacteriana em superfícies abióticas, em muitos casos, é influenciada por 

interações hidrofóbicas. Já em superfícies bióticas como células e tecidos, a adesão é mediada 

por ligações específicas entre receptor e ligante. As propriedades das superfícies, bem como as 

características de cada microrganismo podem influenciar a adesão que, mais frequentemente, se 

aderem em superfícies hidrofóbicas como materiais plásticos do que em vidro ou metais, que 

apresentam superfícies hidrofílicas (TRENTIN; GIORDANI; MACEDO, 2013) 

A adesão e colonização de bactérias em superfícies é fortemente influenciada pelo 

balanço hidrofilicidade/hidrofobicidade (MACÊDO et al., 2010). Na formação inicial do 

biofilme, o conhecimento sobre as interações hidrofóbicas entre bactéria e superfície são 

relevantes, uma vez que a maioria desses microrganismos e algumas superfícies são carregados 

negativamente e, assim, sofrerão repulsão eletrostática (TRENTIN et al., 2014; REN et al., 

2018). Trentin et al. (2015) apresentaram um modelo de controle de biofilme, baseado em 

forças repulsivas entre a superfície aniônica de uma bactéria e uma superfície abiótica revestida 

com proantocianidina e carregada negativamente (Figura 5). Essas características, por sua vez, 

podem direcionar a síntese de dispositivos clínicos chamados de anti-infecciosos, ou seja, 

materiais que apresentam superfícies antiaderentes para bactérias.  

Atualmente, o método mais utilizado para avaliar o perfil de hidrofobicidade da superfície 

celular de bactérias é o desenvolvido por Rosenberg et al. (1980), o qual se baseia em células 

bacterianas ligadas a um hidrocarboneto em solução aquosa. De modo geral, os métodos 

existentes para avaliação da hidrofobicidade podem medir apenas a interação entre células e um 

material hidrofóbico ou hidrofílico. Desse modo, a combinação de diferentes metodologias pode 

oferecer um conjunto de informações mais precisas, uma vez que, não existe um padrão 

definido. Além disso, fatores adicionais como as interações celulares, as diferentes propriedades 

biológicas de cada célula, bem com as características de cada tipo de superfície de contato 

devem ser considerados, pois podem influenciar nos resultados e dificultar a associação da 

adesão bacteriana devido ao perfil de superfície celular (WANG; LEE; DYKES, 2014).      
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Figura 5: Mecanismo proposto para a inibição da adesão bacteriana e formação de biofilme em superfícies 

revestidas. Adaptado de Trentin et al. (2015).   

  

 

3.4.2 Fímbrias adesinas   

 

Os fatores de virulência presentes nas superfícies de bactérias patogênicas, incluindo os 

diferentes tipos de proteínas filamentosas denominadas fímbrias adesinas, podem promover a 

adesão celular e o desenvolvimento do biofilme. Geralmente, as fimbrias se diferenciam dos 

flagelos pelo tamanho e diâmetro, além disso, não são responsáveis pela mobilidade da célula 

bacteriana (Figura 6).  Existe uma variedade de fímbrias, especialmente nas bactérias Gram-

negativas, que interagem com receptores específicos presentes nas superfícies inertes e nas 

células do hospedeiro (ZAMANI; SALEHZADEH, 2018; ARMBRUSTER; MOBLEY; 

PEARSON, 2018).      

Dentre a variedade de fímbrias responsáveis pela adesão bacteriana se destacam as do tipo 

1, que podem reconhecer receptores glicoproteicos que contêm resíduos de manose. As fímbrias 

tipo 1 são heteropolímeros formados pela subunidade principal FimA e três subunidades 

auxiliares: FimF, FimG e FimH. Outras adesinas comuns são as do tipo P, que se ligam a 

receptores glicolipídicos e apresentam como componentes PapA (principal), subunidades 

adaptadoras e PapG terminal. Além dessas, também se destacam as do tipo 3, que se ligam ao 

substrato alvo usando a subunidade MrkD associada à haste fimbrial que constitui a 
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proteína MrkA (ZAMANI; SALEHZADEH, 2018; ALKHUDHAIRYA et al., 2019). Em várias 

espécies da família Enterobacteriaceae são identificados genes codificadores de fimbrias, bem 

como em bactérias de outras famílias (MOHAJERI et al., 2016; TAVAKOL et al. 2018).   

      

 

 

Figura 6: Representação de fimbrias e flagelos na superfície celular bacteriana (SILVA et al., 2020). 

            

As fímbrias do tipo 1 são amplamente identificadas em cepas de Escherichia coli 

Uropatogênica (UPEC), sendo um dos fatores de virulência relevantes na adesão desses 

patógenos no trato urinário (ZAMANI; SALEHZADEH, 2018). Essas fimbrias também são 

identificadas em outras enterobactérias, como Klebsiella spp., Samonella spp. e Enterobacter 

ssp. (ARAÚJO et al. 2019, UCHIYA et al. 2019; AMARETTI et al. 2020). Da mesma forma, as 

fímbrias do tipo 3 são encontradas em bactérias desta família (STAHLHUT et al. 2013, 

AZEVEDO et al. 2018).  

As bactérias que causam infecções do trato urinário, por exemplo, são capazes de se aderir 

às células da mucosa urinária por expressar fatores de virulência como as adesinas. 

Normalmente, esses microrganismos resistem às forças hidrodinâmicas derivadas ao ato de 

micção por se aderirem fortemente ao tecido epitelial da bexiga. Os estudos sobre os fatores que 

contribuem para a formação de biofilme são relevantes, uma vez que podem ser descobertos 

novos alvos e, consequentemente, ser desenvolvidas novas estratégias terapêuticas 

(CARRARO-EDUARDO; GAVA, 2012; KOO et al., 2017; KRAMMER et al., 2018).     

 

  

https://pt.wikipedia.org/wiki/Organismo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Bexiga
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3.5 Providencia stuartii 

 

 Providencia stuartii é uma espécie bacteriana, que faz parte da família 

Enterobacteriaceae. O gênero Providencia é formado por bacilos Gram-negativos que são 

positivos em testes de fenilalanina desaminase e produzem ácidos a partir de sorbitol, D-dulcitol 

e L-arabinose, mas não fermentam lactose e são negativos para lisina, ornitina e arginina 

descarboxilase (O’HARA; BRENNER; MILLER 2000). Além disso, são bactérias anaeróbias 

facultativas móveis e produtoras de urease (Figura 7). As espécies que integram esse gênero 

podem ser encontradas no solo, na água, bem como no trato intestinal de animais superiores, 

sendo consideradas patogênicas para os seres humanos (SANTOS et al, 2015; WEI, 2015).    

 

 

Figura 7: Isolado de Providencia stuartii em meio BHI após 18 h de incubação.   

 

No início da década de 2000, a classificação taxonômica das bactérias que integrava o 

gênero Providencia foi revisada molecularmente, resultando no deslocamento de espécies de 

outros gêneros como Proteus e Morganella para esse gênero e vice-versa (O’HARA; 

BRENNER; MILLER 2000). No decorrer das décadas seguintes, o número de espécies desse 

gênero aumentou e, atualmente, treze são reconhecidas: P. rettgeri, P. stuartii, P. alcalifaciens, 

P. rustigianii, P. heimbachae, P. vermicola, P. sneebia, P. burhodogranariea, P. thailandensis, 

P. huaxiensis P. siddallii, P. entomophila sp. nov. e P. thoriotolerans sp. nov.  (SHIMA et al., 

2016; KSENTINI et al., 2019; SHUKLA et al., 2021). 
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Dentre os representantes desse gênero, P. stuartii é uma das espécies mais ocorrentes e 

envolvida em infecções adquiridas tanto na comunidade quanto nas unidades hospitalares. Essa 

espécie tem sido amplamente isolada em uroculturas, mas também pode ser proveniente de 

infecções respiratórias e associada a muitos casos de bacteremia, especialmente, em pacientes 

submetidos a longos períodos de cateterismo (MAO et al., 2018; KURMASHEVA et al., 2018). 

Providencia stuartii não causa rotineiramente surtos epidêmicos, no entanto, pode ocasionar 

uma taxa elevada de mortalidade geral por bacteremia em pacientes com idade avançada e 

portadores de doenças subjacentes, obtendo um percentual correspondente a 30% dos óbitos 

(WEI, 2015; EL KHATIB et al., 2017).        

A resistência intrínseca é uma das principais causas da patogenicidade dessa espécie, 

devido a expressão de genes cromossômicos que codificam enzimas do tipo AMPc (3’-5’-

adenosina-monofosfato-cíclico), presentes em algumas bactérias da família Enterobacteriaceae 

(SANTIAGO et al., 2016). P. stuartii é resistente intrinsecamente a diferentes classes de 

antimicrobianos do grupo betalactâmico como, por exemplo, as penicilinas, cefalosporinas 

(primeira e segunda geração) e os inibidores de betalactamases (MAGIORAKOS et al., 2012; 

CLSI, 2018). Também são codificados pelo seu genoma enzimas que inativam 

aminoglicosídeos, exceto amicacina, ao qual a resistência ainda é mediada por elementos 

genéticos móveis (KRAUSE et al., 2016), e outros antimicrobianos de uso menos frequentes 

para bactérias multirresistentes. Além disso, esta espécie possui resistência natural a polimixina 

B, colistina e a tigeciclina, que são fármacos utilizados como última escolha terapêutica nos 

casos de infecções causadas por bactérias resistentes aos carbapenêmicos (MAGIORAKOS et 

al., 2012; MAO et al., 2018).           

Nos últimos anos, foi sendo incluído ao histórico de resistência dessa bactéria genes 

mediados por plasmídeos, que codificam diferentes enzimas a exemplo das Betalactamases de 

Espectro Estendido (ESBLs) e carbapenemases como Klebsiella pneumoniae Carbapenemase 

(KPC), Verona Imipenemase (VIM) e New Delhi Metalobetalactamase (NDM) em diferentes 

lugares do mundo (TAVARES et al., 2015; OIKONOMOU et al., 2016; MOLNÁR et al., 2019; 

HOARD et al., 2020). Além dessas, são detectados diferentes tipos de enzimas que modificam a 

estrutura de aminoglicosídeos e fluoroquinolonas (ALBORNOZ et al., 2014; KRAUSE et al., 

2016). O tratamento de infecções causadas por isolados de P. stuartii produtores dessas enzimas 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/colistin
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/tigecycline
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é muito complicado, uma vez que a espécie é resistente intrinsicamente a diferentes categorias 

de antimicrobianos.  

As enterobactérias produtoras de enzimas codificadas por genes cromossômicos como P. 

stuartii são oportunistas e associadas às IRAS, especialmente, em pacientes com suas defesas 

imunológicas comprometidas (SANTIAGO, 2016). As infecções hospitalares causadas por 

bactérias, tornaram-se um problema urgente de saúde pública mundialmente com o surgimento 

de enterobactérias produtoras de carbapenemases, devido à alta capacidade de disseminação e 

opções limitadas de tratamento (WHO, 2017).  

Além do perfil de resistência intrínseca e adquirida, P. Stuartii apresenta capacidade para 

formação de biofilme. De acordo com El Khatib et al. (2017), o genoma dessa espécie apresenta 

genes codificadores de proteínas (Omp-Pst1 e Omp-Pst2) que podem estar envolvidas com a 

formação de biofilme. No entanto, a literatura fornece poucos dados sobre esse mecanismo de 

resistência nessa espécie. Sugere-se que ela utiliza condições ambientais semelhantes as 

encontradas no trato urinário para formar biofilme, expressando resistência ao cálcio, magnésio 

e tolerando altas concentrações de ureia e variações de pH. Apesar desses dados serem 

relevantes para a comunidade científica, os fatores bioquímicos ou genéticos utilizados por essa 

bactéria para composição da matriz do biofilme permanecem sem elucidação (EL KHATIB et 

al., 2018).       

3.6 MÉTODOS DE CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR  

 

Nos últimos anos, muitas técnicas moleculares têm sido desenvolvidas para avaliar a 

diversidade de microrganismos. A diversidade genética de linhagens bacterianas pode ser 

analisada através da técnica de Consenso Intergênica Repetitiva de Enterobactérias (ERIC). A 

amplificação de sequências de DNA por Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) pode ser feita 

com um par de iniciadores (primers) específicos ou vários pares e permite a diferenciação de 

estirpes, além de apresentar boa reprodutibilidade (ZOTHANPUIA et al., 2016).  

Inicialmente, esse método de tipagem genética foi utilizado no sequenciamento dos 

genomas de Echerichia. coli e de Salmonella typhimurium por Hulton e colaboradores (1991). 

Posteriormente, a técnica do ERIC-PCR foi sendo utilizada para genotipagem de diferentes 

espécies de bactérias como Proteus mirabilis, Mycobacterium fortuitum, K. pneumoniae, A. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&list_uids=1713281&dopt=Abstract
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baumannii e P aeruginosa (CABRAL et al., 2015; KHOSRAVI et al., 2016; SEIFI et al., 2016, 

LIMA et al. 2020).      

Os métodos epidemiológicos moleculares estão sendo vantajosos para a detecção e 

controle de infecções causadas por diferentes tipos de bactérias patogênicas. A combinação de 

técnicas de genotipagem como ERIC e DNA Polimórfico Amplificado ao Acaso (RAPD), por 

exemplo, oferecem mais informações epidemiológicas do que o uso desses métodos isolados. 

Além do mais, são mais simplificados e de baixo custo financeiro em comparação com a 

maioria dos métodos de tipagem molecular (KHOSRAVI et al., 2015). A técnica de rep-PCR 

baseada em sequência de elementos repetitivos (ERIC-PCR e BOX-PCR) é uma ferramenta 

molecular utilizada para a discriminação de diferentes espécies, uma vez que utiliza vários 

segmentos de DNA presentes no genoma bacteriano (KUMAR; KUMAR; PRATUSH, 2014; 

ZOTHANPUIA et al., 2016).    

Além destes, o método de Tipagem de Sequência Multilocus (MLST) e a Eletroforese em 

Campo Pulsado (PFGE) também são muito utilizados, sendo que a PFGE é considerada o 

padrão-ouro dentre os diferentes métodos de genotipagem de procariotos, devido a sua 

reprodutibilidade (KOTTWITZ; OLIVEIRA, 2011; LIU et al., 2017). No entanto, trata-se de 

uma técnica mais trabalhosa e de custo financeiro mais elevado.    

Uma vez que o ERIC-PCR tem se mostrado um método satisfatório para tipagem de 

diferentes espécies de Enterobacteriaceae como K. pneumoniae; P. vulgaris e P. mirabilis, 

Enterobacter aerogenes e E. cloacae (CABRAL et al. 2012; CABRAL et al 2015; KHOSRAVI 

et al., 2016, CABRAL et al., 2017), este método pode ser aplicado para a diferenciação de 

bactérias de origem clínica tanto entre setores hospitalares quanto entre instituições de saúde, 

conforme Lima et al. (2020) demostram em seu estudo sobre isolados de A. baumannii e P. 

aeruginosa.   
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MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 ESTRATÉGIAS DE PESQUISA E CRITÉRIOS DE ELEGIBILIDADE 

 

Os trabalhos de revisão desta tese são revisões da literatura do tipo integrativa, utilizando 

artigos publicados nas principais bases de dados acadêmicas: PubMed, Web of Science, Scopus, 

Google Scholar, Science Direct, Mendely e livros (Farmacologia e Microbiologia) sem 

restrições de idioma e anos de publicação. A pesquisa para o capítulo de livro (Antibióticos 

aminoglicosídeos e enzimas inativadoras) foi realizada entre janeiro e junho de 2020, já para o 

artigo (Fatores de virulência de patógenos humanos: uma abordagem sempre necessária) foi 

entre janeiro e junho de 2021.  

A seleção dos estudos pertinente ao tema do capítulo de livro foi limitada aos trabalhos 

que se enquadrassem nos seguintes critérios de inclusão: resistência bacteriana, antibióticos, 

aminoglicosídeos e Enzimas Modificadoras de Aminoglicosídeos (EMAs); e para o artigo:  

resistência bacteriana, fatores de virulência, parede celular bacteriana, toxinas produzidas por 

bactérias, bactérias encapsuladas, absorção de íons metálicos, biofilme, fimbrias adesinas e 

bactérias patogênicas.   

 

4.2 MATERIAL BIOLÓGICO E CONDIÇÕES DE CULTIVO 

 

Foram investigados isolados de P. stuartii (n=28) provenientes de um hospital público de 

Recife-PE, Brasil. As amostras coletadas entre junho de 2017 e abril de 2018, foram 

previamente isoladas de diferentes sítios de infecção (ferida, secreção traqueal, urina, ponta de 

cateter e sangue) e de setores distintos: Unidade de Terapia Intensiva (UTI), Unidade 

Coronariana (UC), Clínica Médica (CM) e Cardiologia (CA). Em seguida, foram armazenadas 

com glicerol (15 %) em ultrafreezer a - 80 °C e com óleo mineral (temperatura ambiente). Para 

a realização dos ensaios, os isolados, foram reativados no meio Brain Heart Infusion (BHI) e 

incubados a 37 °C por 24h. Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) 

da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), com o parecer de número: 2.581.723.       
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4.2 ESPECTOMETRIA DE MASSAS   

 

Para confirmação taxonômica dos isolados foi utilizada a técnica de espectrometria de 

massas com fonte de ionização e dessorção a lazer assistida por matriz e analisador de tempo-

de-voo (MALDI-TOF MS). Para isso, as colônias bacterianas foram suspendidas em 300 μL de 

água Milli-Q e depois adicionados 900 μL de etanol absoluto. As suspensões foram 

centrifugadas a 15.600 g por 2 min, o sobrenadante removido e o sedimento foi seco em 

SpeedVac por 20 min. Em seguida, foram adicionados 50 μL de ácido fórmico a 70% e 50 μL 

de acetonitrila. A mistura foi homogeneizada em agitador vortex, centrifugada a 15.600 g por 2 

min e o sobrenadante transferido para um novo microtubo. A matriz preparada com ácido alfa-

ciano-4-hidroxicinâmico (10 mg/mL), acetonitrila 50% e ácido trifluoroacético 0,3% foi 

aplicada na placa de MALDI com a amostra em temperatura ambiente para cristalização. A 

aquisição dos espectros de massas, em modo linear positivo (Voltagem de aceleração: 20 kV e 

Faixa de detecção - m/z: 2.000 – 20.000), foi realizada pelo Programa Flex Control Version 3.0 

em Espectrômetro de Massa MALDI-TOF Autoflex III (Bruker Daltonics, Billerica, MA, 

USA). Os espectros de massa obtidos foram comparados com o Banco de Dados MALDI 

Biotyper Version 3.1. 

 

4.3 PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE E CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA (CIM) 

 

O perfil de susceptibilidade e as Concentrações Inibitórias Mínimas (CIM) foram 

determinados utilizando o sistema automatizado Vitek® 2 Compact (bioMérieux) e conforme as 

recomendações do Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing - BrCAST 

(2020). Foram testados os seguintes antimicrobianos pertencentes a diferentes classes: 

amicacina, aztreonam, cefepima, ceftriaxona, ciprofloxacina, ertapenem, imipenem, 

levofloxacina, meropenem, piperacilina-tazobactam, trimetoprim-sulfametoxazol. De acordo 

com o perfil de resistência, os isolados foram classificados como Multidroga-Resistente (MDR) 

e Extensivamente Droga-Resistente (XDR) (MAGIORAKOS et al., 2011).          
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4.4 EXTRAÇÃO DO DNA  

 

A extração do DNA foi realizada de acordo com o protocolo descrito por Sambrook e 

Russell (2001), com algumas modificações. A qualidade do DNA extraído foi avaliada a partir 

da técnica de eletroforese em gel de agarose a 1%. Após a corrida, o gel foi observado em 

transiluminador UV e fotodocumentado. A concentração do DNA foi determinada por 

densidade óptica em espectrofotômetro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, USA) nos 

comprimentos de onda 260 e 280 nm, obtendo-se a estimativa da quantidade de DNA presente 

na amostra e o grau de pureza.      

 

4.5 IDENTIFICAÇÃO DE GENES RESISTÊNCIA  

 

A identificação dos genes de resistência foi realizada por PCR com os seus respectivos 

pares de primer. Para o gene blaKPC: F-TGTCACTGTATCGCCGTC e R- 

CTCAGTGCTCTACAGAAAACC (YIGIT et al, 2001), e para o aac(6’)-Ib-cr: F- 

TTGCGATGCTCTATGAGTGGCT e R- TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA 

CTCGAATGCCTGGCGTGTTT (EFTEKHAR; SEYEDPOUR, 2013). A amplificação das 

amostras foi efetuada em volume final de 25 µL contendo: DNA genômico, pares de primer e 

Super Mix-PCR (Invitrogen). As reações foram realizadas em termociclador (BioRad), 

programado com ciclos térmicos e tempos específicos. Após a amplificação, a reação foi 

avaliada por eletroforese em gel de agarose a 1,2 %, utilizando o marcador DNA Ladder 100 pb 

(Invitrogen).   

 

4.6 PURIFICAÇÃO E SEQUENCIAMENTO 

 

Os produtos dos genes amplificados foram purificados, seguindo o protocolo do 

kit de purificação PureLink (Invitrogen) e, em seguida, sequenciados em aparelho automático 

de DNA ABI 3100. Os dados obtidos pelo sequenciamento foram analisados e depositados no 

banco de dados Genbank do National Center for Biotechnology Information (NCBI).      
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4.7 ERIC-PCR 

 

A diversidade genética dos isolados foi analisada pela técnica ERIC-PCR utilizando os 

oligonucleotídeos iniciadores ERIC-R1 (5'-ATGTAAGCTCCTGGGGATTAAC-3') e ERIC-R2 

(5'-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3'). As misturas contendo 1,52 mM de MgCl2, 200 

mM de dNTP’s, 40 pmol/uL de cada primer, 1U Taq DNA Polymerase, 1x de tampão de 

reações e 100 ng de DNA em volume final de 25 μL. A amplificação das amostras foi realizada 

em aparelho termociclador (C1000 Thermal Cycler – BioRad), programado com um ciclo 

inicial de 3 min a 95 °C, seguido de 40 ciclos (1 min de 92 ºC, 1 min de 36 ºC e 8 min de 72 ºC) 

e uma etapa final de extensão de 16 min a 72 ºC (CABRAL et al. 2012).  Os amplicons foram 

corados com blue-green (LGC Biotechnology, SP, BR), submetidos à eletroforese em gel de 

agarose a 1,5%, visualizados sob luz UV e fotocumentados para posterior análise dos perfis 

clonais. O software DARwin versão 5.0 foi utilizado para gerar um dendograma, a partir de 

uma matriz binária baseada na presença ou ausência de bandas.    

 

4.8 FORMAÇÃO DE BIOFILME 

 

A formação de biofilme foi avaliada em microplacas de poliestireno pelo método de 

cristal violeta descrito por Stepanovic et al. (2007), com diferentes meios de cultura: Luria 

Bertani (LB), Tryptose Soy Broth (TSB) e BHI. Após a incubação (37 ºC / 24h), o inóculo foi 

retirado, as microplacas lavadas (3×) com solução salina estéril a 0,9% e o biofilme fixado (55 

ºC / 60 min). Na sequência, foi acrescentado cristal violeta (0,4 %) em temperatura ambiente 

por 15 minutos, seguido de três lavagens para retirar o excesso do corante. Por fim, foi 

adicionado etanol absoluto por 30 minutos. A partir das leituras de densidade óptica (OD) a 570 

nm, foi determinada a média dos valores da absorbância de cada amostra (DOa) em comparação 

com a absorbância do controle de esterilidade (ODc). As amostras foram classificadas como 

fortes (4× ODc < ODa), moderadas (2× ODc < ODa ≤ 4× ODc) e fracas (ODc < ODa ≤ 2× ODc) 

formadoras de biofilme.    
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4.9 MICROSCOPIA DE FLUORESCÊNCIA    

 

Para confirmar a formação do biofilme, os ensaios foram repetidos em placas para 

cultura de células de 6 poços (poliestireno). Foi escolhida a cepa 8945 que foi capaz de formar 

biofilme nos três meios (LB, BHI, TSB). Foram adicionados 4 mL de cada meio (em poços 

distintos), 0,5 mL de água destilada e 0,5 mL de inóculo bacteriano. Para o controle de 

esterilidade o inóculo bacteriano foi substituído por água destilada. Após a incubação (37 ºC / 

24 h), as placas foram lavadas três vezes com salina 0,9% para remoção de células 

planctônicas. Em seguida, foi adicionado SYBR Green (20 µL para cada 1 mL de água milliQ) 

e Calcofluor White (1:1 com KOH 10%) em poços distintos, para analisar as células do 

biofilme e a estrutura exopolissacarídica, respectivamente. As imagens foram obtidas em 

microscópio de fluorescência (LEICA) em filtro 2 (BP 515-560) para o SYBR Green e filtro 1 

(BP 480/40) para o Calcofluor White.      

 

4.10 TESTE DE ADESÃO MICROBIANA A HIDROCARBONETOS (MATH) 

  

O perfil da Hidrofobicidade da Superfície Celular (HSC) foi determinado com base no 

método de ligação a hidrocarboneto descrito por Czerwonka et al. (2016), com algumas 

modificações. Os isolados bacterianos crescidos em caldo BHI (37 °C / 18 h), foram 

transferidos para microtubos, centrifugados por 10 min (7.000 rpm) e o sobrenadante 

descartado. O sedimento resultante foi suspendido em tampão PUM (Fosfato de Potássio 

Trihidratodo e Monobásico, Ureia e Sulfato de Magnésio Hepta-hidratado) e ajustado para 0,5 

(1,5 × 108 UFC/mL) obtendo-se a leitura inicial (ODi) em leitor de microplacas (FLx800 ™ 

Multi-Detection) no comprimento de onda de 600 nm. Posteriormente, foi adicionado o 

hidrocarboneto p-xileno (1:0.2) e submeteu-se a agitação em vortex por 2 min. Após a 

separação das fases, em temperatura ambiente, foi realizada a leitura final (ODf) a 600 nm da 

fase inferior de cada microtubo. A seguinte fórmula foi utilizada para determinar a HSC (%): 

(ODi - ODf) / ODi x 100. As bactérias que apresentaram HSC (%) inferior a 30% foram 

consideradas hidrofílicas e com HSC (%) superior a 70%, hidrofóbicas. As amostras que 

apresentaram HSC entre 30% e 70% foram classificadas como moderadamente hidrofóbicas.  
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4.11 IDENTIFICAÇÃO DE FÍMBRIAS ADESINAS 

 

A amplificação dos genes codificadores de fímbrias foi realizada por PCR, utilizando 

pares de primers específicos. Para o gene fimH: foi utilizada a seguinte sequência: F1 5′ 

CCACCAACTATTCCCTCGAA 3′ e R2 5′ ATGGAACCCACATCGACATT 3′, enquanto para 

o mrkD: F1 5′CCGTTATATTTCACGGTGCC 3′ e R2 5′ TCTACGTTAACCTGACCCCG 3′. A 

amplificação das amostras foi preparada para um volume final de 25 µL contendo: DNA 

genômico (20 ng), pares de primer (10 pmol), Mgcl (25 mM), dNTP (2 mM), água MilliQ, Taq 

DNA polimerase (1 U) e tampão de amostra (25 mM). As reações foram realizadas em 

termociclador (BioRad), programado com as respectivas etapas de desnaturação, anelamento e 

extensão (STAHLHUT et al., 2009; SAHLY et al., 2008).  Após a amplificação, a reação foi 

avaliada por eletroforese em gel de agarose a 1,2%, utilizando o marcador DNA Ladder 100 pb 

(Invitrogen). Em seguida, o gel foi observado em transiluminador UV e fotodocumentado. Uma 

cepa de Klebsiella pneumoniae (K5-A2) obtida da Coleção de Culturas Bacterianas do 

Laboratório de Bacteriologia e Biologia Molecular, Departamento de Medicina Tropical da 

UFPE, foi utilizada como controle de referência.    
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5 RESULTADOS 

 

Os resultados desta tese são apresentados na forma de capítulo de livro e artigo 

cientificos de revisao e de experimentação.  

 

5.1 CAPÍTULO 1: ANTIBIÓTICOS AMINOGLICOSÍDEOS E ENZIMAS INATIVADORAS 

 

Capítulo de livro publicado pela editora:  

 

 

 

São José dos Pinhais – Paraná – Brasil 
www.latinamericanpublicacoes.com.br/ 

editora@latianamericanpublicacoes.com.br 
 

 

 

 

http://www.latinamericanpublicacoes.com.br/
mailto:editora@latianamericanpublicacoes.com.br
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5.2 ARTIGO 1: FIST REPORT OF THE aac(6’)-Ib-cr GENE IN Providencia stuartii 

ISOLATES IN BRAZIL 

 

 

 

Artigo experimental publicado pelo periódico:  
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5.3 ARTIGO 2: INVESTIGAÇÃO DE FATORES RELACIONADOS À FORMAÇÃO DE 

BIOBILME EM Providencia stuartii 

 

 

Artigo experimental aceito pelo periódico:   
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Resumo 

Providencia stuartii é uma das espécies de Enterobacteriaceae de importância médica 

comumente associada a infecções urinárias, mas que pode causar também diferentes infecções, 

inclusive incomuns como abscesso hepático e vasculite séptica. Essa bactéria se destaca na 

expressão de resistência intrínseca e adquirida a antimicrobianos, além de utilizar mecanismos 

como o biofilme para sua persistência nos ambientes bióticos e abióticos. Este estudo investigou 

pela primeira vez o perfil de hidrofobicidade celular de isolados clínicos de P. stuartii e 

analisou genes relacionados as fimbrias adesinas nesta espécie comparando com relatos 

descritos para outros representantes da família Enterobacteriaceae. Os isolados investigados se 

mostraram formadores de biofilme e apresentaram um perfil de superfície celular praticamente 

hidrofílico. No entanto, não foram encontrados os genes fimH e mrkD nessa bactéria, 

diferentemente do observado em outras espécies. Esses resultados indicam que P. stuartii 

apresenta especificidades quanto ao seu potencial para formação de biofilme, dificultando a 

desestabilização do processo infeccioso causado por este patógeno e aumentando a permanência 

desta bactéria em unidades hospitalares. 

 

Palavras-chave: Enterobacteriaceae, fimH, mrkD, virulência 
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1. Introdução 

 

Providencia é um dos gêneros que constitui a família Enterobacteriaceae, sendo a espécie 

P. stuartii uma das mais ocorrentes e amplamente associada a infecções do trato urinário, 

especialmente, em pacientes submetidos a longos períodos de cateterismo (Armbruster et al, 

2014; Kurmasheva et al., 2018). Como se trata de um patógeno oportunista, esta bactéria pode 

causar diferentes infecções: septicemia (Aires et al, 2015), diarreia (Shima et al, 2016), 

pneumonia (Abdallah et al, 2018) infecções em queimaduras e feridas abertas (Pirii et al., 2018; 

Libertucci et al., 2019), até aquelas incomuns para essa espécie como, por exemplo, conjuntivite 

(Crane, Shum and Chu, 2016), abscesso hepático (Lin et al, 2017), abscesso retal (Lee et al, 

2018) e vasculite séptica (George, Kornik and Robinson-Bostom, 2020).  

Providencia stuartii corresponde a uma das enterobactérias produtoras de β-lactamases do 

tipo AmpC cromossômica que apresenta, portanto, resistência natural a maioria dos 

antimicrobianos β-lactâmicos, incluindo penicilinas, algumas cefalosporinas e as combinações 

com inibidores de β-lactamases (Magiorakos et al., 2012; Santiago et al, 2016). Também é 

resistente intrinsecamente aos aminoglicosídeos (exceto amicacina) e antimicrobianos de última 

escolha terapêutica como tigeciclina, colistina e polimixina B (CLSI, 2018). Adicionalmente, 

pode adquirir genes de resistência que codifiquem diferentes tipos de enzimas como enzimas 

modificadoras de aminoglicosídeos (AMEs), β-lactamases de Espectro Estendido (ESBLs) e 

carbapenemases (Miró et al, 2013; Oikonomou et al, 2016; Mao et al, 2016; Szabolcs et al, 

2019).    

A patogenicidade dessa espécie é ainda mais ampliada pela sua capacidade de formar 

biofilme (El Khatib et al., 2017; El Khatib et al., 2018). O biofilme corresponde a uma matriz 

constituída majoritariamente por exopolissacarídeos (EPS), que permite a passagem de 

nutrientes através de poros e canais. Na maioria dos casos, as bactérias são encontradas vivendo 

em comunidades ou aderidas às superfícies de materiais bióticos ou abióticos como, por 

exemplo, tecidos do corpo humano e dispositivos clínicos (Pelling et al., 2019).   

A formação e estrutura dos biofilmes dependem de uma variedade de fatores como o tipo 

de microrganismo, o tipo de superfície e as condições ambientais como pH e temperatura. Os 

fatores físico-químicos como as forças de atração eletrostática e hidrofóbica, interações de var 

der Waals, pontes de hidrogênio e ligações covalentes, são relevantes para a formação de 
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biofilme. Além disso, são considerados os fatores genéticos para a adesão bacteriana como a 

expressão de flagelos, polímeros e fímbrias adesinas (Flemming et al., 2016).   

Apesar desses dados serem relevantes, a literatura fornece poucas informações sobre os 

fatores que contribuem para a formação de biofilme em P. stuartii. No caso de infecções 

urinárias foi observado que, para colonizar o trato urinário, este microrganismo expressa 

resistência ao cálcio e magnésio, tolera altas concentrações de ureia e variações de pH (El 

Khatib et al., 2017).  Mas pouco se sabe sobre os processos de adesão celular dessa espécie em 

superfícies bióticas ou abióticas. Desse modo, este estudo se propôs a investigar a 

hidrofobicidade celular e genes codificadores de fímbrias adesinas em isolados de P. stuartii 

formadores de biofilme e sua associação com os fatores genéticos já descritos para família 

Enterobacteriaceae.  

 

2. Materiais e métodos 

 

2.1. Material biológico e condições de cultivo 

Foram investigados isolados de P. stuartii (n=28) provenientes de um hospital público em 

Recife-PE, Brasil. As amostras foram coletadas entre junho de 2017 e abril de 2018 de 

diferentes sítios de infecção e setores do hospital (Silva et al., 2020), as quais foram 

armazenadas no meio Brain Heart Infusion (BHI) com glicerol (15 %) em Deep Freezer a - 80 

°C e com óleo mineral em temperatura ambiente. Posteriormente, foram reativadas e incubadas 

a 37 °C por 24h. Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da 

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), com o parecer de número: 2.581.723.        

 

2.2.  Formação de biofilme 

A formação de biofilme foi realizada em microplacas de poliestireno pelo método de 

cristal violeta descrito por Stepanovic et al. (2007), com diferentes meios de cultura: BHI, Luria 

Bertani (LB) e Tryptose Soy Broth (TSB). Após a incubação (37 ºC / 24h), o inóculo (1,5 × 106 

UFC/mL) foi retirado, as microplacas lavadas (3×) com solução salina estéril a 0,9% e o 

biofilme fixado (55 ºC / 1h). Na sequência, foi acrescentado cristal violeta (0,4 %) em 

temperatura ambiente por 15 minutos, seguido de três lavagens para retirar o excesso do 

corante. Por fim, foi adicionado etanol absoluto por 30 minutos. A partir das leituras de 
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densidade óptica (OD) em leitor de microplacas (FLx800 ™ Multi-Detection) no comprimento 

de onda 570 nm, foi determinada a média dos valores da absorbância de cada amostra (DOa) em 

comparação com a absorbância do controle de esterilidade (ODc). As amostras foram 

classificadas como fortes (4× ODc < ODa), moderadas (2× ODc < ODa ≤ 4× ODc) e fracas (ODc 

< ODa ≤ 2× ODc) formadoras de biofilme.   

 

2.3. Microscopia de fluorescência    

Para confirmar a formação do biofilme, foi selecionado um isolado (8945), capaz de 

formar biofilme nos três meios testados (BHI, LB, TSB), e os ensaios foram repetidos em 

placas de poliestireno (seis poços). Foram adicionados 4 mL de cada meio em poços distintos, 

0,5 mL de água milliQ e 0,5 mL de inóculo bacteriano. Para o controle de esterilidade o 

inóculo bacteriano foi substituído por água destilada. Após a incubação (37 ºC / 24h), as placas 

foram lavadas três vezes com salina 0,9% para remoção de células planctônicas. Em seguida, 

foi adicionado SYBR Green (20 µL para cada 1 mL de água milliQ) e Calcofluor White (1:1 

com KOH 10%) em poços distintos, para analisar as células do biofilme e a estrutura 

exopolissacarídica, respectivamente. As imagens foram obtidas em microscópio de 

fluorescência (LEICA) em filtro 2 (BP 515-560) para o SYBR Green e filtro 1 (BP 480/40) 

para o Calcofluor White.        

 

2.4. Teste de adesão microbiana a hidrocarbonetos (MATH) 

O perfil da Hidrofobicidade da Superfície Celular (HSC) foi determinado com base no 

método de ligação a hidrocarboneto descrito por Czerwonka et al. (2016), com algumas 

modificações. Os isolados bacterianos crescidos em caldo BHI (37 °C / 18h), foram transferidos 

para microtubos, centrifugados por 10 min (7.000 rpm) e o sobrenadante descartado. O 

sedimento resultante foi suspendido em tampão PUM (fosfato de potássio trihidratodo e 

monobásico, ureia e sulfato de magnésio hepta-hidratado) e ajustado para 0,5 (1,5 × 106 

UFC/mL) obtendo-se a leitura de OD inicial (ODi) a 600 nm. Posteriormente, foi adicionado o 

hidrocarboneto p-xileno (1: 0.2) e a mistura submetida a agitação em vortex por 2 min. Após a 

separação das fases, em temperatura ambiente por 30 min, foi realizada a OD final (ODf) a 600 

nm da fase inferior de cada microtubo. A seguinte fórmula foi utilizada para determinar a HSC 

(%): (ODi - ODf) / ODi x 100. As bactérias que apresentaram HSC (%) inferior a 30% foram 
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consideradas hidrofílicas e com HSC (%) superior a 70%, hidrofóbicas. As amostras que 

apresentaram HSC entre 30% e 70% foram classificadas como moderadamente hidrofóbicas.       

 

2.5. Extração de DNA genômico  

A extração do DNA foi realizada de acordo com o protocolo descrito por Sambrooke e 

Russell (2001), com algumas modificações. A qualidade do DNA extraído foi avaliada a partir 

da técnica de eletroforese em gel de agarose a 1%. Após a corrida, o gel foi observado em 

transiluminador UV e fotodocumentado. A concentração do DNA foi determinada por 

densidade óptica em espectrofotômetro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, USA) nos 

comprimentos de onda 260 e 280 nm, obtendo-se a estimativa da quantidade de DNA presente 

na amostra e o grau de pureza.      

   

2.6. Identificação de fímbrias por PCR 

  A amplificação dos genes codificadores de fímbrias foi realizada por Polymerase Chain 

Reaction (PCR). Para o gene mrkD foi utilizada a seguinte sequência: F1 5′ 

CCACCAACTATTCCCTCGAA 3′ e R2 5′ ATGGAACCCACATCGACATT 3′, enquanto para 

o fimH: F1 5′CCGTTATATTTCACGGTGCC 3′ e R2 5′ TCTACGTTAACCTGACCCCG 3′. A 

amplificação das amostras foi preparada para um volume final de 25 µL contendo: DNA 

genômico (20 ng), pares de primer (10 pmol), Mgcl (25 mM), dNTP (2 mM), água milliQ, Taq 

DNA polimerase (1 U) e tampão de amostra (25 mM). As reações foram realizadas em 

termociclador (BioRad), programado com as respectivas etapas de desnaturação, anelamento e 

extensão (Stahlhut et al. 2009, Sahly et al. 2008). Após a amplificação, a reação foi avaliada por 

eletroforese em gel de agarose a 1,2%, utilizando o marcador DNA Ladder 100 pb (Invitrogen). 

Em seguida, o gel foi observado em transiluminador UV e fotodocumentado. Uma cepa de 

Klebsiella pneumoniae (K5-A2), obtida da Coleção de Culturas Bacterianas do Laboratório de 

Bacteriologia e Biologia Molecular - Departamento de Medicina Tropical da UFPE, foi 

utilizada como controle de referência.    
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Resultados  

 

Todos os isolados de P. stuartii investigados apresentaram capacidade de formar biofilme 

em microplacas de poliestireno, com maior formação nos meios BHI e TSB, exceto o isolado 

04446 que se mostrou fraco formador nos três meios testados. A intensidade de formação pode 

ser evidenciada por meio da densidade óptica representada na Figura 1. Do total de isolados 

analisados, 22 foram classificados como fortes formadores tanto em BHI quanto em TSB. 

Entretanto, no meio LB, 23 apresentaram moderada capacidade de formação de biofilme 

(Figura 1 e Tabela 1).                 

 

Figura 1: Formação de biofilme revelada com cristal violeta. Os biofilmes preparados em microplacas de 

poliestireno foram expressos pela média de OD 570 nm e comparados com o controle de esterilidade (SC). Brain 

Heart Infusions (BHI), Luria Bertani (LB), Tryptic Soy Broth (TSB).  
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Para confirmar a formação foi utilizada a microscopia de fluorescência. Para isto, foi 

selecionado o isolado 8945, avaliado como forte formador nos três meios investigados de 

acordo com os resultados obtidos pelo método do cristal violeta. Foi possível observar biofilme 

nas amostras coradas com SYBR Green para os três meios (Figura 2A, B, C), bem como a 

formação de matriz exopolissacarídica (EPS) a partir da coloração com Calcofluor White 

(Figura 2D, E e F).  Nas figuras 2G, H, I é possível verificar a sobreposição das imagens 

anteriores revelando as estruturas fundamentais que caracterizam o biofilme bacteriano. 

 

 

 

Figura 2: Biofilme do isolado 8945 em microscopia de fluorescência. A, B e C: biofilme formado em BHI, LB e 

TSB e corado com SYBR Green; D, E e F: exopolissacarídeos corados com Calcofluor White, respectivamente; G, 

H e I: células de biofilme coradas com SYBR Green e Calcofluor White, respectivamente.   

 

 

Quanto ao perfil da HSC, 27 isolados foram classificados como hidrofílicos, apresentando 

um percentual de hidrofobicidade inferior a 30%. Apenas o isolado 12353 apresentou um 

percentual entre 30% e 70% sendo, portanto, classificado como moderadamente hidrofóbico 

(Figura 3, Tabela 1).   
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Figura 3: Percentual do perfil de hidrofobicidade da superfície celular (CSH) dos isolados de P. stuartii, 

representado pela média de três suspensões bacterianas em p-xileno (1: 0.2).  

 

 

Uma vez analisada a capacidade para formação de biofilme e o perfil de hidrofobicidade 

dos isolados, foram investigados genes relacionados ao mecanismo de formação de biofilme: o 

mrkD e o fimH e a sua prevalência nos principais representantes da família Enterobacteriaceae.  

Curiosamente, nenhum dos isolados investigados no presente trabalho apresentaram 

positividade para estes genes (Figura 4, Tabela 1).  

 

 

Figura 4: Gel representativo dos produtos de amplificação dos genes fimH (A) e mrkD (B). M: Marcador 

molecular; C+: Controle positivo (K. pneumoniae / K5-A2), C–: Controle negativo (água milliQ). 1: 8234, 2: 8945, 

3: 01011.  
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Tabela 1: Característica bioquímicas e genéticas dos isolados investigados. 

Isolados Biofilme Hidrofobicidade Genes fimbriais 

  BHI LB TSB   fimH mrkD 

8234 +++ ++ +++ Hidrofílico  – – 

8686 +++ ++ +++ Hidrofílico – – 

8763 +++ ++ +++ Hidrofílico – – 

8944 ++ ++ ++ Hidrofílico  – – 

8945 +++ +++ +++ Hidrofílico – – 

8953 +++ ++ +++ Hidrofílico – – 

8972 +++ ++ +++ Hidrofílico  – – 

10702 +++ ++ +++ Hidrofílico – – 

11255 +++ ++ +++ Hidrofílico – – 

11933 +++ ++ +++ Hidrofílico  – – 

12353 +++ ++ +++ MO Hidrofóbico – – 

12536 ++ +++ ++ Hidrofílico – – 

12692 ++ ++ ++ Hidrofílico  – – 

12953 +++ ++ +++ Hidrofílico – – 

13638 +++ ++ +++ Hidrofílico – – 

13646 +++ ++ +++ Hidrofílico  – – 

13648 +++ ++ +++ Hidrofílico – – 

13684 +++ ++ +++ Hidrofílico – – 

13762 +++ ++ +++ Hidrofílico  – – 

14051 +++ +++ +++ Hidrofílico – – 

14569 +++ ++ +++ Hidrofílico – – 

15060 +++ ++ +++ Hidrofílico  – – 

16995 ++ ++ ++ Hidrofílico – – 

17852 +++ ++ +++ Hidrofílico – – 

18809 ++ ++ ++ Hidrofílico – – 

01011 +++ +++ +++ Hidrofílico  – – 

01474 +++ ++ +++ Hidrofílico – – 

04446 + + + Hidrofílico – – 

Forte formador de biofilme (+++), moderado formador de biofilme (++), fraco formador de biofilme (+). Brain 

Heart Infusions (BHI), Luria Bertani (LB), Tryptic Soy Broth (TSB).  MO hidrofóbico: moderadamente 

hidrofóbico. Gene ausente (-).  

 

 

Discussão   

 

A estabilidade estrutural do biofilme confere às bactérias envolvidas um microambiente 

adequado para sua sobrevivência agindo como uma barreira e, consequentemente, protegendo 

toda a comunidade residente de antimicrobianos e do sistema imunológico do hospedeiro. Desse 
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modo, o biofilme pode ser caracterizado como um relevante mecanismo de virulência 

(Flemming et al., 2016).  

No presente estudo, todos os isolados foram capazes de formar biofilme, mas com 

intensidades diferentes, sobretudo, em meio BHI e TSB. Entretanto, nas condições testadas, o 

isolado 04446 foi caracterizado como fraco formador. Nossos dados corroboram com o estudo 

de Silva et al. (2020), que analisou a capacidade de formação de biofilme de isolados de 

Proteus mirabilis, uma espécie de Enterobacteriaceae assim como P. stuarti, no qual se 

observou uma maior formação nestes dois meios de cultura. Da mesma forma, outro estudo 

(Lima et al. 2020) avaliou a formação de biofilme em Acinetobacter baumannii e Pseudomonas 

aeruginosa nos meios LB e TSB em concentrações padrão, suplementado com glicose e diluído 

(25% do padrão). Alguns isolados dessas espécies responderam aos tratamentos de estresse 

apenas em TSB. Para os autores, a diluição do meio que resultou na redução de nutrientes, pode 

ter induzido uma maior formação de biofilme. Com base nesses resultados, isolado 04446 de P. 

stuartii pode ser capaz de formar mais biofilme se submetido a alguma condição de estresse. 

Em relação ao perfil de hidrofobicidade, não foram observadas diferenças relevantes entre 

esse parâmetro e a formação de biofilme. O único isolado classificado como moderadamente 

hidrofóbico (12353) apresentou um percentual mais próximo do perfil hidrofílico e formou 

biofilme similarmente aos demais. Desse modo, nossos dados corroboram com estudos 

anteriores que observaram maior formação quando as bactérias apresentavam superfícies 

celulares hidrofílicas (Czerwonka et al., 2016; Araújo et al., 2019, Silva et al., 2020). Um 

estudo anterior revelou que P. stuartii é capaz de invadir e se aderir às células epiteliais de 

forma eficaz, de acordo com seu estágio de crescimento (Kurmasheva et al. 2018). Portanto, os 

dados aqui apresentados são relevantes, principalmente porque a hidrobobicidade celular é um 

dos principais fatores físico-químicos que influenciam o processo de adesão microbiana aos 

substratos. Vale ressaltar que a maioria das células bacterianas e algumas superfícies são 

carregadas negativamente, permitindo a repulsão eletrostática. Esse fato tem contribuído 

significativamente para a síntese de dispositivos clínicos anti-infecciosos, evitando assim a 

adesão microbiana e, consequentemente, a disseminação de patógenos no ambiente hospitalar 

(Trentin et al. 2015, Ren et al. 2018)  

Para a formação e estrutura dos biofilmes, são necessários diversos fatores físico-

químicos e genéticos. Um estudo que investigou o biofilme de P. stuartii constatou que, no 
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estado planctônico, esta espécie forma comunidades de células flutuantes que precedem e 

posteriormente coexistem com biofilmes aderidos à superfície, mostrando a especificidade desta 

espécie relacionada a este fator de virulência (El- Khatib et al. 2018). Outro estudo, investigou a 

flexibilidade das principais porinas desta bactéria (OmpPst1 e OmpPst2) e sugeriu que os 

movimentos, especialmente, da OmPst1 podem contribuir com a adaptação dessa espécie no 

ambiente, ao interagir com outros componentes da membrana como LPS, exopolissacarídeos 

importantes nos processos de formação de biofilme (Tran et al., 2017). Possivelmente, a 

diversidade de resíduos de aminoácidos presentes no domínio externo dessa porina, auxilia os 

movimentos de cargas e as interações eletrostáticas com outros componentes da membrana 

celular (Arunmanee et al., 2016). 

Dentre os fatores genéticos relacionados à formação de biofilme, destaca-se a diversidade 

de adesinas de fímbrias, principalmente em bactérias gram-negativas, uma vez que essas 

estruturas podem promover a adesão celular e contribuir para o desenvolvimento de biofilme. 

Essas adesinas interagem com receptores específicos presentes em superfícies inertes e bióticas 

e podem ser codificadas por genes cromossômicos ou plasmídeos (Zamani and Salehzadeh 

2018). No presente estudo, foram investigados genes que codificam fímbrias do tipo 1 (fimH) e 

do tipo 3 (mrkD), que são identificados em diferentes espécies da família Enterobacteriaceae 

(Tabela 2), bem como em bactérias de outras famílias (Mohajeri et al. 2016; Tavakol et al. 

2018).   

Frequentemente, são identificadas fímbrias do tipo 1 em Escherichia coli Uropatogênica 

(UPEC), que são um dos fatores relevantes na adesão desses patógenos (Zamani and 

Salehzadeh 2018). Mas essas fimbrias também são identificadas em outras enterobactérias, 

como Klebsiella spp. e Samonella spp. entre outros (Araújo et al. 2019, Uchiya et al. 2019). Da 

mesma forma, as fímbrias do tipo 3 em algumas outras bactérias da mesma família (Stahlhut et 

al. 2013, Azevedo et al. 2018), conforme visto na Tabela 2. 

Diante dessas informações e considerando as especificidades já relacionadas ao 

mecanismo de virulência descrito para P. stuartii, o presente estudo investigou os genes fimH e 

mrkD relacionados aos processos de invasão e colonização bacteriana no trato urinário. Porém, 

no presente estudo, não foi encontrada a presença de nenhum desses dois genes. Para o fimH, 

não há relatos de investigação nessa espécie, embora este gene codifique uma estrutura 

essencial para a invasão e colonização por bactérias, principalmente do trato urinário. Já para o 
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mrkD, a possível associação desse gene com a persistência de P. stuartii em casos de bacteriúria 

foi relatada na década de 1980 (Mobley et al. 1988). No entanto, não foram encontrados estudos 

experimentais mais recentes utilizando ferramentas moleculares, que pudessem confirmar a 

presença dessa sequência no genoma desse patógeno. 

 

Tabela 2: Detecção dos genes fimH e mrkD em representantes da família Enterobacteriaceae.  

Gene Enterobacteriaceae Referências 

fimH 

Escherichia coli 
Feenstra et al. 2017, Chen et al. 2018, Rabbani 

et al. 2018, Zhang et al. 2020 

Klebsiella pneumoniae Ferreira et al. 2019 

Klebsiella oxytoca Ghasemian et al. 2018 

Edwardsiella piscicida Zhang et al. 2019 

Enterobacter aerogenes Azevedo et al. 2018 

Salmonella enterica Enterica Rakov et al. 2019 

Salmonella enterica serovar Enteritidis 
Kuźmińska-Bajor et al. 2012, Kuźmińska-Bajor 

et al. 2015 

Salmonella enterica serovar Typhimurium Zeiner et al. 2012, Uchiya et al. 2019 

Salmonella enterica serovar Choleraesuis Grzymajlo et al. 2013, Lee & Yeh 2016  

mrkD 

Citrobacter koseri Ong et al. 2010 

Citrobacter freundii Ong et al. 2010 

Enterobacter cloacae  Amaretti et al. 2020 

Enterobacter aerogenes  Azevedo et al. 2018 

Escherichia coli Ong et al. 2010, Stahlhut et al. 2013 

Klebsiella variicola  Imai et al. 2019 

Klebsiella quasipneumoniae Imai et al. 2019 

Klebsiella oxytoca Ong et al. 2010, Ghasemian et al. 2018 

Klebsiella pneumoniae 
Ong et al. 2010, Stahlhut et al. 2013, Ferreira et 

al. 2019, Imai et al. 2019, Amaretti et al. 2020  

 

 

A ausência das duas sequências genéticas investigadas no presente estudo indica que, 

possivelmente, esses genes não correspondem a fatores determinantes para a formação de 

biofilmes em P. stuartii, diferentemente do que foi encontrado para outros representantes de 

Enterobacteriaceae (Tabela 2). Esta informação é interessante e revela que esta espécie possui 

características genéticas e bioquímicas específicas ainda não descritas ou pouco conhecidas em 

espécies dessa família. 

Esses dados demonstram que a investigação dos possíveis mecanismos envolvidos na 

formação do biofilme bacteriano é essencial para a compreensão da composição da matriz 

extracelular, subtipos e comportamentos celulares. Além disso, esclarecer os mecanismos 



70 
 

envolvidos na adesão e no processo de colonização de P. stuartii são fundamentais para, 

eventualmente, prevenir ou controlar infecções crônicas causadas por esse patógeno. Os dados 

aqui apresentados reforçam a necessidade de novos estudos devido às especificidades 

encontradas nesta espécie. As particularidades ainda não esclarecidas desta bactéria têm 

revelado um aumento no perfil de resistência e na sobrevivência no ambiente hospitalar (Silva 

et al. 2020) dificultando, portanto, o combate às possíveis infecções causadas por esse patógeno. 

  

Conclusão 

 

Em conclusão, nossos resultados confirmam e demonstram algumas especificidades de P. 

stuartii em relação ao seu potencial de formação de biofilme. Além disso, os resultados 

demonstram que outros tipos de fímbrias adesinas ainda não relatados na literatura podem estar 

relacionados à formação de biofilme nesta espécie.  
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Resumo 

As infecções hospitalares causadas por bactérias resistentes é um problema mundial de saúde 

pública que afeta, especialmente, paciente imunocomprometidos. Esses patógenos para 

sobreviverem e se propagarem, utilizam um conjunto variado de estratégias conhecidas como 

fatores de virulência. O presente estudo, corresponde a uma revisão do estado-da-arte 

relacionada aos principais fatores associados a patogenicidade de bactérias Gram-positivas e 

Gram-negativas de importância clínica. Os fatores de virulência isolados ou em conjunto, 

garantem significativas defesas ao sistema imunológico do organismo hospedeiro, bem como de 

condições externas adversas. Assim, medidas eficazes de controle microbiano são necessárias, 

principalmente nas instituições de saúde; também, o incentivo a novas abordagens terapêuticas 

que visem os principais fatores de virulência.  
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Introdução 

O aumento no número de infecções hospitalares causadas por micro-organismos 

multirresistentes é um problema de saúde em todo o mundo. Essas infecções conhecidas como 

Infecções Relacionadas à Assistência à Saúde (IRAS) são provocadas principalmente pelo uso 

persistente de antibióticos, pela automedicação dos pacientes e pela exposição ao ambiente 

hospitalar por longos períodos, principalmente, em Unidades de Terapia Intensiva (UTIs), 

(Oliveira et al. 2017; Oliveira et al. 2020). 

Alguns órgãos competentes fazem levantamento das IRAS nos setores hospitalares a 

exemplo da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), no Brasil. Através desses 

levantamentos, em 2017 a Organização Mundial de Saúde (OMS) resumiu e publicou uma lista 

de bactérias resistentes a serem consideradas como prioridade na pesquisa, descoberta e 

desenvolvimento de novos antibióticos, classificando-as como prioridade crítica, alta e média 

(WHO, 2017). Dentre os patógenos citados, estão espécies da família Enterobacteriaceae e 

outros micro-organismos de outras famílias como Staphylococcus aureus, Acinetobacter 

baumannii e Pseudomonas aeruginosa.   

O sucesso da infecção causada por essas bactérias é determinado pela soma da atuação 

dos mecanismos de resistência e patogênicos, esses últimos conhecidos como fatores de 

virulência. Esses fatores podem atuar individualmente ou em conjunto para atrapalhar os 

mecanismos de defesa do hospedeiro. O conhecimento sobre esses fatores, o modo de sua 

atuação e regulação são relevantes para o desenvolvimento de novas terapêuticas, bem como 

auxilia as medidas de controle sanitário (Wilson et al. 2002; Wu, et al. 2008; Mulani et al. 

2019).  

Uma vez que, os estudos epidemiológicos são ferramentas essenciais para manter 

atualizados os perfis de virulência bacterianos e contribuir com os tratamentos clínicos 

adequados, o presente estudo buscou na literatura os principais fatores de virulência de espécies 

patogênicas da família Enterobacteriaceae, bem como de outros patógenos humanos.  

 

Parede Celular 

Um dos principais componentes da parede celular bacteriana é o peptidoglicano, um 

macropolímero complexo altamente conservado, formado por monômeros de N-

acetilglucosamina (GlcNAc) e ácido N-acetilmurâmico (MurNAc) e ligados por uma ligação β-
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1,4-O- glicosídica (Pyclik et al. 2020). Outros componentes podem estar presentes em sua 

estrutura como, por exemplo, lipoproteínas, polissacarídeos e glicolipideos, que podem atribuir 

diferentes propriedades físico-químicas a estes seres vivos (Radkov et al. 2018). A presença de 

uma complexa parede celular nas bactérias foi um fator importante na evolução desses micro-

organismos, pois além de essencial para o crescimento e para a viabilidade celular, essa 

estrutura também confere resistência mecânica e proteção contra o estresse ambiental (Claessen 

e Rrrington 2019).     

A constituição da parede celular diferencia os micro-organismos Gram-positivos dos 

Gram-negativos. Nas bactérias Gram-negativas a camada de peptidoglicano é mais fina (5 nm) e 

encontra-se localizada entre as membranas citoplasmática e a externa. Já no grupo das Gram-

positivas essa camada de peptidoglicano está intercalada com ácido teicóico e ácido lipoteicóico 

formando uma estrutura mais grossa (20-50 nm), localizada no lado periplasmático da 

membrana citoplasmática (Radkov et al. 2018).   

 

 
Figura 1: Representação de fatores de virulência de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. 

 

O ácido teicóico é um polímero que desempenha um papel importante na parede celular 

de bactérias Gram-positivas. Eles estão envolvidos em vários processos celulares como a 

morfologia, divisão celular e absorção de nutrientes. Além disso, eles são importantes fatores de 
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virulência e exercem papel relevante para a formação de biofilme e resistência antimicrobiana 

(van der ES et al., 2018). Dependendo da ligação à parede celular, eles podem ser de dois 

grupos: o ácido lipoteicóico (LTA), ancorados aos lipídios da membrana citoplasmática, e o 

ácido teicóico de parede (WTA), fortemente ligado às camadas de peptidoglicano (van der ES et 

al. 2016; Rohde 2019).   

Os LTAs estão presentes em todas as espécies do grupo das Gram-positivas, exceto para 

algumas cepas de Micrococcus ssp. Já os WTAs são encontrados principalmente em Bacillus 

subtilis, Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Streptococcus pneumoniae e Enterococcus spp. 

(Rajagopal e Walker 2017). Dependendo da condição do meio, a síntese de LTA ou WTA pode 

ser interrompida sem maiores complicações para a célula bacteriana, mas se a interrupção 

ocorrer simultaneamente pode ser letal (Rohde 2019). Para S. aureus foi demonstrado que WTA 

é essencial para a virulência e resistência bacteriana (β-lactâmicos), enquanto que o LTA é 

relevante nos processos de viabilidade e divisão celular (Rismondo et al. 2018). Um estudo, que 

analisou ácidos teicóicos modificados (sem d-alanina), demonstrou redução na colonização e 

adesão de S. aureus Resistente à Meticilina (MRSA) e E. faecalis Resistente à Vancomicina 

(VRE) em células do epitélio nasal (Naclerio et al. 2020). Esses dados sugerem que o LTA e o 

WTA são fundamentais para a formação do biofilme e podem desempenhar funções vitais 

nesses patógenos.   

As bactérias Gram-negativas, por sua vez, apresentam um envelope celular constituída 

por duas membranas, uma interna formada por uma bicamada fosfolipídica e outra externa 

composta de Lipopolissacarídeos (LPS), também conhecido como endotoxina (Szentirmai et al. 

2020). A molécula de LPS apresenta uma estrutura tripartida formada por uma parte hidrofóbica 

conservada (lipídio A), um oligossacarídeo central (núcleo) e um antígeno O (unidades 

repetidas de oligossacarídeos) sendo este último, uma estrutura variável e essencial para 

virulência microbiana (Maldonado et al. 2016; Sweeney e Lowary 2019). As mudanças 

fisiológicas que ocorrem no antígeno O dos LPS em isolados de P. aeruginosa, por exemplo, 

são cruciais para evitar a detecção e promover o estabelecimento da infecção crônica (Mccarthy 

et al. 2017).     

Dentre os benefícios do LPS destaca-se a participação da integridade estrutural da 

membrana externa e a formação de uma barreira contra a entrada de substâncias tóxicas (Auer e 

Weibel 2017; Scala et al, 2020). Além disso, os LPS atuam na modulação da virulência, 
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respostas imunes inatas e adaptativas do hospedeiro, bem como na sepse bacteriana, que 

representa um dos fatores de virulência mais importantes em bactérias Gram-negativas (Barakat 

et al. 2019).  

Na sepse bacteriana, o LPS é notadamente reconhecido como o mediador fundamental do 

choque séptico. Ao entrar na célula do hospedeiro é reconhecido pelo receptor Toll-like4 

(TLR4) e desencadeia uma cascata inflamatória, responsável pela agressiva patogênese da sepse 

e do choque séptico (Martin e Bachman 2018).  Em Gram-positivas os ácidos teicóicos são os 

principais responsáveis pelo choque séptico (Wilson et al. 2002). Há quase três décadas, foi 

demonstrado que alguns antibióticos podem contribuir com uma liberação extra de LPS durante 

o choque séptico provocado por Enterobacter cloacae (Crosby et al. 1994). Esses dados 

continuam sendo valiosos, pois a prescrição adequada de medicamentos é fundamental para o 

sucesso dos tratamentos clínicos.   

     

Características Gerais das Toxinas 

Entre os fatores de virulência descritos para bactérias se encontram algumas proteínas 

secretadas no meio extracelular e algumas delas são conhecidas como toxinas, que são 

moléculas proteicas e não proteicas produzidas para destruir ou danificar as células do 

hospedeiro. Essas substâncias modificam o ambiente da célula hospedeira e são responsáveis 

por interações célula-bactérias. As toxinas são divididas em endotoxinas, como o LPS 

produzido por bactérias Gram-negativas; e exotoxinas, que são polipetídeos produzidos tanto 

por bactérias Gram-negativas quanto Gram-positivas (Wu et al. 2008; Levinson 2010; 

Szentirmai et al, 2020).        

Existem outras toxinas proteicas com função proteolítica, como as toxinas que são 

estáveis ao calor ou que modificam o exoesqueleto da célula hospedeira. As toxinas 

proteolíticas, que decompõem proteínas específicas das células do hospedeiro, podem causar 

paralisias (botulismo e tétano) e quebra da matriz celular propagando a infecção. A depender de 

onde é liberada, essas substâncias caracterizam manifestações clínicas da doença, alterando a 

liberação de neurotransmissores. Várias bactérias possuem esse tipo de toxina, com uma 

variedade de atuação enzimática (Wilson 2002; Otto 2015; Lahiani et al. 2017). A toxina do 

tétano (TeNT), produzida pela bactéria Clostridium tetani, por exemplo, é extremamente 
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potente e, sua ação inibitória de GABA ou de glicina dos interneurônios da medula espinhal, 

resulta em paralisia ou morte do hospedeiro (Pirazzini et al. 2016).     

A toxina α (Hla) produzida por S. aureus, foi a primeira toxina bacteriana formadora de 

poros a ser descrita. Essa toxina se liga à membrana das células-alvo e interrompe processos 

metabólicos essenciais e, consequentemente, ocasiona a lise dos eritrócitos humanos (Lahiani et 

al. 2017). Essa bactéria produz três grupos de toxinas que prejudicam diretamente o hospedeiro: 

toxinas que modificam a membrana (funcionando de forma mediada ou independente do 

receptor), toxinas que interferem na função do receptor (não danificam a membrana) e enzimas 

secretadas que degradam as moléculas do hospedeiro ou afetam importantes mecanismos de 

defesa do hospedeiro (Kong et al. 2016; Acosta et al. 2017).   

Em Enterococcus spp. a citolisina foi um dos principais fatores de virulência descobertos. 

Sua secreção danifica a membrana da célula hospedeira e facilita a infecção (Gao et al. 2018). 

Trata-se de uma toxina proteica modificada que é secretada para o meio extracelular na forma 

de duas subunidades estruturais (CylL-L e CylL-S). Os genes relacionados à produção da 

citolisina cylLL, cylLS, cylM, cylB, cylA, cyll, cylR1 e cylR2, formam um operon que pode 

estar localizado em regiões de patogenicidade (Terra et al. 2018).  

As bactérias Gram-negativas, por sua vez, apresentam como um dos seus principais 

fatores de virulência os sistemas de secreção (T1SS a T6SS). (Economou et al. 2006; Dalbey e 

Kuhn 2012). Enterobactérias são capazes de produzir esses sistemas como E. coli, que apresenta 

T6SS subdividido em três grupos: T6SS-1 a T6SS-3 (Russell et al., 2014). Enquanto Proteus 

mirabilis é capaz de produzir os tipos I, III, IV, V e VI, que fornecem cofatores e regulam o 

metabolismo intracelular. A hemolisina sintetizada por essa espécie, aparenta ser um fator de 

virulência significativo na patogênese dessa espécie, visto que cepas produtoras dessa toxina 

são mais letais e tóxicas para células do epitélio renal humano (Armbruster e Mobley 2012; 

Armbruster et al. 2017).    

Providencia spp. representam outros patógenos humanos que produzem amplamente os 

sistemas de secreção, como o tipo III (T3SS), do qual proteínas (proteínas efetoras) podem 

manipular a atividade da célula hospedeira e toxinas podem ocasionar lise celular (Galac e 

Lazzaro 2012).  Mais recentemente, Yuan et al. (2020) demostraram as espécies do gênero 

Providencia como P. alcalifaciens, P. rettgeri e P. stuartii, podem adquirir genes por 

Transferência Horizontal de Genes (THG) e transcrever os componentes de quase todos os 
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sistemas de secreção (T1SS, T3SS, T4SS e T6SS). No entanto, destacam o tipo T4SS que, pode 

transportar substratos nas células hospedeiras e favorecer a adaptação bacteriana, e o tipo T6SS 

dividido em: T6SS-1, envolvido na formação de biofilme, T6SS-2 com a colonização, 

sobrevivência ou invasão e T6SS-3 como antibacterianos.   

Nas espécies de Pseudomonas vários fatores de virulência permite adesão em superfícies 

de tecidos causando danos, facilitando sua disseminação e fornecimento de nutrientes e 

aumentando sua taxa de sobrevivência (Santajit et al. 2019). Um desses fatores é a Exotoxina 

A, que é o fator de virulência mais tóxico da bactéria patogênica. O mecanismo de regulação da 

toxina é complexo e não totalmente compreendido até o momento. Diferentes estudos 

estabeleceram uma relação entre a toxina e o metabolismo do ferro. A absorção eficiente de 

ferro é um fator importante para a colonização do hospedeiro (Michalska e Wolf 2015). 

Apesar das endotoxinas serem essenciais para muitas espécies Gram-negativas, algumas 

consegue sobreviver em sua ausência, como é o caso da A. baumannii (Sperandeo et al. 2017). 

Outro exemplo é K. pneumoniae, que embora a presença do LPS contribua para o seu perfil de 

virulência, outros fatores como a síntese de polissacarídeo capsular também desempenham 

importantes papeis na sua patogenicidade (Aytenfisu et al.2019).   

   

Características Gerais das Cápsulas Bacterianas  

As cápsulas, geralmente, são formadas por polissacarídeos e revestem algumas espécies 

de bactérias. Essas estruturas não são essenciais para a viabilidade celular, no entanto, micro-

organismos encapsulados podem causar infecções mais graves uma vez que reduzem a resposta 

imune do hospedeiro. A proteção propulsionada pelas cápsulas pode facilitar tanto a 

disseminação de bactérias de um hospedeiro para outro quanto aumentar as complicações dos 

quadros infecciosos (Singh et al. 2011; Champion et al. 2018).       

 As bactérias capsuladas são mais virulentas do que as não capsuladas e apresentam maior 

capacidade de invadir os tecidos (Rendueles et al. 2018), uma vez que as cápsulas são 

responsáveis por bloquear o componente 3 (C3) do sistema complemento interferindo, assim, na 

resposta imune. As cápsulas ao protegerem as células bacterianas das espécies reativas de 

oxigênio geradas pelo hospedeiro e evitar a fagocitose por macrófagos, consequentemente, 

impedem a ação bactericida de peptídeos antimicrobianos do hospedeiro. Dentre as diversas 

vantagens que elas fornecem observa-se também a regulação negativa das citocinas pró-
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inflamatórias que, normalmente, atuam promovendo o processo inflamatório e garantindo que 

as reações ocorram e o agente invasor seja eliminado (Hiemstra et al. 2016; Rendueles et al. 

2017).    

Cepas de K. pneumoniae, por exemplo, que não possuem a capacidade de sintetizar a 

cápsula são bem menos virulentas do que as encapsuladas isogênicas em modelos de 

camundongos. Além disso, as cepas hipervirulentas de K. pneumoniae produzem uma 

hipercápsula, também conhecida como hipermucoviscosidade, que consiste em um revestimento 

bacteriano de exopolissacarídeo mucoviscoso mais robusto do que a cápsula típica. Esta 

hipercápsula pode contribuir significativamente para a hipervirulência em K. pneumoniae 

(Paczosa e Mecsas 2016).       

Cápsulas também podem ser sintetizadas por bactérias Gram-positivas como ocorre em E. 

faecalis. A biossíntese do polissacarídeo capsular dessa espécie é codificada pelo operon cps, 

que inclui 11 genes, entretanto, apenas sete destes são essenciais para a produção de cápsula 

(cpsC, cpsD, cpsE, cpsG, cpsI, cpsJ e cpsK). Evidências genéticas prévias demonstraram que 

isolados de E. faecalis podem ser classificados em 1 dos 3 polimorfismos do operon cps: CPS 1 

apresenta apenas cpsA e cpsB, enquanto que o CPS 2 apresenta todos os 11 genes do operon 

cps e CPS 5 apresenta todos os genes, exceto cpsF. CPS 2 e 5 expressam o polissacarídeo 

capsular, enquanto que CPS 1 não apresenta expressão. A presença de cápsula tem sido 

associada a linhagens patogênicas de E. faecalis isolados de pacientes hospitalizados (Saffari et 

al. 2017).   

Os polissacarídeos capsulares também são produzidos por cepas de Streptococcus 

pneumoniae, em que a cápsula representa o seu principal fator de virulência (Kallin 1998). 

Outro exemplo de Gram-positivos encapsulados são os sorotipos CP5 e CP8 de S. aureus, que 

são os mais frequentes e codificados por genes cromossômicos (Singh 2011; Acosta et al. 

2017). As cápsulas têm se mostrado um importante fator de virulência e podem ser investigadas 

como um alvo para o desenvolvimento de intervenções terapêuticas, assim como os íons 

metálicos que podem atuar como substâncias necessárias para o metabolismo bacteriano.  

 

Capacidade de absorção de íons metálicos 

Alguns metais como o Cobre (Cu), Ferro (Fe) e o Zinco (Zn) atuam como micronutrientes 

fundamentais para inúmeros sistemas biológicos, possuindo importância inquestionável para 
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sobrevivência de vários organismos, incluindo os patógenos bacterianos. A absorção de íons 

metálicos como o Fe+ e o Zn+ é vital para algumas bactérias, enquanto outros são citotóxicos 

(Hg+ e Cu+) sendo absorvidos acidentalmente por esses micro-organismos (Prince e Boyd 

2020).  

A literatura revela que dependendo do íon metálico ou de sua concentração, vários 

processos metabólicos em bactérias podem ser inibidos ou estimulados. Isso indica a existência 

de mecanismos de regulação homeostática destes íons. Proteínas reguladoras dependentes de 

metais (metalorreguladores) atuam mantendo a homeostase do metal, detectando a 

biodisponibilidade dos íons metálicos, controlando a transcrição dos genes envolvidos na 

importação, armazenamento, distribuição e fluxo iônico. Estes sensores interagem de forma 

reversível com um ou mais íons metálicos, alterando a afinidade da proteína reguladora para 

sequências especificas de DNA (Cotruvo e Stubbe 2012).  

É importante ressaltar que, ao contrário de outros tipos de nutrientes essenciais, os íons 

metálicos não são bioquimicamente sintetizados e não podem ser degradados, portanto, a 

homeostase depende principalmente da modulação de transporte tanto para meio intracelular 

quanto extracelular. Alguns desses íons, como o Fe+, são essenciais em quantidades 

consideráveis para manter os inúmeros processos bioquímicos das bactérias em perfeito 

funcionamento, outros como o Zn+ são necessários apenas em pequenas quantidades (Gonzalez 

et al. 2019). Quando presente em excesso em uma célula, o zinco tende a ocupar sítios de 

ligação inespecíficos, competir com outros metais essenciais ou interromper os sistemas de 

transporte de elétrons e, consequentemente, interromper importantes vias metabólicas e 

celulares (Capdevila et al. 2016).  

Nas bactérias, baixas quantidades de metais ativam as vias que estão envolvidas na 

importação e mobilização, enquanto o excesso de metais induz efluxo e armazenamento 

(Chandrangsu et al. 2017). Alguns trabalhos relatam que os hospedeiros de bactérias 

patogênicas utilizam um mecanismo de controle conhecido como imunidade nutricional, essa 

estratégia utiliza-se da privação de nutrientes ou intoxicação por metais para combater tal 

agente patogênico (Henningar e McClung 2016; Vaidya et al. 2018). Kaur et al. (2020) 

observaram que A. baumannii apresenta um sistema especializado para manutenção das 

concentrações dos metais em condições fisiopatológicas, sendo capaz de driblar uma eventual 

imunidade nutricional do hospedeiro. Esse sistema é composto pela proteína Multicopper 
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Oxidase (MCOs) que, segundo os autores, consiste em importante componente da máquina de 

homeostase de íons metálicos nessa bactéria.  

Rizvi et al. (2020) mostram que bactérias como P. aeruginosa e Bacillus subtilis são 

eficientes na remoção de alguns íons metálicos. Enquanto, Fathollahi et al. (2021) demostram 

que concentrações elevadas de metais interferem no metabolismo bacteriano reduzindo o 

potencial de biossorção. Assim, esses estudos demostram que é crucial o equilíbrio 

homeostático, pois a frequente exposição a metais indesejáveis resulta no desenvolvimento de 

alternativas de sobrevivência como a produção de biofilme (Araújo et al. 2019).   

 

Fimbriais adesinas  

Os fatores de virulência presentes nas superfícies de bactérias patogênicas, incluindo os 

diferentes tipos de proteínas filamentosas denominadas adesinas fimbriais, podem promover a 

adesão celular e o desenvolvimento do biofilme. Geralmente, as fimbrias se diferenciam dos 

flagelos pelo tamanho e diâmetro, além disso, não são responsáveis pela mobilidade da célula 

bacteriana.  Existem uma variedade de fímbrias, especialmente nas bactérias Gram-negativas, 

que interagem com receptores específicos presentes nas superfícies inertes e nas células do 

hospedeiro (Zamani e Salehzadeh 2018).                   

Dentre a variedade de fímbrias responsáveis pela adesão bacteriana se destacam as do tipo 

1, que podem reconhecer receptores glicoproteicos que contêm resíduos de manose. Essas são 

heteropolímeros formadas pela subunidade principal FimA e três subunidades auxiliares: FimF, 

FimG e FimH. Outras adesinas fimbriais comuns são as do tipo P, que se ligam a receptores 

glicolípidos e apresentam como componente principal o PapA, subunidades adaptadoras e PapG 

terminal. Além dessas, também se destacam as do tipo 3, que se ligam ao substrato alvo usando 

a subunidade MrkD associada à haste fimbrial que constitui a proteína MrkA (Zamani e 

Salehzadeh 2018; Alkhudhairya et al. 2019). Em várias espécies da família Enterobacteriaceae 

são identificados genes codificadores de fimbrias, bem como em bactérias de outras famílias, 

como é o caso de A. baumannii (Tavakol et al. 2018) e Pseudomonas aeruginosa, que sintetiza 

os pili do tipo IV para auxiliar na adesão à superfície (Laverty et al. 2014). 

As fímbrias do tipo 1 são amplamente identificadas em cepas Escherichia coli 

Uropatogênica (UPEC), sendo um dos fatores de virulência relevantes na adesão desses 

patógenos no trato urinário (Zamani e Salehzadeh 2018). Essas fimbrias também são 
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identificados em outras enterobactérias como Samonella spp., Klebsiella spp., Enterobacter ssp. 

entre outras (Zeiner et al. 2012; Melo et al. 2014; Azevedo et al. 2018). Da mesma forma, as 

fímbrias do tipo 3 são encontradas em bactérias desta família como, por exemplo, Citrobacter 

spp e Proteus spp (Ong et al. 2010, Armbruster et al. 2017).  

Hancock et at. (2011) ao investigarem a formação de biofilme de E. coli e de K. 

pneumoniae observaram que o biofilme de uma determinada espécie é dependente da condição 

experimental. Além disso, ressaltaram que para a formação de biofilme é essencial o equilíbrio 

de fatores genéticos como a expressão de fímbrias e fatores bioquímicos como a disponibilidade 

de nutrientes, as características da superfície aderente e do meio de crescimento. 

Posteriormente, foi demonstrado que a interação desses patógenos com células hospedeiras é 

mediada pela expressão de múltiplas fimbrias (Alcántar-Curiel et al. 2013; Izquierdo et al. 

2014).    

As bactérias que, normalmente, causam infecções do trato urinário como P. mirabilis e E. 

coli, são capazes de se aderir às células da mucosa urinária por expressar diferentes tipos de 

fímbrias durante o processo infeccioso. Esses micro-organismos resistem às forças 

hidrodinâmicas, derivadas do efeito de urinar, por se aderir fortemente ao tecido epitelial 

da bexiga (Armbruster e Mobley 2012; Cordeiro et al. 2016). A aderência de P. mirabilis em 

superfícies bióticas e abióticas pode ser mediada pela expressão de 17 fímbrias distintas, 

especialmente, as fímbrias do tipo MR/P (Armbruster et al. 2017). Os estudos sobre os fatores 

que contribuem para a formação de biofilme são relevantes, uma vez que podem ser descobertos 

novos alvos e desenvolvidas novas estratégias terapêuticas como fármacos antiadesivos 

(Krammer et al. 2018).    

 

Biofilme 

O biofilme se inicia pela adesão microbiana a uma superfície, onde ocorre proliferação e 

formação de uma comunidade (Tretin et al. 2013). Estes, em estágios iniciais e de maturação 

são regulados por sinalizações químicas denominadas Quorum-Sensing (QS). Essa regulação 

leva a uma mudança geral na expressão gênica, aumentando a virulência, acelerando o ganho de 

resistência a antimicrobianos, permitindo que os micro-organismos tenham uma resposta 

unificada, facilitando a disseminação de mutações benéficas e melhorando o acesso a nutrientes. 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Organismo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Bexiga


88 
 

Desse modo, o biofilme favorece adaptação a mudanças ambientais adversas (Verderosa al. 

2019; Gebreyohannes et al. 2019).  

A maior parte do biofilme é composta por exopolissacarídeos (EPS), mas também contêm 

água, lipídeos, ácido nucleíco e proteínas extracelulares, formando uma arquitetura porosa e 

com canais que permitem a passagem de nutrientes. A formação de biofilme depende de várias 

condições como os tipos de micro-organismos envolvidos, as superfícies de adesão, pH e 

temperatura. Além disso, pode ser influenciada por vários processos como, por exemplo, 

estresse causado por ambientes desfavoráveis (Flemming et al. 2016; Gebreyohannes et al. 

2019; Vestby et al. 2020).    

 

 

Figura 2. Imagens esquemáticas e de microscopia de varredura das fases de formação do biofilme. 1: Células 

bacterianas na forma livre ou dispersas do biofilme; 2 e 3: bactérias na fase inicial de adesão e no estágio 

reversível; 4: fase de comunicação celular com início do estágio irreversível; 5: biofilme na fase de maturação e no 

estágio irreversível; 6: biofilme robusto; 7: rompimento do biofilme e dispersão celular. 

 

 

Dentre os patógenos formadores de biofilme mais comumente associados a infecções 

humanas encontra-se K. pneumoniae, que pode produzir uma camada espessa de biofilme e, 

comumente, expressa fímbrias tipo 1 e tipo 3, além de cápsulas que facilitam a aderência às 

células epiteliais e imunes, bem como a superfícies inanimadas (Alcántar-Curiel et al. 2013; 

Bandeira et al. 2017; Piperaki et al. 2017). Outro exemplo é P. aeruginosa, capaz de se aderir a 
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equipamentos médicos e tecidos hospedeiros utilizando de flagelos, pili e fímbrias, que 

contribuem para sua adesão inicial e perpetuação (Pinto 2011; Laila e Santos 2016). A. 

baumannii também se destacam na formação de biofilme, utilizando uma série de fatores físico-

químicos e genéticos e persistindo em ambientes desfavoráveis (Lemos et al. 2013; McConnell 

et al. 2012).  

Além destes patógenos, Providencia stuartii é capaz de se aderir e invadir células 

epiteliais de forma eficaz de acordo com seu estágio de crescimento (Kurmasheva et al. 2018). 

Entretanto, poucos estudos associam algum mecanismo envolvido com desenvolvimento do 

biofilme nessa espécie (El-Khatib et al. 2017; El-Khatib et al. 2018). Já em E. cloacae e a E. 

hormoaechei, o biofilme é um fator de virulência que merece destaque, especialmente, em 

pacientes hospitalizados, que fazem uso de dispositivos clínicos. Sua formação pode ser 

desencadeada por flagelos, genes codificadores de adesinas do tipo 1 e tipo 3, que 

desempenham um papel chave na adesão bacteriana e formação de biofilme (Davin-Regli et al. 

2019).    

Quanto aos patógenos Gram-positivos, S. aureus é uma das bactérias formadoras de 

biofilme mais comuns em infecções hospitalares. O desenvolvimento do seu biofilme ocorre em 

várias fases e sua adesão inicial depende de moléculas da sua superfície como a mureína 

hidrolase AtlA, proteínas de ligação a fibronectina e ácidos teicóicos (Gebreyohannes et al., 

2019). E. faecium é a segunda espécie do gênero mais frequente e é considerada um dos 

patógenos prioritários. Além de fatores externo, a formação de biofilme possui vários genes e 

proteínas envolvidos na sua formação, que participam desde a adesão inicial como EbpABC, 

Esp, BepA e proteínas do grupo PTS, bem como, o gene AtlA, que tem papel fundamental na 

sua maturação (Gao et al. 2018; Ch’ng et al. 2019).  

A maioria dos micro-organismos na natureza vivem na forma de biofilmes representando, 

assim, um desafio considerável para as equipes médicas. O principal desafio consiste na elevada 

tolerância às respostas imunológicas do hospedeiro e consequente aumento da morbidade e 

mortalidade em ambientes hospitalares (Tretin et al. 2013; Rumbaugh e Sauer 2020). Os 

biofilmes são variáveis entre as diferentes espécies, envolvendo uma série de fatores internos e 

externos.  Portanto, é fundamental o conhecimento de sua dinâmica de formação, para o 

desenvolvimento de estratégias de controle e de novos alvos terapêuticos (Verderosa et al. Lima 

et al. 2020).    
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Conclusão 

As bactérias patogênicas representam um grave problema de saúde pública, devido aos 

diferentes fatores de patogenicidade e virulência. O conjunto de informações apresentadas pelo 

presente estudo revela a crescente capacidade de adaptação dessas espécies e a problemática do 

tratamento e controle das mesmas. A compreensão da dinâmica de virulência desses patógenos 

é importante para ajudar nas estratégias de monitoramento, combate e prevenção no ambiente 

hospitalar e na comunidade.   
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6  CONCLUSÃO  

 

 Neste estudo, os isolados de P. stuartii avaliados apresentaram resistência para a maioria 

dos antimicrobianos especialmente aos betalactâmicos, possivelmente, devido à 

presença dos aac(6 ')-Ib-cr e blaKPC, sendo assim menos eficazes para o tratamento de 

infecções causadas por esta espécie. Mas de modo geral, os isolados apresentaram 

menor resistência a amicacina e aztreonam, podendo estes serem uma opção de 

tratamento.  

 Os resultados demonstram algumas especificidades de P. stuartii quanto ao seu 

potencial de formação de biofilme. A superfície celular hidrofílica desta bactéria indica 

que pode ocorrer a interação com a superfície abiótica investigada e, consequentemente, 

pode facilitar a interação célula-célula. Além disso, outros tipos de adesinas fimbriais 

ainda não relatadas na literatura podem estar relacionadas à sua formação de biofilme.  

 Os trabalhos de revisão desta tese também demonstram que bactérias patogênicas 

utilizam uma diversidade de fatores de virulência revelando, assim, a problemática dos 

tratamentos clínicos e a necessidade de estratégias eficazes de monitoramento e 

prevenção.      
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