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RESUMO 

 

Staphylococcus epidermidis faz parte da microbiota natural do homem, mas 

apresenta potencial patogênico quando se trata de infecções relacionadas a dispositivos 

médicos. O surgimento de cepas resistente a diversos antimicrobianos vem criando 

desafios na escolha da terapêutica. Diante desse cenário, tornam-se muito importantes 

estudos que investiguem novas substâncias com potencial antimicrobiano. A violaceína 

(VIO) é um metabólito produzido por bactérias de diferentes espécies, com destaque 

para Chromobacterium violaceum, que apresenta potencial atividade antimicrobiana 

sobre microrganismos Gram-positivo. O estudo visou avaliar a atividade antimicrobiana 

da VIO sobre cepas de S. epidermidis formadoras e não formadoras de biofilme, assim 

como avaliar sua capacidade de agir sinergicamente com fármacos antimicrobianos já 

comercializados. A VIO demonstrou excelente ação antimicrobiana sobre S. 

epidermidis ATCC 12228 e ATCC 35984, apresentando, em baixas concentrações, ação 

bacteriostática (CIM = 10µg/mL e 20µg/mL para S. epidermidis ATCC 12228 e 35984, 

respectivamente) e bactericida (CLM = 20µg/mL para ambas as cepas). Além disso, a 

ação bactericida foi observada com curtos tempos de exposição (2-3horas). A VIO 

também foi capaz de modular sinergicamente a ação de diversos antimicrobianos, como 

amicacina, gentamicina, ciprofloxacino, cefepime, ceftazidima, vancomicina, 

meropenem, ceftriaxona, cefalotina e oxacilina sobre S. epidermidis, reduzindo os 

valores de CIM em até 16 vezes. A VIO foi capaz de inibir a formação de biofilme 

microbiano na mesma concentração que inibiu o crescimento em células planctônicas 

(CIMB=20µg/mL) e erradicou biofilme já formado em concentração 8 vezes maior 

(CMEB=160µg/mL). Sua ação sobre biofilme já formado foi potencializada quando 

associada aos fármacos cefepime, ciprofloxacino, vancomicina e meropenem, sendo 

capaz de erradicar completamente o biofilme na associação com ciprofloxacino, em 

concentrações equivalents a ½ CMEB. Estes resultados mostram que a VIO é uma 

substância promissora para o desenvolvimento de um novo fármaco antimicrobiano 

com ação sobre este patógeno, inclusive sobre seu biofilme, ou mesmo para ser 

associada a antibióticos já comercializados. 

 

Palavras-chave: Violaceína; Atividade antimicrobiana; Staphylococcus epidermidis; 

Biofilme; Sinergismo. 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Staphylococcus epidermidis is part of the human’s natural microbiota, but has 

pathogenic potential when it comes to infections related to medical devices. The 

emergence of strains resistant to several antimicrobials has created challenges in the 

choice of therapy. Given this scenario, it is very important to investigate new substances 

with antimicrobial potential. Violacein is a metabolite produced by bacteria of different 

species, especially Chromobacterium violaceum, which has potential antimicrobial 

activity on Gram-positive microorganisms. The aim of the study was to evaluate the 

antimicrobial activity of violacein on strains of S. epidermidis forming and non-forming 

biofilm, as well as to evaluate its ability to act synergistically with antimicrobial drugs 

already marketed. VIO demonstrated excellent antimicrobial action on S. epidermidis 

ATCC 12228 and ATCC 35984, presenting bacteriostatic action (MIC = 10 μg / mL and 

20 μg / mL for S. epidermidis ATCC 12228 and 35984, respectively) and bactericidal 

action (MBC = 20μg / mL for both strains). In addition, the bactericidal action was 

observed with short exposure times (2-3 hours). Violacein was also capable of 

synergistically modulating the action of several antimicrobial agents, like amikacin, 

gentamicin, ciprofloxacin, cefepime, ceftazidime, vancomycin, meropenem, 

ceftriaxone, cephalothin e oxacilin,  on S. epidermidis, reducing MIC values for these 

microorganisms by up to 16 times. VIO was able to inhibit the formation of microbial 

biofilms at the same concentration that inhibited growth in planktonic cells and 

eradicated already-formed biofilm at 8-fold higher concentration (MBEC = 160 μg / 

mL). Its action on biofilm already formed was potentiated when associated with 

antimicrobial drugs already marketed, being able to completely eradicate the biofilm 

when associated with ciprofloxacin, in concentrations equivalent to ½ MBEC. These 

results show that VIO is a promising substance for the development of a new 

antimicrobial drug with action on this pathogen, including its biofilm, or even to be 

associated with already commercialized antibiotics. 

 

Keywords: Violacein; Antimicrobial activity; Staphylococcus epidermidis; Biofilm; 

Sinergism. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Staphylococcus epidermidis é um coco Gram-positivo que faz parte da 

microbiota natural da pele e mucosas do homem, apesar disso, tal microrganismo 

apresenta potencial patogênico quando se trata de infecções relacionadas à assistência à 

saúde. É um dos principais agentes relacionado a infecções que envolvem dispositivos 

médicos, como cateteres, próteses, sondas, shunts, entre outros. Sua capacidade de 

causar infecções está associada a expressão de fatores de virulência, principalmente a 

formação de biofilme (CHESSA; GANAU; MAZZARELLO, 2015; NANVAR et al., 

2014). 

O surgimento de cepas deste microrganismo resistente a diversos 

antimicrobianos, nas últimas décadas, vem criando desafios na escolha da terapêutica, 

visto que a maior parte das cepas isoladas de infecções hospitalares é resistente aos 

fármacos betalactâmicos e casos de cepas resistentes aos glicopeptídeos já são descritos 

(MONTUFAR ANDRADE et al., 2016).  

Diante desse cenário, tornam-se muito importantes estudos que investiguem 

novas substâncias com potencial antimicrobiano. A violaceína é um metabólito 

produzido por bactérias de diferentes espécies, com destaque para Chromobacterium 

violaceum que apresenta diversas propriedades biológicas já descritas na literatura, 

como potencial imunomodulador, antioxidante, antiulcerogênico, antitumoral e amplo 

espectro de atividade antimicrobiana (ANJU et al., 2015; CHOI et al., 2015b; AGATE 

et al., 2016; VERINAUD et al., 2015; LEAL et al., 2015; ANTONISAMY et al., 2014; 

ALSHATWI et al., 2016). Apesar disso, sua ação específica sobre cepas planctônicas e 

biofilme de S. epidermidis não está bem descrita. Questionou-se, então, se tal 

metabólito apresenta ação sobre S. epidermidis formadores e não formadores de 

biofilme. 

O presente projeto fundamenta-se, portanto, nessa problemática de 

resistência crescente do S. epidermidis aos antimicrobianos e a necessidade de 

desenvolvimento de novas substâncias eficazes sobre este patógeno. O estudo visa, 

então, avaliar a atividade antimicrobiana da violaceína sobre cepas de S. epidermidis 

formadoras e não formadoras de biofilme, assim como sua capacidade de modular 

sinergicamente a ação de fármacos antimicrobianos já comercializados. 

 

 



16 
 

2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1.Chromobacterium violaceum 

 

O gênero Chromobacterium inclui bactérias Gram negativo, de vida livre, com 

formato de bacilo e extremidades arredondadas e que se movem por meio de flagelos, 

sendo reconhecidas seis espécies principais atualmente: C. subtsugae, C. aquaticum, C. 

haemolyticum, C. pseudoviolaceum, C.piscinae e a C. violaceum (BATISTA, 2014; 

COSTA et al., 2011). 

C. violaceum caracteriza-se por pertencer à família de  β- proteobactérias, ser 

coco bacilo (Figura 1), Gram negativo, oxidase e catalase positivo, anaeróbio 

facultativo, que se move por meio de flagelos e tem um crescimento ótimo entre 15 e 

40°C (PANT; SHARMA, 2015; BATISTA, 2014).  

Figura 1 - Micrografia da Chromobacterium violaceum, obtida por microscopia 

eletrônica de varredura. 

Fonte: Azevedo (2005) 

 

É um microrganismo saprófita que domina uma variedade de ecossistemas, 

sendo facilmente encontrada em água e solos de regiões tropicais e subtropicais, sendo 

que, na Amazônia brasileira, é componente importante da microbiota do solo, sendo 

encontrada em abundância nas margens do Rio Negro (CASTRO et al., 2015; 

GABRIEL et al., 2015; LIN et al., 2016).  

Possui um versátil metabolismo de geração de energia decorrente da presença de 

redutases e oxidases apropriadas, o que permite sua sobrevivência em condições 

aeróbias e também anaeróbias. É capaz de utilizar açúcares simples, como a glicose, 
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frutose e galactose, como fontes energéticas, assim como aminoácidos e lipídios 

(CRECZYNSKI-PASA; ANTONIO, 2004). 

Devido sua versatilidade, alta capacidade de se adaptar a diferentes ambientes e 

de produzir metabólitos de interesse biotecnológico, Chromobacterium violaceum 

(linhagem ATCC 12472) foi escolhida para o sequenciamento do seu genoma no 

Projeto Genoma Nacional Brasileiro. A completa sequência do genoma desta bactéria 

revelou extensos caminhos alternativos de formação de energia, sistemas complexos 

para adaptação ao estresse e motilidade, além de utilização generalizada de Quorum 

sensing para o controle de sistemas que garantem a versatilidade e capacidade de 

adaptação desta bactéria (BRAZILIAN NATIONAL GENOME PROJECT 

CONSORTIUM, 2003). 

C. violaceum cresce facilmente em meios de cultura sólidos usuais como ágar 

McConkey, ágar sangue (Figura 2), ágar chocolate e ágar CLED (Figura 3), nos quais 

forma colônias violetas decorrente da produção de um pigmento conhecido como 

violaceína que é alvo de inúmeros estudos (HERRERA et al., 2005; PANT; SHARMA, 

2015). 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Brown et al. (2006) 

Figura 3 - Crescimento de C. violaceum 

em ágar CLED. 

Figura 2 - Crescimento de C. violaceum 

em ágar sangue. 

Fonte: Pant; Sharma (2015) 
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2.2.Violaceína 

 

2.2.1. Características gerais 

 

A violaceína é um pigmento natural violeta produzido especialmente por 

bactérias do gênero Chromobacterium, como C. violaceum (encontrada em rios, águas 

residuais e estações de tratamento) e C. fluviatile, mas também por outras espécies, 

como Janthinobacterium lividum (encontrada em geleiras), Pseudoalteromonas sp. e P. 

luteoviolacea (identificadas em águas profundas do mar e superfícies de esponjas do 

mar), Duganella sp. (identificada em solos agrícolas), Collimonas sp. (encontrada no 

litoral Ártico e em águas), Iodobacter fluviatile e Microbulbifer sp. (ANJU et al., 2015; 

CHOI et al., 2015a; BALLESTRIERO et al, 2015; LIMA, 2013; LEAL, 2011).  

Como as bactérias produtoras de violaceína abrangem diversos gêneros e são 

encontradas em variados ambientes naturais, o papel deste pigmento na fisiologia dos 

microrganismos que o produzem ainda é questionado, sendo investigadas funções 

fisiológicas como: proteção contra radiação ultravioleta, devido suas propriedades 

fotoquímicas; papel no sistema antioxidante do microrganismo, possibilitando sua 

adaptação a diferentes condições ambientais; inibição da predação bacteriana por 

protozoários; fonte de armazenamento do aminoácido triptofano; ou mesmo conferir 

toxicidade para espécies competidoras, proporcionando vantagem competitiva às 

bactérias que a produzem (CHOI et al., 2015a; MARTINS JÚNIOR, 2009).  

Tal pigmento possui massa molar de 343,34g/mol e é constituído por duas 

moléculas de L-triptofano modificadas que constituem um dímero formado pelas 

subunidades 5-hidroxindole, oxindole e 2-pirrolidona, e é caracterizado quimicamente 

como ( 3 - ( 1,2 – dihidroxi – 5 - ( 5 – hidroxi - 1H – indol – 3 - il) - 2oxo - 3H – pirrol -

3 - ilideno) - 1,3 dihidro - 2H – indol – 2 - ona) (Figura 4). Sua fórmula química e 

estrutura foram descritas por Ballantine e colaboradores em 1960 (LIMA, 2013; 

RETTORI; DURÁN, 1998). 
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Figura 4 – Estrutura molecular da violaceína. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Rettori; Durán (1998). 

 

A violaceína é insolúvel em água e, por isso, vários estudos tentam desenvolver 

nanopartículas poliméricas contendo tal composto com o intuito de aumentar sua 

solubilidade e potencializar seu efeito. Apresenta baixa solubilidade em etanol, 

moderada em acetona e é bastante solúvel em metanol, tetrahidrofurano, n-butanol e 

DMSO (dimetilsulfóxido). Além disso, seu ponto de fusão é > 290°C. Apresenta ainda 

características fotoquímicas, fluorescentes e fotodinâmicas específicas, com dois picos 

de absorção no espectro UV-vis (em 330 nm e uma larga banda de absorção entre 500 e 

650 nm, com pico máximo em 575 nm) (MARTINS JÚNIOR, 2009; DURÁN et al., 

2007;  DURÁN et al., 2007). 

Tal pigmento tem atraído crescente interesse de pesquisadores em decorrência 

de suas importantes atividades biológicas e potencial farmacológico. Além disso, vários 

grupos têm buscado aprimorar o processo de produção da violaceína por meio de 

engenharia genética. 

 

2.2.2. Biossíntese e regulação da produção de violaceína 

Os estudos que elucidaram os genes e proteínas envolvidos na síntese da 

violaceína em C. violaceum foram o de Shinoda et al. (2007) e Balibar & Walsh (2006). 

Segundo tais autores um conjunto de cinco genes, que compõem o operon 

vioABCDE,,são responsáveis pela biossíntese da violaceína, tendo sido proposta a 

seguinte via biossintética: VioA         VioB        VioE       VioD        VioC (Figura 5). 
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Figura 5 - Via biossintética da violaceína. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Dantas et al. (2012). 

 

A biossíntese ocorre da seguinte forma: VioA codifica uma enzima L-triptofano 

oxidase que oxida as moléculas de triptofano originando o ácido 3-indol pirúvico (IPA); 

em seguida, o gene VioB codifica uma enzima policetídeo sintase que atua no 

acoplamento de duas moléculas de IPA, formando um intermediário do ácido 
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cromopirrólico; o gene VioE é responsável por uma mudança conformacional que leva à 

síntese da prodeoxiviolaceína; o gene VioD codifica uma enzima monoxigenase capaz 

de hidroxilar um dos anéis indólicos da prodeoxiviolaceína, formando o ácido proto-

violaceínico; o gene VioC codifica outra monoxigenase que age sobre o outro anel 

indólico, formando o ácido violaceínico, intermediário que sofre oxidação espontânea e 

origina a VIO (LIMA, 2013; DANTAS et al., 2012; LEAL, 2011). 

O mecanismo regulatório da biossíntese da violaceína na bactéria ocorre por um 

sistema de Quorum sensing e, uma vez que é bastante fácil observar a produção desse 

metabólito pelo microrganismo, devido sua coloração, ele tornou-se um indicador útil 

de moléculas de Quorum sensing e seus inibidores (WANG et al., 2016; CHOI et al., 

2015a; OCA MEJÍA et al., 2015). 

O mecanismo de Quorum sensing  é uma forma de comunicação célula a célula 

capaz de regular a expressão de conjuntos de genes especializados em resposta à 

densidade celular. As bactérias produzem pequenas moléculas auto-indutoras que 

atravessam as células e se acumulam no ambiente proporcionalmente a densidade 

celular. As concentrações dessas moléculas sinalizadoras são detectadas pelo 

mecanismo de Quorum sensing e servem de sinal para regular a transcrição de genes-

alvo que garantem alguma vantagem para a célula, permitindo que as bactérias se 

ajustem às suas necessidades (GHOSH et al., 2014; LEAL, 2011). 

Na biossíntese da violaceína, as moléculas sinalizadoras são as N-hexanoil 

homoserina lactonas (AHLs). A proteína receptora destas moléculas e a enzima 

responsável pela produção das mesmas são codificadas pelos genes cviR e cviI, 

respectivamente. A sinalização ocorre em função de variações ambientais, como 

flutuações no pH, temperatura, presença de nutrientes, entre outros. Na biossíntese da 

violaceína, por exemplo, a presença de glicose no meio inibe sua produção, enquanto 

que a presença de sacarose e glicerol induz o processo. Além disso, temperatura em 

torno de 30°C favorece a síntese da violaceína (OCA MEJÍA et al., 2015; KAMAEVA, 

VASILCHENKO e DERYABIN, 2014; OLIVEIRA, 2005).  

2.2.3.  Atividades biológicas 

 

A violaceína exibe muitas propriedades biológicas já relatadas na literatura, tais 

como largo espectro de atividade antibacteriana (CHOI et al., 2015b; MARTINS 

JÚNIOR, 2009), antimicobacteriana (MOJIB et al., 2010) antiviral (ANDRIGHETTI-
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FROHNER et al., 2003), antifúngica (AGATE et al., 2016; ANJU et al., 2015; 

SASIDHARAN et al., 2015; BECKER et al., 2009), antiprotozoária (LOPES et al., 

2009; LEON et al., 2001; ANTONIO, 1994), imunomoduladora (VERINAUD et al., 

2015), analgésica e antipirética (ANTONISAMY, IGNACIMUTHU, 2010), 

antioxidante (LEAL et al., 2015; LEAL, 2011), além de ação antiulcerogênica 

(ANTONISAMY et al., 2014; ANTONISAMY et al, 2009) e significativa toxicidade 

para várias linhagens de células tumorais (ALSHATWI et al., 2016; HASHIMI et al., 

2015; MASUELLI et al., 2016; MEHTA et al., 2015; PLATT et al., 2014; QUEIROZ 

et al., 2012; MARTINS et al., 2010; MELO et al., 2009). Embora a violaceína tenha 

uma ampla gama de atividades, os seus alvos celulares e moleculares permanecem 

desconhecidos e são alvos de inúmeros estudos. 

Os primeiros relatos do potencial antimicrobiano da violaceína ocorreram por 

meio da observação de que lesões de pele causadas pela C. violaceum não apresentavam 

contaminação por outros microrganismos (LIMA, 2013). Estudos posteriores revelaram 

importante atividade antimicrobiana in vitro da violaceína, principalmente frente a 

cepas de microrganismos Gram positivo, como contra Staphylococcus aureus 

(MARTINS JÚNIOR, 2009). 

Lima (2013) relatou acentuado efeito antimicrobiano da violaceína contra S. 

aureus resistente à meticilina (MRSA) e Enterococcus resistente à vancomicina (VRE), 

microrganismos causadores frenquentes de infecções hospitalares. Relatou ainda que a 

violaceína causa alterações morfológicas na parede celular destes microrganismos e 

afeta a expressão de proteínas e genes MRSA. 

Batista (2014) observou que a violaceína apresenta atividade antimicrobiana 

sobre cepas de S. aureus planctônicas e produtoras de biofilme, sendo sua ação mais 

efetiva no início da fase exponencial de crescimento do microrganismo e dependente da 

concentração. Constatou ainda que a violaceína age sobre o envoltório celular, alterando 

a morfologia e a permeabilidade da membrana plasmática, permitindo o extravasamento 

de material genético; atua ainda modulando a expressão de fatores de virulência do S. 

aureus. 

 

2.3.Staphylococcus epidermidis 

 

O corpo humano é habitat natural de inúmeras populações bacterianas que 

compõem a sua microbiota e favorecem a saúde humana, mas que também apresentam 
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potencial de causar doenças. Em virtude disso, nos últimos anos, tem se intensificado 

estudos que tentam associar os microrganismos encontrados em diversas regiões do 

corpo com diferentes condições de saúde (CHESSA; GANAU; MAZZARELLO, 2015).  

Microrganismos que anteriormente eram vistos como comensais e inócuos, 

agora são descritos como potenciais patógenos oportunistas, relacionados a diferentes 

infecções, com importância mundial. Dentre tais microrganismos, podemos citar 

aqueles pertencentes ao gênero Staphyloccoccus, com destaque para o S. aureus e S. 

epidermidis, constituintes da microbiota da pele humana. Recentemente, têm-se 

observado um aumento no número de infecções hospitalares associadas a esses dois 

microrganismos, estando entre os principais agentes causadores de infecções 

relacionadas à assistência à saúde (CHESSA; GANAU; MAZZARELLO, 2015; 

NANVAR et al., 2014; OTTO, 2009). 

 

2.3.1. Características gerais 

 

O gênero Staphylococcus é composto por mais de 40 espécies de cocos Gram 

positivo, anaeróbios facultativos, catalase positivo, que não apresentam motilidade e 

não formam esporos. Este gênero pode ser classificado em dois grupos principais, com 

base na presença ou ausência da enzima coagulase: o grupo de Staphylococcus 

coagulase positivo, representado pelo S. aureus; e o grupo de Staphylococcus coagulase 

negativo (SCN), com destaque para S. epidermidis, que está associado à maioria das 

infecções desse grupo (NANVAR et al., 2014; OTTO, 2009). 

S. epidermidis é encontrado no epitélio humano, principalmente na região das 

axilas, cabeça e narinas. Acredita-se que, nesse habitat, ele apresenta função probiótica, 

impedindo que o hospedeiro seja colonizado por outros patógenos mais virulentos 

(CHESSA; GANAU; MAZZARELLO, 2015; OTTO, 2009). Essa bactéria utiliza a 

glicose para crescer em condições anaeróbias, enquanto que, em condições aeróbias, usa 

diferentes carboidratos, como frutose, maltose, sacarose e glicerol (NANVAR et al., 

2014). 

Em virtude da expressão de vários fatores de virulência e da sua capacidade de 

colonizar diferentes superfícies, pela formação de biofilmes, S. epidermidis é 

considerado um preocupante causador de infecções relacionadas à assistência à saúde. 

Além disso, o surgimento de estirpes resistente a diversos antimicrobianos, nas últimas 

décadas, vem criando desafios na escolha da terapêutica. Esses fatores tornam cada vez 
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mais importantes os estudos que buscam o desenvolvimento de novos fármacos eficazes 

contra S. epidermidis. 

 

2.3.2. Fatores de virulência 

 

A sobrevivência do microrganismo no hospedeiro e o consequente 

estabelecimento da infecção dependem da habilidade do patógeno de evadir o sistema 

de defesa e de invadir o tecido do hospedeiro (SALABERRY, 2014). Essas habilidades 

dependem da expressão de fatores de virulência pelos microrganismos. Tais fatores são, 

portanto, estratégias, estruturas ou produtos expressos pelos microrganismos que 

elevam sua patogenicidade (GUASTALLI, 2010). 

Os principais fatores de virulência do S. epidermidis são: biofilme, PIA 

(polissacarídeo intracelular de adesão), Bap (proteína associada ao biofilme), toxinas, 

modulinas solúveis em fenol, delta toxina, lipases e proteases (NANVAR et al., 2014). 

Michelim et al. (2005), ao estudar infecções  por S. epidermidis em unidades de 

cuidados intensivos, relatou uma elevada frequência de multirresistência (76,5%) 

associada à expressão de fatores, como hemolisinas, lipases, proteases e adesinas 

relacionados, respectivamente, com: ações neurotóxicas e com resposta inflamatória 

grave; com a capacidade de invadir a derme e epiderme do hospedeiro e sobreviver em 

tecidos com altas concentrações de lipídeos; com o papel essencial em causar danos aos 

tecidos do hospedeiro e na resposta inflamatória, ao degradar peptídeos sinalizadores no 

processo imunológico de defesa; com a facilidade de formação de biofilmes e, 

consequentemente, proliferação sobre superfícies de implantes médicos e cateteres, por 

exemplo. 

Embora diversos fatores de virulência do S. epidermidis tenham sido descritos 

na literatura, a capacidade de formação de biofilmes é considerada como o fator mais 

importante na patogenicidade dessa espécie e, portanto, é descrito mais detalhadamente 

a seguir. 

 

2.3.3. Biofilme 

 

2.3.3.1.Considerações gerais 

Os biofilmes consistem em aglomerados multicelulares de bactérias em 

superfícies, com incorporação em uma matriz extracelular, que confere proteção para a 
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bactéria contra os mecanismos de defesa do hospedeiro e contra agentes 

antimicrobianos (NAMVAR et al., 2014). É importante o estudo de bactérias 

formadoras de biofilmes porque essas são, segundo a literatura, de 10 a 100 vezes mais 

resistentes aos antimicrobianos que as bactérias não formadoras (AGUILA-ARCOS et 

al., 2015). 

 

2.3.3.2.. Mecanismo de formação 

 

O processo de formação do biofilme segue algumas etapas. Inicialmente, ocorre 

a adesão microbiana e a colonização de uma superfície, seguido da proliferação celular 

e a agregação em multicamadas, ocorre então a maturação e, por fim, o descolamento 

do biofilme e liberação das células (Figura 6) (PINHEIRO et al, 2014).  

 

Figura 6 – Desenvolvimento de biofilme em S. epidermidis. 

Fonte: Otto (2009). 

 

Para que isso ocorra, há a necessidade de forças de adesão (para a colonização e 

interação entre as células), forças perturbadoras (para que se formem canais com fluidos 

que levarão nutrientes para as células e darão a estrutura tridimensional do biofilme 

maduro) e forças destrutivas (para o destacamento de grupos celulares do biofilme que 

limita a expansão do mesmo, mas promove a disseminação da infecção) (OTTO, 2009). 

Quando um dispositivo médico é colocado no paciente, os constituintes 

presentes nos fluidos corporais cobrem o implante e mudam suas propriedades de 

superfície, facilitando a adesão do microrganismo. As bactérias apresentam diversas 
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proteínas na sua superfície que reconhecem e se ligam às proteínas da matriz 

extracelular do hospedeiro. Em Staphylococcus, duas proteínas são importantes, a SSP-

1 e SSP-2 (PINHEIRO et al., 2014). 

A produção do PIA é outra etapa muito importante, pois o mesmo é responsável 

pela adesão entre as células e o agrupamento em multicamadas. Sua produção é 

mediada por genes (ica) que fazem parte de um operon (icaADBC), além do gene icaR, 

que tem função reguladora. Outras proteínas adesivas também contribuem para a 

formação do biofilme, como a proteína associada ao acúmulo e proteína associada ao 

biofilme (Bap em S. epidermidis). Entretanto, o operonADBC é o principal fator 

responsável pela formação do biofilme em S. epidermidis, principalmente em infecções 

associadas a cateteres (PINHEIRO et al., 2014). 

Os mecanismos de maturação e de liberação do biofilme ainda são mal 

compreendidos, mas acredita-se que esteja envolvida a expressão de peptídeos com 

atividade proteolítica sobre as camadas do biofilme. Sabe-se que a liberação do biofilme 

em S. epidermidis é controlada por sistema quorum sensing (OTTO, 2009; OTTO, 

2012). 

 

2.3.3.3.Produção de biofilmes e resistência a antibióticos 

As bactérias integrantes de um biofilme estão protegidas da ação do sistema 

imune do hospedeiro e também de fármacos antimicrobianos. Essas bactérias, no geral, 

são mais resistentes aos antibióticos que as bactérias planctônicas, o que é explicado por 

mecanismos como reduzida penetração do fármaco, ligação dos antibióticos a 

componentes do biofilme e expressão alterada de genes (PINHEIRO et al., 2014). 

Além disso, para a formação do biofilme, a bactéria apresenta adaptações em 

todo o seu genoma, como na biossíntese de ácidos nucléicos, proteínas e da parede 

celular. Essas modificações genéticas justificam a limitação da atividade de antibióticos 

que agem sobre células com metabolismo e crescimento ativos (OTTO, 2009). 

Farina et al. (2013) relatou, em estudo no Paraguai, que 40,6% dos SCN isolados 

de pacientes hospitalizados e ambulatoriais eram S. epidermidis, sendo que 73,1% 

desses produziam biofilme. A presença do gene mecA foi identificada em 69,2% dos S. 

epidermidis, sendo que desses 83% produziam biofilme. Concluiu, portanto, que o 

principal fator de virulência associado à resistência do S. epidermidis é a produção de 
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biofilme, visto que tal fator é mais acentuado naqueles microrganismos resistentes a 

meticilina. 

Sahal e Bilkay (2014), ao estudarem cepas de S. epidermidis isoladas de 

amostras hospitalares na Turquia, identificaram que, dentre S. epidermidis não 

formadores de biofilme, 65% apresentaram resistência a todos os fármacos 

betalactêmicos testados (penicilina, oxacilina, amoxicilina, ácido clavulônico) e 60% 

era multirresistente. Já entre os formadores de biofilme essas frequências eram de 80% e 

100%, respectivamente.  

Percebe-se, então, que a produção de biofilme tem um papel nas características 

de resistência antimicrobiana do S. epidermidis e é um fator preocupante quando 

associado à infecções relacionadas à assistência à saúde. 

 

2.4. Infecções relacionadas à assistência à saúde (IRAS) 

 

No passado, quando se isolava algum Staphylococcus coagulase negativo (SCN) 

nos laboratórios de microbiologia se considerava caso de contaminação e, portanto, 

estes microrganismos não eram centro de atenção. Entretanto, atualmente, esses 

patógenos são reconhecidos como importantes causadores de infecções, principalmente 

em pacientes imucomprometidos ou que usam implantes médicos, como cateteres e 

próteses (FARINA et al., 2013; MONTUFAR ANDRADE et al., 2016). 

Nos países em desenvolvimento, a maior parte dos microrganismos isolados de 

infecções hospitalares são cocos Gram positivo, incluindo os SCN. Fatores como 

imunossupressão, hospitalização em Unidade de Terapia Intensiva (UTI) e o uso de 

cateteres estão associados a infecções sanguíneas por SCN (MONTUFAR ANDRADE 

et al., 2016). 

S. epidermidis é o principal agente relacionado a infecções que envolvem 

dispositivos médicos, como cateteres venosos centrais ou periféricos. Esse 

microrganismo também é encontrado em shunts, próteses articulares, infecções de sítio 

cirúrgico, lentes de contato contaminadas, sonda vesicais, entre outros. Alguns estudos 

mostram que essas infecções são causadas pelas cepas presentes na pele do próprio 

paciente ou dos profissionais da saúde que interagem com ele, que contaminam o 

dispositivo durante sua inserção (CHESSA; GANAU; MAZZARELLO, 2015; 

NANVAR et al., 2014; OTTO, 2009). 
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Lima e Oliveira (2010) relatam que a prótese articular acarreta prejuízo na 

função dos granulócitos locais, que se acumulam, se degranulam parcialmente, reduzem 

a produção de superóxido desmutase e, portanto, são menos eficazes no processo de 

defesa contra patógenos. Dessa forma, a presença da prótese reduz em mais de 100.000 

vezes a quantidade de inóculo necessário para que aconteça a infecção, o que facilita a 

proliferação por bactérias como S. aureus e S. epidermidis, que são predominantes nas 

infecções de próteses articulares. 

Marconi et al. (2009), ao estudar infecções relacionadas a cateteres em recém-

nascidos, encontrou que a espécie mais prevalente foi S. epidermidis, isolada em 75% 

dos casos. O fato de que tal microrganismo é a espécie predominante na microbiota do 

recém-nascido associado à capacidade de algumas cepas apresentarem maior 

patogenicidade, devido à capacidade de adesão, justificam o resultado encontrado pelo 

autor. 

Segundo Flores-Paez et al. (2015), apesar de ser um comensal comum da 

conjuntiva sadia, S. epidermidis pode causar infecções no olho, como conjuntivite, 

blefarite, úlceras da córnea e endolftalmite, associadas ao uso de lentes de contato ou 

durante cirurgia ocular. Alguns estudos relatam elevada incidência de infecção ocular 

por S. epidermidis, sendo, em alguns casos, relatadas percentagens superiores às 

infecções oculares por S. aureus (BHOOMIBUNCHOO et al. 2013; MOLONEY; 

PARK et al., 2014). 

Rigatti et al. (2010) ao estudar bacteremias por SCN encontrou S. epidermidis 

como patógeno predominante, responsável por 67% dos casos, e observou um elevado 

índice de resistência desse microrganismo a diversos fármacos antimicrobianos. 

Kou et al. (2015) relata em seu estudo a preocupação do S. epidermidis como 

contaminante de bolsas de concentrados de plaquetas (PCs), que representa o maior 

risco de infecção pós-transfusional em países desenvolvidos. Segundo o autor, S. 

epidermidis é o principal SCN isolado a partir de PCs e está envolvido em reações 

transfusionais fatais em todo o mundo. 

A erradicação desta população é contra indicada, visto que a mesma pode ser 

substituída por microrganismos mais nocivos ao organismo, portanto, deve-se encontrar 

um equilíbrio com tais bactérias por meio de ações preventivas como a esterilização dos 

equipamentos médicos e a devida higiene dos pacientes e dos profissionais da saúde 

(CHESSA; GANAU; MAZZARELLO, 2015). 
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2.5. Resistência a antimicrobianos 

 

Um dos assuntos mais importantes em microbiologia é o surgimento de 

resistência microbiana a fármacos antimicrobianos, principalmente quando relacionado 

a patógenos nosocomiais. É um assunto preocupante visto que esse processo ocorre, 

muitas vezes, mais rapidamente do que o desenvolvimento de novas drogas. 

Nas últimas décadas, o aumento no uso de dispositivos médicos, associado ao 

uso indiscriminado de antimicrobianos de amplo espectro, principalmente em pacientes 

imunocomprometidos, foram importantes para a caracterização do S. epidermidis como 

agente patogênico oportunista com crescente resistência a antibióticos, especialmente os 

betalactâmicos. S. epidermidis pode apresentar resistência aos betalactâmicos por meio 

de três mecanismos principais: produção de enzimas betalactamases, modificação no 

sítio de ação do fármaco e pela alteração da permeabilidade (NANVAR et al., 2014).  

A presença de matriz exopolissacarídea e a capacidade de formação de biofilme 

apresentadas pelo S. epidermidis são importantes fatores que favorecem a resistência 

deste microrganismo, visto que reduzem a capacidade de penetração de antibióticos, 

dificultando a ação dos mesmos (NANVAR et al., 2014). 

O desenvolvimento das penicilinas antiestafilocócicas, como a meticilina, 

trouxeram novas opções, apesar disso, em 1961 foi relatado o primeiro caso de 

resistência a meticilina. A razão de resistência a esse fármaco foi crescente, sendo que, 

em 1999, em torno de 50% dos isolados de S. epidermidis já era resistente a esse 

fármaco. Atualmente, entre 75% e 90% das cepas de S. epidermidis isoladas de 

infecções hospitalares são resistentes a meticilina. Nestes casos, os fármacos de escolha 

disponíveis são os glicopeptídeos, como a vancomicina (CHESSA; GANAU; 

MAZZARELLO, 2015; MONTUFAR ANDRADE et al., 2016; NANVAR et al., 

2014).  

Sahal e Bilkay (2014) mostraram que a vancomicina é o antibiótico mais 

eficiente para inibir S. epidermidis e, portanto, a opção terapêutica de escolha, visto que 

ao realizar teste de antibiograma em amostras de isolados clínicos, todas as cepas foram 

sensíveis à vancomicina, enquanto que 65% de todas as cepas e 80% das cepas 

formadoras de biofilme apresentaram resistência a todos os antibióticos betalactâmicos 

testados no estudo. 
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É preocupante o fato de serem descritos casos que necessitam de concentrações 

mais altas de vancomicina para inibir seu crescimento e, principalmente, cepas 

resistentes a tal fármaco. 

Montufar Andrade et al. (2016) relatou, em estudo na Colômbia, que 29,2% dos 

SCN isolados de casos de infecções hospitalares apresentaram Concentração Inibitória 

Mínima (CIM) para vancomicina ≥ 2µg/mL, além disso, 45% era resistente a 

clindamicina, 58% a ciprofloxacinio e 73,7% a meticilina, sendo que 71,1% destes SCN 

eram S. epidermidis.  

Fajardo Olivares et al. (2011), em estudo na Espanha, relatou que 61% dos SCN 

isolados em infecções em Unidades de Terapia Intensiva tinham perdido a sensibilidade 

à vancomicina (CIM ≥ 2µg/mL), 64% eram resistentes ao ciprofloxacino e 11,5% à 

linezolida, sendo que 63% destes SCN eram S. epidermidis.  

Farina et al. (2013), em estudo na Turquia, relatou que os isolados de S. 

epidermidis apresentaram alta resistência a maioria dos antimicrobianos testados, sendo 

96,2% resistente à penicilina, 65,4% à oxacilina, 76,9% à ciprofloxacino, 53,8% a 

eritromicina, 30,8% ao clotrimazol, 26,9% a rifampicina e cloranfenicol e 23,1% à 

gentamicina. 

Diante desses estudos, percebe-se como a resistência microbiana é um problema 

que merece atenção especial, sendo importante a aquisição de medidas de controle de 

uso desses fármacos e também a realização de pesquisas que visem o desenvolvimento 

de novos agentes antimicrobianos.  

Sendo S. epidermidis um patógeno com crescente resistência aos fármacos 

antimicrobianos, principalmente quando se refere a infecções associadas a implantes e 

dispositivos médicos, e com capacidade de formação de biofilme, importante fator de 

virulência que favorece a resistência deste microrganismo aos antibióticos, tornam-se 

importantes estudos que avaliem a ação antimicrobiana de novas substâncias sobre este 

patógeno. 

O presente estudo, portanto, tem sua relevância diante da problemática da 

resistência crescente de S. epidermidis aos antimicrobianos de uso clínico e a 

necessidade de desenvolvimento de novas substâncias eficazes sobre tal patógeno, 

principalmente com ação sobre os formadores de biofilme. 
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3. OBJETIVOS: 

 

 

3.1. GERAL: 

 

Avaliar a atividade antimicrobiana da violaceína sobre cepas planctônicas e em 

biofilme de Staphylococcus epidermidis. 

 

 

3.2.  ESPECÍFICOS: 

 

 Determinar a atividade antimicrobiana da VIO, in vitro, sobre cepas de S. 

epidermidis; 

 Determinar a atividade antibiofilme da VIO sobre cepas de S. epidermidis; 

 Avaliar o efeito modulador da VIO na atividade de antimicrobianos de uso 

clínico sobre cepas planctônicas e biofilme de S. epidermidis; 
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2. Ensaios de Atividade Moduladora em 

células planctônicas 

1. Ensaios Microbiológicos sobre células 

planctônicas 

Concentração Inibitória Mínima; 

Concentração Bactericida Mínima; 

Efeito da violaceína na viabilidade celular. 

4. Ensaios de Atividade Moduladora em 

biofilme 

 

Análise Estatística 

3. Ensaios Microbiológicos sobre 

biofilme 

 

Aderência e Formação de biofilme; 

Concentração Inibitória Mínima de  Formação 

de Biofilme; 

Concentração Mínima de Erradicação de 

Biofilme; 

Efeito da violaceína na viabilidade celular. 

 

 Efeito das associações ATV-VIO sobre biofilme. 

 

 

 

Ensaio do Checkboard; 

Efeito das associações ATB-VIO na viabilidade 

celular; 

 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1. Desenho do estudo 

Foi realizada uma pesquisa do tipo experimental, na qual foi testada a atividade 

antimicrobiana da VIO, obtida de C. violaceum, sobre cepas-padrão de S. epidermidis 

formadores e não formadores de biofilme. 

O projeto foi executado em quatro etapas: inicialmente foram realizados os 

ensaios microbiológicos para determinar as concentrações inibitória e bactericida 

mínimas da VIO para as cepas de S. epidermidis e os estudos de viabilidade celular após 

exposição dos microrganismos à VIO. Na segunda etapa, foram realizados os ensaios de 

atividade moduladora em células planctônicas. Na terceira etapa foram realizados os 

ensaios microbiológicos sobre biofilme de S. epidermidis, para determinação das 

concentrações mínimas de inibição e de erradicação do biofilme e os estudos de 

viabilidade celular após exposição do biofilme à VIO. Por fim, foram realizados os 

ensaios de atividade moduladora da VIO sobre antimicrobianos de uso clínico, sobre 

células em biofilme (Figura7). 

Figura 7 – Fluxograma da Estratégia Experimental 

Fonte: A autora (2017). 
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4.2.  Obtenção da VIO 

A VIO utilizada foi cedida pela colaboradora e pesquisadora Andressa Hellen de 

Morais Batista, do Laboratório de Pesquisa em Microbiologia Aplicada da UFC. O 

microrganismo C. violaceum ATCC 12472, do qual foi extraída a VIO, foi obtido do 

Laboratório de Genética Molecular da UFC. A extração foi realizada no Laboratório de 

Genética Molecular e a purificação no Laboratório de Análise Fitoquímica de Plantas 

Medicinais da UFC. A caracterização foi realizada por espectroscopia na região do 

infravermelho, conforme recomendado por Rettori e Durán (1998), no Laboratório de 

Espectrometria de Massa do Nordeste da UFC (Figura 8). 

Figura 8 – Espectro de absorção na região do infravermelho da VIO. 

 

 

4.3. Microrganismos, meios de cultura e reagentes 

Os microrganismos de referência testados foram: S. epidermidis ATCC 12228 

(não formador de biofilme) e S. epidermidis ATCC 35984 (formador de biofilme), 

obtidos da Coleção de Microrganismos de Referência em Vigilância Sanitária – 

CMRVS, FIOCRUZ-INCQS, Rio de Janeiro.  

Os meios de cultura foram adquiridos da Himedia, os reagentes da Laborclin 

LTDA e os antimicrobianos da Aldrich Co. LLC. 
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4.4. Determinação de atividade antimicrobiana da VIO 

 

Todos os ensaios microbiológicos sobre células planctônicas e sobre biofilme, e 

de atividade moduladora foram realizados no Laboratório de Pesquisa em Microbiologia 

Aplicada (LabMicro) da Universidade Federal do Ceará. Todos os ensaios foram 

realizados em triplicata e em dois diferentes momentos. Foram testados os seguintes 

grupos: não tratado (grupo controle), tratado com VIO e tratado com antibiótico de 

referência (grupos experimentais). Os diferentes grupos foram posteriormente 

comparados pela análise estatística. 

 

4.4.1. Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

Esse ensaio foi realizado para determinar qual a menor concentração de VIO 

capaz de inibir o crescimento microbiano. A CIM da VIO para as cepas em estudo foi 

determinada pelo método de microdiluição em caldo de cultura Brain Heart Infusion 

(caldo BHI) de acordo com a Norma M7-A6, Vol. 23 N° 2 (CLSI, 2009) utilizando-se, 

para isso, microplacas com 96 poços, estéreis e com tampas apropriadas. 

Colônias isoladas de cada cepa foram ativadas por incubação a 37ºC, overnight, 

em caldo BHI. Após esse período, as culturas tiveram sua densidade celular ajustada em 

solução salina 0,85% estéril, de modo a se obter uma turbidez equivalente ao tubo 0,5 

da escala de McFarland (aproximadamente 1,5 x 10
8 

UFC/mL).  A suspensão obtida foi 

diluída 100 vezes em meio BHI estéril, resultando em uma cultura com 

aproximadamente 10
6
 UFC/ml (essa suspensão foi utilizada nos demais ensaios).  

Aos poços da microplaca foram adicionados 100 μL de caldo BHI, 20 μL de 

VIO em diferentes concentrações (40μg/mL a 0,019μg/mL) e 80 μL da suspensão 

microbiana (10
6
 UFC/mL). As microplacas foram incubadas durante 24 horas em estufa 

bacteriológica a 37°C. Após esse período foi realizada a inspeção visual do crescimento 

microbiano e a leitura das absorbâncias em leitora de Elisa Bio-Tek a 620nm.  

Foram realizados controle de turvação (meio + VIO), controle de crescimento 

(meio + suspensão microbiana) e controle do meio de cultura. 

A determinação da população microbiana presente no inóculo inicial foi 

realizada por contagem de colônias em Ágar Plate-Count (ROMEIRO, 2007) e utilizada 

para determinação da CBM (BARON; FINEGOLD, 1994). A CIM foi considerada a 

menor concentração de VIO capaz de inibir o crescimento das cepas testadas, 

constatado pela ausência de turvação visível (Figura 9).  
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 Figura 9 – Fluxograma da determinação da CIM.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora (2016). 

 

4.4.2.  Concentração Bactericida Mínima (CBM) 

 

Esse ensaio foi realizado para determinar qual a menor concentração de VIO 

capaz de matar os microrganismos. A partir dos poços das microplacas usadas para a 

determinação da CIM, que não apresentarem crescimento microbiano visível, foram 

retiradas alíquotas de 5 μL e foram depositadas na superfície do ágar Plate-Count pela 

técnica da microgota (ROMEIRO, 2007).  Em seguida, as placas foram incubadas a 

37°C e após 24h, foi realizada a contagem das colônias crescidas na superfície do ágar). 

A concentração de VIO capaz de determinar uma redução do crescimento microbiano ≥ 

99,9% do inóculo inicial foi considerada a CBM (BARON; FINEGOLD, 1994) (Figura 

10). 
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Figura 10 – Fluxograma da determinação da CBM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora (2016). 

 

4.4.3. Efeito da VIO na viabilidade celular 

 

4.4.3.1. Determinação das curvas de crescimento microbiano 

Curvas de crescimento de S. epidermidis foram previamente determinadas para 

que fossem obtidas culturas microbianas nas fases de crescimento exponencial e 

estacionário. As suspensões microbianas, obtidas conforme descrito no item 4.4.1, 

foram distribuídas em microplacas e incubadas em estufa bacteriológica a 37°C. O 

crescimento microbiano foi acompanhado pela contagem de colônias em meio sólido 

pela técnica da microgota (ROMEIRO, 2007) e leitura de absorbância a 620nm, no 

início da incubação e após 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 24h. Os resultados foram expressos em 

UFC/mL (MITIC-CULAFIC et al., 2007) (Figura 11). 
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Figura 11 – Fluxograma da determinação das curvas de crescimento microbiano. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora (2016). 

 

4.4.3.2. Efeito do tempo de exposição a VIO na viabilidade microbiana 

Este ensaio foi realizado para identificar em quanto tempo a VIO inibe o 

crescimento e mata as cepas testadas. Alíquotas de 20µL da VIO, em concentrações 

iguais a 1/2xCIM, CIM, 2x CIM e 4x CIM, foram adicionadas a poços de microplacas 

contendo 100µL de caldo BHI e 80µL de suspensão microbiana. As microplacas foram 

incubadas a 37°C e alíquotas de 5µL foram retiradas e diluídas em solução salina 0,85% 

estéril que foram semeadas em ágar Plate-Count pela técnica da microgota (ROMEIRO, 

2007), no tempo zero e em intervalos de tempo de 30 minutos até um período de 6 

horas. A contagem das colônias crescidas foi realizada após 24 horas de incubação e os 

resultados foram expressos em UFC/mL (MITIC-CULAFIC et al., 2007) (Figura 12). 
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Figura 12 - Fluxograma da determinação do efeito do tempo de exposição à VIO na 

viabilidade microbiana. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora (2016). 

 

4.5. Avaliação da atividade antibiofilme 

 

4.5.1. Avaliação das cepas quanto à aderência e a formação de biofilme 

Inicialmente, as cepas em estudo foram analisadas quanto à capacidade de aderir 

e formar biofilme, como descrito por Stepanovic et  al. (2000). Para isso, foram 

utilizadas microplacas estéreis de fundo plano, com 96 poços.  

As cepas foram semeadas por esgotamento em Ágar Tripsine Soy (TSA) e 

incubadas por 24 h a 37ºC.  Após esse período, as colônias foram repicadas para tubos 

contendo caldo Tripsine Soy (TSB) suplementado com 1% (p/v) de glicose e incubadas 

por 24 h. Em seguida, as culturas foram diluídas em TSB de forma a obter um inóculo 

de 10
6
 UFC/mL. Foram adicionados 200µL do inóculo às microplacas, que foram 

incubadas por 24 h a 37ºC.  

A massa de biofilme foi quantificada pela técnica do cristal violeta: os poços 

foram lavados com solução salina 0,85% estéril. Para a fixação das células aderidas foi 
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usado metanol a 99%. Após 15 min, o metanol foi retirado e a placa seca a temperatura 

ambiente. Alíquotas de 200 μL de solução de cristal violeta (CV) a 2% (v/v) foram 

adicionadas e após 15 minutos, o excesso foi removido. O CV foi liberado pela adição 

de 160 μL de ácido acético a 33%. A leitura da DO foi realizada, após 15 min, em 

leitora de Elisa Bio-Tek, no comprimento de onda de 570 nm (STEPANOVIĆ et al., 

2000) (Figura 13). 

As amostras foram classificadas, segundo Stepanovic et al. (2000), como:  

DO ≤ DOC (não ADERENTE);  

DOC < DO ≤ 2x DOC (fracamente ADERENTE);  

2x DOC < DO ≤ 4x DOC (moderadamente ADERENTE);  

4x DOC < DO (fortemente ADERENTE).  

DO corresponde a densidade ótica das cepas testadas e DOC corresponde a do 

controle (contendo apenas meio de cultura TSB). 

 

Figura 13 – Fluxograma de classificação das cepas quanto à aderência e 

formação de biofilme. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora (2016). 
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4.5.2. Concentração Inibitória Mínima de Formação de Biofilme (CIMB) 

Esse ensaio foi realizado para determinar qual a menor concentração de VIO 

capaz de inibir a formação de biofilme pelo microrganismo. A determinação da CIMB 

foi realizada conforme metodologia de Nostro et al. (2004). Culturas microbianas foram 

obtidas conforme item 4.5.1. Alíquotas de 100 μL da cultura microbiana e 100 μL de 

cada concentração de VIO (0,156µg/mL a 320µg/mL) foram adicionadas aos poços de 

microplacas de 96 poços.  Após 24h de incubação a 37ºC a massa de biofilme foi 

quantificada pela técnica do cristal violeta, descrita no item 4.5.1 (STEPANOVIĆ  et 

al., 2000). A CIMB foi a menor concentração capaz de inibir a formação do biofilme 

(PETTIT et al., 2005) (Figura 14).  

 

Figura 14 – Fluxograma de determinação da CIMB. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora (2016). 
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4.5.3. Concentração Mínima de Erradicação de Biofilme (CMEB) 

Esse ensaio foi realizado para determinar qual a menor concentração de VIO 

capaz de erradicar o biofilme já formado. A determinação da CMEB de VIO foi 

realizada conforme descrita por Kwieciński et al. (2009). Culturas microbianas foram 

obtidas de acordo com o item 5.4.1. Alíquotas de 100 μL de cultura foram transferidas 

para microplacas e incubadas por 24h a 37ºC. Após esse período foi realizada a 

inspeção visual do crescimento microbiano. 

Depois de formado, o biofilme foi lavado com água ultrapura e o meio de cultura 

foi descartado. Para cada poço contendo biofilme foram adicionados 50 µL de TSB e 50 

μL de VIO em diferentes concentrações (2Oµg/mL a 32Oµg/mL). As microplacas 

foram incubadas por 24h a 37ºC e, após esse período, biofilme de cada poço foi 

ressuspenso em solução salina 0,85%. Alíquotas de 5 μL das diluições seriadas das 

suspensões de biofilme foram semeadas em ágar  Plate-Count pela técnica da microgota 

(ROMEIRO, 2007).  Após incubação durante 24 horas a 37°C foi realizada a contagem 

de colônias. A CMEB foi considerada a concentração de VIO capaz de erradicar o 

biofilme já formado (KWIECIŃSKI et al., 2009) (Figura 15). 

Figura 15 – Fluxograma de determinação da CMEB. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora (2016). 
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4.5.4. Efeito do tempo de exposição á VIO na viabilidade microbiana em biofilme 

Este ensaio foi realizado para determinar o efeito do tempo de exposição à VIO 

na viabilidade microbiana em biofilme. Alíquotas de 20µL da VIO, em concentrações 

iguais a 1/2x CMEB, CMEB e 2x CMEB, foram adicionadas a poços de microplacas 

contendo 100µL de caldo TSB e biofilme maduro, formado conforme item 4.5.3. As 

microplacas foram incubadas a 37°C e alíquotas de 5µL foram retiradas e diluídas em 

solução salina 0,85% estéril que foram semeadas em ágar Plate-Count pela técnica da 

microgota (ROMEIRO, 2007), no tempo zero e em intervalos de tempo de 30 minutos 

até um período de 6 horas. A contagem das colônias crescidas foi realizada após 24 

horas de incubação e os resultados foram expressos em UFC/mL (KWIECINSKI et al., 

2009) (Figura 16). 

 

Figura 16 – Fluxograma de determinação do efeito do tempo de exposição à VIO 

na viabilidade microbiana em biofilme. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora (2016). 
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4.6. Atividade moduladora da VIO sobre antibióticos (ATB) de uso clínico em células 

planctônicas 

 

4.6.1. Método do Checkerboard 

Este ensaio foi realizado para avaliar se a VIO é capaz de modular positivamente 

a atividade antimicrobiana de diferentes antimicrobianos. Para isso foi realizado o 

método de Checkerboard, conforme Cleeland e Squires (1991). Aos poços das 

microplacas foram adicionadas alíquotas de 80µL das culturas microbianas (item 4.4.1), 

80µL de caldo BHI, 20µL de VIO e 20µL do ATB. As concentrações finais de VIO e 

do ATB foram iguais a ½, ¼, 1/8 e 1/16 x CIM. Após incubação das microplacas por 24 

horas a 35°C, foi realizada a inspeção visual do crescimento microbiano (Figura 17).  

 

Figura 17 – Fluxograma do ensaio do Checkboard. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora (2016). 
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Onde: [VIO] e [ATB] são as menores concentrações da VIO e do ATB, 

respectivamente, na associação, com atividade antimicrobiana; CIM VIO e CIMATB é a 

CIM da VIO e do ATB; CIFVIO e CIFATB é a Concentração Inibitória Fracionada da VIO 

e do ATB. O Índice CIF foi interpretado como: efeito sinérgico para ICIF≤0,5, aditivo 

ou indiferente para ICIF>0,5 e <1,0, e antagônico para ICIF≥1,0 (EUCAST, 2003). 

 

4.6.2. Determinação do efeito do tempo de exposição à associação violaceína-antibiótico 

(VIO-ATB) na viabilidade microbiana 

 

Para realização desse ensaio foram escolhidas as duas melhores associações, 

para cada cepa, encontradas no teste do checkboard. Alíquotas de 20µL da VIO e do 

ATB, isoladamente e em associação, foram adicionadas aos poços da microplaca de 96 

poços contendo 80µL de caldo BHI e 80 µL das suspensões microbianas (10
6
 UFC/mL). 

As microplacas foram incubadas a 35°C por dois períodos de tempos diferentes: até 6h 

e até 24h. No ensaio com incubação até 6h, foram retiradas alíquotas de 5 µL no início 

da incubação (tempo zero) e a cada 30 minutos até 6h.  No ensaio com incubação até 

24h, foram retiradas alíquotas de 5 µL no início da incubação (tempo zero), a cada 2h 

até 12h, e no tempo de 24h de incubação. As alíquotas de 5µL foram diluídas em 

solução salina 0,85% estéril e semeadas em ágar Plate-Count pela técnica da microgota 

(ROMEIRO, 2007). Após 24h de incubação a 35°C foi realizada a contagem de 

colônias crescidas na superfície do meio (Figura 18). 
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Figura 18 - Fluxograma de determinação do efeito do tempo de exposição à 

associação VIO-ATB na viabilidade microbiana. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora (2016). 
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biofilme foram semeadas em ágar  Plate-Count pela técnica da microgota (ROMEIRO, 

2007).  Após incubação durante 24 horas a 37°C foi realizada a contagem de colônias 

(Figura 19). 

 

Figura 19 – Fluxograma para determinação da ação moduladora da VIO sobre ATB de 

uso clínico sobre biofilme de S. epidermidis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora (2016). 
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Foi utilizado o programa GraphPad Prism 6 e os resultados foram representados por 

meio de gráficos e tabelas. 
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5. RESULTADOS  

 

5.1. Atividade antimicrobiana da VIO 

 

5.1.1.  Concentrações Inibitória e Bactericida Mínimas (CIM e CBM) 

 

A VIO apresentou ótima atividade antimicrobiana sobre as cepas de S. 

epidermidis, com CIM igual a 10µg/mL e 20 µg/mL para S. epidermidis ATCC 12228 

(não formador de biofilme) e S. epidermidis ATCC 35984 (formador de biofilme), 

respectivamente, e CBM igual a 20 µg/mL para ambos (Tabela 1). 

 

Tabela 2 – CIM e CBM de VIO para cepas de S. epidermidis. 

Cepas microbianas CIM (µg/mL) CBM (µg/mL) 

S. epidermidis ATCC 12228 10 20 

S. epidermidis ATCC 35984 20 20 

S. epidermidis ATCC 12228: não formador de biofilme. 

S. epidermidis ATCC 35984: formador de biofilme. 

 

As leituras de densidade ótica a 620nm das microplacas confirmaram os 

valores de CIM determinados na inspeção visual do crescimento, evitando possíveis 

erros de interpretação ocasionados pela turvação observada nos poços nos quais a VIO 

foi adicionada em concentrações maiores (Gráficos 1 e 2). 
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Gráfico 1: Atividade antimicrobiana da VIO sobre S. epidermidis ATCC 12228. 
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Os valores estão expressos pela média ± EPM de três ensaios, em triplicata cada. AMI (amicacina, 

CIM=3,125 µg/mL). Controle: meio de cultura + microrganismo. A análise foi realizada por ANOVA, 

com pós-teste de Dunnet e valor de *p< 0,05 quando comparado ao controle. 

 

 

 

Gráfico 2: Atividade antimicrobiana da VIO sobre S. epidermidis ATCC 35984.  
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Os valores estão expressos pela média ± EPM de três ensaios, em triplicata cada. AMI (amicacina, 

CIM=6,25 µg/mL). Controle: meio de cultura + microrganismo. A análise foi realizada por ANOVA, 

com pós-teste de Dunnet e valor de *p< 0,05 quando comparado ao controle. 
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5.1.2. Curvas de crescimento microbiano 

 

As cepas testadas apresentam padrão de crescimento semelhante. Quando 

ativadas overnight, atingem as fases de crescimento exponencial e estacionário após 2 e 

12 horas de incubação, respectivamente (Gráfico 3 e 4). 

 

Gráfico 3 - Curva de crescimento da cepa S. epidermidis ATCC 12228. 

 

Os valores representam média ± EPM de dois experimentos, em duplicata cada. 

 

 

Gráfico 4 - Curva de crescimento da cepa S. epidermidis ATCC 35984. 

 

Os valores representam média ± EPM de dois experimentos, em duplicata cada. 
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5.1.3. Efeito do tempo de exposição à VIO na viabilidade de S. epidermidis 

 

No ensaio de tempo de morte (time kill assay), quando as cepas foram 

expostas a ½ CIM de VIO, foi constatada inibição de crescimento durante 5h e 5h30min 

para S. epidermidis ATCC 12228 e S. epidermidis ATCC 35984, respectivamente.  

Quando expostos à CIM da VIO, houve inibição do crescimento durante 

todo o tempo (6h) para S. epidermidis ATCC 12228 e perda de viabilidade após 3h para 

S. epidermidis ATCC 35984. Além disso, a CIM (10 µg/mL) de VIO para S. 

epidermidis ATCC 12228 foi capaz de reduzir em 33,3% o crescimento celular nas duas 

primeiras horas de incubação. Já para S. epidermidis ATCC 35984, a CIM (20 µg/mL) 

da VIO reduziu em 40,7 % o crescimento microbiano, também com duas horas de 

contato.  

Quando expostos à concentrações iguais à 2x CIM e 4x CIM da VIO, houve 

perda de viabilidade celular após 2h  e 1h para S. epidermidis ATCC 12228, 

respectivamente, e após 2h30min e 1h30min para S. epidermidis ATCC 35984, 

respectivamente (Gráfico 5 e 6).  

 

Gráfico 5- Efeito do tempo de exposição a diferentes concentrações de VIO na 

viabilidade de S. epidermidis ATCC 12228. 

 

 

Os valores estão expressos pela média ± EPM de dois ensaios, em duplicata cada. A análise dos dados foi 

realizada por ANOVA, com pós-teste de Dunnet com p<0,05, quando comparado ao controle. CIM = 10 

µg/mL. 
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Gráfico 6 - Efeito do tempo de exposição a diferentes concentrações de VIO na 

viabilidade de S. epidermidis ATCC 35984. 

 

Os valores estão expressos pela média ± EPM de dois ensaios, em duplicata cada. A análise dos dados foi 

realizada por ANOVA, com pós-teste de Dunnet com p<0,05, quando comparado ao controle. CIM = 20 

µg/mL.  

 

 

5.2. Efeito modulador de VIO na atividade antimicrobiana de ATB de uso clínico 

 

Os ensaios de atividade moduladora evidenciaram elevado efeito sinérgico entre 

e a VIO e a maioria dos antimicrobianos de uso clínico testados.  

Para S. epidermidis ATCC 12228, a VIO apresentou efeito sinérgico e aditivo 

sobre 81,8% (n=9) e 18,2% (n=2) dos ATBs testados, respectivamente, não 

apresentando antagonismo em nenhuma associação VIO-ATB. Nas associações que 

ocorreram efeito sinérgico, a VIO foi capaz de reduzir em 16 vezes a CIM de cinco 

ATBs (55,5%): gentamicina, ceftazidima, vancomicina, cefalotina e oxacilina; reduziu 

em 8 vezes a CIM de um ATB (11,1%): meropenem; e reduziu em 4 vezes a CIM de 

três ATBs (33,3%): amicacina, cefepime e ceftriaxona (Tabela 2 e Gráfico 7).  
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Tabela 2 – Efeito modulador da VIO na atividade antimicrobiana de ATBs de uso 

clínico sobre o crescimento de S. epidermidis ATCC 12228.   

 

Antibióticos CIF 

VIO 

CIF 

ATB 

ICIF Efeito 

Piperacilina+ 

Tazobactam 

0,0625 0,5 0,5625 Aditivo 

Amicacina 0,0625 0,25 0,3125 Sinérgico 

Gentamicina 0,125 0,0625 0,1875 Sinérgico 

Ciprofloxacino 0,25 0,5 0,75 Aditivo 

Cefepime 0,0625 0,25 0,3125 Sinérgico 

Ceftazidima 0,125 0,0625 0,1875 Sinérgico 

Vancomicina 0,125 0,0625 0,1875 Sinérgico 

Meropenem 0,0625 0,125 0,1875 Sinérgico 

Ceftriaxona 0,0625 0,25 0,3125 Sinérgico 

Cefalotina 0,125 0,0625 0,1875 Sinérgico 

Oxacilina 0,125 0,0625 0,1875 Sinérgico 

A tabela mostra somente as associações das menores concentrações em que houve inibição do 

crescimento microbiano. 

CIM VIO: CIM da violaceína isolada (µg/mL); CIM ATB: CIM dos antibióticos isolados (µg/mL);  

[VIO]: CIM da violaceína na associação (µg/mL); [ATB]: CIM dos antibióticos na associação (µg/mL); 

CIF VIO = [VIO]/CIM VIO; CIF ATB = [ATB]/CIM ATB; ICIF = CIF VIO + CIF ATB; 

ICIF ≤ 0,5: sinergismo; ICIF > 0,5 e < 1,0: aditivo ou indiferente; ICIF ≥ 1,0: antagonismo (Eucast, 

2003). 
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Gráfico 7 – Isobologramas mostrando o efeito das associações VIO-ATB na inibição do 

crescimento de S. epidermidis ATCC 12228. 
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Os pontos representam os valores de CIF das associações em que o crescimento microbiano foi inibido. 
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Para S. epidermidis ATCC 35984, houve efeito sinérgico e aditivo em 54,5% 

(n=6) e 18,2% (n=2), respectivamente. Nas demais associações, entre VIO e os ATBs 

piperacilina + tazobactam, amicacina e gentamicina (27,3%; n=3), não houve inibição 

do crescimento. A VIO reduziu em 16 vezes a CIM dos seis fármacos com os quais 

apresentou sinergismo: ciprofloxacino, cefepime, ceftazidima, vancomicina, 

meropenem e cefalotina (Tabela 3 e Gráfico 8) 

 

 

Tabela 3 - Efeito modulador da VIO na atividade antimicrobiana de ATBs de uso 

clínico sobre o crescimento de S. epidermidis ATCC 35984. 

 

Antibióticos CIF 

VIO 

CIF 

ATB 

ICIF Efeito 

Piperacilina+ 

Tazobactam 

- - - - 

Amicacina - - - - 

Gentamicina - - - - 

Ciprofloxacino 0,0625 0,0625 0,125 Sinérgico 

Cefepime 0,25 0,0625 0,3125 Sinérgico 

Ceftazidima 0,25 0,0625 0,3125 Sinérgico 

Vancomicina 0,25 0,0625 0,3125 Sinérgico 

Meropenem 0,0625 0,0625 0,125 Sinérgico 

Ceftriaxona 0,125 0,5 0,625 Aditivo 

Cefalotina 0,25 0,0625 0,3125 Sinérgico 

Oxacilina 0,25 0,5 0,75 Aditivo 

A tabela mostra as associações das menores concentrações em que houve inibição do crescimento 

microbiano. 

- Não houve inibição do crescimento em nenhuma das associações; 

CIM VIO: CIM da violaceína isolada (µg/mL); CIM ATB: CIM dos antibióticos isolados (µg/mL);  

[VIO]: CIM da violaceína na associação (µg/mL); [ATB]: CIM dos antibióticos na associação (µg/mL); 

CIF VIO = [VIO]/CIM VIO; CIF ATB = [ATB]/CIM ATB; ICIF = CIF VIO + CIF ATB; 

ICIF ≤ 0,5: sinergismo; ICIF > 0,5 e < 1,0: aditivo ou indiferente; ICIF ≥ 1,0: antagonismo (Eucast, 

2003). 
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Gráfico 8 – Isobologramas mostrando o efeito da associação VIO-ATB na inibição do 

crescimento do S. epidermidis ATCC 35984. 
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Os pontos representam os valores de CIF das associações em que o crescimento microbiano foi inibido. 

 

 

5.3.  Efeito do tempo de exposição a associação VIO-ATB na viabilidade microbiana 

 

Para a determinação do efeito do tempo de exposição à associação VIO-ATB na 

viabilidade microbiana foram selecionadas duas associações sinérgicas com menores 

concentrações de VIO para cada microrganismo encontradas pelo ensaio do 

Checkboard:  

- S. epidermidis ATCC12228: VIO (1/16 CIM) + cefepime (CEF) (1/4CIM) e 

VIO (1/16 CIM) + meropenem (MER) (1/8 CIM); 

- S. epidermidis ATCC 35984: VIO (1/16 CIM) + ciprofloxacino (CIP) (1/16 

CIM) e violaceína (1/16 CIM) + meropenem (MER) (1/16 CIM). 

No ensaio de tempo de morte (time kill assay) da associação VIO-ATBs, com 

incubação de até 6h, evidenciou-se que a VIO sozinha, em concentração igual a 1/16 

CIM, é capaz de inibir o crescimento microbiano do S. epidermidis ATCC 12228 e S. 

epidermidis ATCC 35984 por 210 minutos (3h30min) e 150 minutos (2h30min), 

respectivamente. Com incubação de até 24h, evidenciou-se que todas as associações 

inibem o crescimento microbiano durante todo o período (Gráficos 9 a 12). 
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Gráfico 9- Efeito do tempo de exposição à associação VIO-CEF na viabilidade de S. 

epidermidis ATCC 12228. 
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Os valores estão expressos pela média ± EPM de dois ensaios, em duplicata cada. A análise dos dados foi 

realizada por ANOVA, com pós-teste de Dunnet, com p<0,05, em comparação ao controle (sem tratamento). 

(a): ensaio de até 360 minutos (6h) de incubação. (b): ensaio de 24 horas de incubação. 
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Os valores estão expressos pela média ± EPM de dois ensaios, em duplicata cada. A análise dos dados foi 

realizada por ANOVA, com pós-teste de Dunnet, com p<0,05, em comparação ao controle (sem 

tratamento). (a): ensaio de até 360 minutos (6h) de incubação. (b): ensaio de 24 horas de incubação. 

Gráfico 10- Efeito do tempo de exposição à associação VIO-MER na viabilidade de S. 

epidermidis ATCC 12228. 
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Gráfico 11- Efeito do tempo de exposição à associação VIO-CIP na viabilidade de S. 

epidermidis ATCC 35984. 
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Os valores estão expressos pela média ± EPM de dois ensaios. A análise dos dados foi realizada por 

ANOVA, com pós-teste de Dunnet, com p<0,05, em comparação ao controle (sem tratamento). (a): 

ensaio de até 360 minutos (6h) de incubação. (b): ensaio de 24 horas de incubação. 

 

(b) 

(a) 
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Gráfico 12- Efeito do tempo de exposição à associação VIO-MER na viabilidade celular 

do S. epidermidis ATCC 35984. 
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Os valores estão expressos pela média ± EPM de dois ensaios. A análise dos dados foi realizada por 

ANOVA, com pós-teste de Dunnet, com p<0,05, em comparação ao controle (sem tratamento). (a): 

ensaio de até 360 minutos (6h) de incubação. (b): ensaio de 24 horas de incubação. 
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5.4.Atividade antibiofilme 

 

5.4.1. Classificação das cepas quanto aderência e formação de biofilme 

 

Os microrganismos foram testados quanto à aderência e formação de biofilme 

e percebeu-se que a cepa S. epidermidis ATCC 35984 é fortemente aderente (Gráfico 13 

e Tabela 4), o que já era esperado conforme caracterização dessa cepa pelo American 

Type Culture Collection, portanto, esta foi a cepa selecionada para realização dos 

ensaios de ação antibiofilme (CIMB, CMEB e time-kill). 

 

Gráfico 13 – Cepas de S. epidermidis quanto à aderência e formação de biofilme. 
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Tabela 4 – Classificação das cepas de S. epidermidis quanto à aderência do biofilme. 

 

Cepas microbianas (DO) Classificação 

S. epidermidis ATCC 12228 0,611 Fracamente aderente 

S. epidermidis ATCC 35984 3,77 Fortemente aderente 

Controle  0,412 Não aderente 

 

 

 

http://www.medicinenet.com/script/main/art.asp?articlekey=2378
http://www.medicinenet.com/script/main/art.asp?articlekey=2378
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5.4.2. Concentração Inibitória Mínima de Formação do Biofilme 

 

A CIMB foi considerada a menor concentração de VIO capaz de impedir a 

formação de biofilme. A CIMB da VIO para S. epidermidis ATCC 35984 foi de 

20µg/mL, concentração equivalente à CIM obtida nos ensaios com células planctônicas 

(Gráfico 14). 

 

Gráfico 14 – CIMB da VIO para S. epidermidis ATCC 35984. 
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A CIMB foi determinada pela medida da densidade ótica em leitora de ELISA (Bio-

Tek) a 570nm. Os valores foram expressos pela média ± EPM de três ensaios. Controle: 

meio de cultura + microrganismo. A análise foi realizada por ANOVA, seguido de pós-

teste de Dunnet e valor de *p<0,05, em comparação ao controle. 

 
Além de avaliarmos o potencial de inibir a formação do biofilme, foi avaliada a 

capacidade da VIO agir sobre biofilme previamente formado. 

 
5.4.3. Concentração Mínima de Erradicação do Biofilme 

 

A CMEB foi considerada a menor concentração de VIO capaz de erradicar o 

crescimento microbiano já formado em biofilme. A CMEB da VIO para S. epidermidis 

ATCC 35984 foi de 160µg/mL (Gráfico 15). 
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Gráfico 15 – Concentração Mínima de Erradicação do Biofilme da VIO sobre S. 

epidermidis ATCC 35984. 
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 A viabilidade do biofilme remanescente foi avaliada pela contagem de colônias em 

ágar. Os valores foram expressos pela média ± EPM de três ensaios. Controle: biofilme 

maduro de 24h.  A análise foi realizada por ANOVA, seguido de pós-teste de Dunnet e 

valor de *p<0,05, em comparação ao controle. 

 

Diante da ação da VIO sobre a formação de biofilme e sobre biofilme já 

formado de S. epidermidis ATCC 35984, foi avaliada a viabilidade celular em biofilme 

em função do tempo de exposição à VIO. 

 

5.4.4. Efeito do tempo de exposição à VIO na viabilidade microbiana em biofilme 

 

Em concentração equivalente à ½ CMEB não ocorreu erradicação do biofilme 

microbiano, entretanto, com 6h de incubação houve redução de 4log10 UFC/mL em 

comparação ao controle (sem tratamento). Em concentrações iguais à CMEB e à 2x 

CMEB houve erradicação do biofilme em 3h e 2h30min de incubação, respectivamente 

(Gráfico 16). Portanto, a velocidade de erradicação do biofilme já formado é dependente 

da concentração da VIO. 
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Gráfico 16 – Efeito do tempo de exposição à VIO na viabilidade de biofilme de S. 

epidermidis ATCC 35984. 
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Os valores foram expressos pela média ± EPM de três ensaios. A análise foi realizada 

por ANOVA, seguido de pós-teste de Dunnet e valor de *p<0,05, em comparação ao 

controle. 1/2x CMEB = 80µg/mL; CMEB = 160µg/Ml; 2x CMEB = 320µg/mL. 

 

 

 
5.5.  Ação moduladora da VIO sobre antimicrobianos de uso clínico sobre biofilme de 

S. epidermidis. 

 

Para avaliação do efeito modulador da VIO sobre antimicrobianos de uso 

clínico sobre biofilme microbiano, foram selecionadas quatro associações do ensaio do 

checkboard que apresentaram sinergismo com fármacos de diferentes classes, sendo 

elas VIO-CEF (cefalosporina), VIO-CIP (fluoroquinolona), VIO-MER (carbapenêmico) 

e VIO-VAN (glicopeptídeo). 

A única associação capaz de erradicar completamente o biofilme já formado 

foi VIO-CIP. Entretanto, em todas as associações houve redução significativa da 

viabilidade microbiana em biofilme em comparação ao controle sem tratamento e em 

81,25% (n=13) das associações houve redução significativa da viabilidade microbiana 

em comparação às duas substâncias isoladamente e, portanto, houve sinergismo 

(Gráficos 17-20 e Tabela 5). 
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Gráfico 17 – Efeito da associação VIO-VAN na viabilidade celular de biofilme de S. 

epidermidis ATCC 35984. 
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½ VIO = 1/2xCMEB da VIO; ¼ VIO = 1/4xCMEB da VIO;  

½ VAN = 1/2xCMEB do VAN; ¼ VAN = 1/4xCMEB do VAN;  

½ + ½ = 1/2xCMEB da VIO + 1/2xCMEB do VAN; ½ + ¼ = 1/2xCMEB da VIO + 1/4xCMEB do VAN; 

¼ + ½ = 1/4xCMEB da VIO + 1/2xCMEB do VAN; ¼ + ¼ = 1/4xCMEB da VIO + 1/4xCMEB do VAN; 

Os valores estão expressos pela média ± EPM de três ensaios. A análise foi realizada por ANOVA, com 

pós-teste de Tukey e valor de: * p<0,05 quando comparado ao controle; 
 a 

p<0,05 quando comparado à ½ VIO;
 b 

p<0,05 quando comparado  à ¼ VIO;  
c
 p<0,05 quando comparado  à ½ VAN; 

d
 p<0,05 quando comparado  à ¼ VAN. 
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Gráfico 18 – Efeito da associação VIO-CEF na viabilidade celular de biofilme de S. 

epidermidis ATCC 35984. 
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½ VIO = 1/2xCMEB da VIO; ¼ VIO = 1/4xCMEB da VIO;  

½ CEF = 1/2xCMEB do CEF; ¼ CEF = 1/4xCMEB do CEF;  

½ + ½ = 1/2xCMEB da VIO + 1/2xCMEB do CEF; ½ + ¼ = 1/2xCMEB da VIO + 1/4xCMEB do CEF 

¼ + ½ = 1/4xCMEB da VIO + 1/2xCMEB do CEF; ¼ + ¼ = 1/4xCMEB da VIO + 1/4xCMEB do CEF 

Os valores estão expressos pela média ± EPM de três ensaios. A análise foi realizada por ANOVA, com 

pós-teste de Tukey e valor de: * p<0,05 quando comparado ao controle; 
 a 

p<0,05 quando comparado à ½ VIO;
 b 

p<0,05 quando comparado  à ¼ VIO;  
c
 p<0,05 quando comparado  à ½ CEF; 

d
 p<0,05 quando comparado  à ¼ CEF. 
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Gráfico 19 – Efeito da associação VIO-CIP na viabilidade celular de biofilme de S. 

epidermidis ATCC 35984. 
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½ VIO = 1/2xCMEB da VIO; ¼ VIO = 1/4xCMEB da VIO;  

½ CEF = 1/2xCMEB do CIP; ¼ CEF = 1/4xCMEB do CIP;  

½ + ½ = 1/2xCMEB da VIO + 1/2xCMEB do CIP; ½ + ¼ = 1/2xCMEB da VIO + 1/4xCMEB do CIP; 

¼ + ½ = 1/4xCMEB da VIO + 1/2xCMEB do CIP; ¼ + ¼ = 1/4xCMEB da VIO + 1/4xCMEB do CIP; 

Os valores estão expressos pela média ± EPM de três ensaios. A análise foi realizada por ANOVA, com 

pós-teste de Tukey e valor de: * p<0,05 quando comparado ao controle; 
 a 

p<0,05 quando comparado à ½ VIO;
 b 

p<0,05 quando comparado  à ¼ VIO;  
c
 p<0,05 quando comparado  à ½ CIP; 

d
 p<0,05 quando comparado  à ¼ CIP. 
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Gráfico 20 – Efeito da associação VIO-MER na viabilidade celular de biofilme de S. 

epidermidis ATCC 35984. 
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½ VIO = 1/2xCMEB da VIO; ¼ VIO = 1/4xCMEB da VIO;  

½ CEF = 1/2xCMEB do MER; ¼ CEF = 1/4xCMEB do MER;  

½ + ½ = 1/2xCMEB da VIO + 1/2xCMEB do MER; ½ + ¼ = 1/2xCMEB da VIO + 1/4xCMEB do MER; 

¼ + ½ = 1/4xCMEB da VIO + 1/2xCMEB do MER; ¼ + ¼ = 1/4xCMEB da VIO + 1/4xCMEB do MER; 

Os valores estão expressos pela média ± EPM de três ensaios. A análise foi realizada por ANOVA, com 

pós-teste de Tukey e valor de: * p<0,05 quando comparado ao controle; 
 a 

p<0,05 quando comparado à ½ VIO;
 b 

p<0,05 quando comparado  à ¼ VIO;  
c
 p<0,05 quando comparado  à ½ MER; 

d
 p<0,05 quando comparado  à ¼ MER. 
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Tabela 5 – Redução da viabilidade celular (em log10 UFC/mL) após exposição às 

associações VIO-ATB em comparação ao controle, à VIO e ao ATB isolados. 

 

Associação VIO isolada ATB isolado Controle 

VIO-VAN    

1/2 + 1/2 8,3 6,7 11,4 

1/2 + 1/4 6,3 7,3 9,4 

1/4 + 1/2 6,6 4,7 9,4 

1/4 + 1/4 4,6 5,3 7,4 

VIO-CEF    

1/2 + 1/2 6 4 9,1 

1/2 + 1/4 4,3 5 7,4 

1/4 + 1/2 2 0,3 4,8 

1/4 + 1/4 0,6 1 3,4 

VIO-CIP    

1/2 + 1/2 12,6 8,3 15,7 

1/2 + 1/4 12,6 11 15,7 

1/4 + 1/2 8,6 4 11,4 

1/4 + 1/4 6,6 4,7 9,4 

VIO-MER    

1/2 + 1/2 4 3,7 7,1 

1/2 + 1/4 4,3 4,3 7,4 

1/4 + 1/2 4,6 4 7,4 

1/4 + 1/4 0,6 0,3 3,4 

* Resultados expressos em log10 UFC/mL. 

** Redução ≥2log10UFC/mL são consideradas significativas, ou seja, confirmam a ocorrência 

de sinergismo (JAYARAMAN et al., 2010). 
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6. DISCUSSÃO 

 

A VIO é um pigmento violeta produzido por bactérias de diferentes gêneros, 

como a C. violaceum. Tal pigmento apresenta papel fisiológico no metabolismo destas 

bactérias ainda questionado, mas apresenta diversas atividades biológicas importantes já 

descritas, como seu potencial antimicrobiano. 

Estudos revelam importante atividade antibacteriana in vitro da VIO sobre 

microrganismos Gram-positivo, com destaque para S. aureus, entretanto, em relação a 

bactérias Gram-negativo, a VIO apresenta menor potencial antibacteriano (MARTINS 

JÚNIOR, 2009). Relata-se que a menor sensibilidade das bactérias Gram-negativo a 

moléculas com caráter hidrofóbico, como a VIO, seja decorrente da presença de 

membrana externa nestes microrganismos, que dificulta a entrada de substâncias 

insolúveis em água (FLUIT; VISSER; SCHMITZ, 2001; BURT, 2004; BAPTISTA, 

2013). Em relação ao S. epidermidis, não está descrita a ação deste pigmento 

especificamente sobre células planctônicas e biofilme de S. epidermidis. 

No presente estudo, constatamos que a VIO apresenta excelente ação 

antimicrobiana sobre o patógeno Gram-positivo S. epidermidis, pois em baixas 

concentrações apresentou ação bacteriostática e bactericida, segundo os ensaios de CIM 

e CBM. Estes ensaios são técnicas quantitativas que possibilitam conhecer as menores 

concentrações capazes de inibir e erradicar o crescimento microbiano, portanto, são 

essenciais para a determinação do potencial antimicrobiano das substâncias. Além disso, 

o ensaio da CIM é uma técnica mais sensível e que necessita de pequenas quantidades 

da substância teste, em comparação a outras técnicas, como a de difusão em ágar, por 

isso, é mais indicada (MARTINS et al., 2010). 

A concentração mínima necessária para inibir o crescimento do 

microrganismo foi menor para a cepa S. epidermidis ATCC 12228 (10 µg/mL) em 

comparação com a cepa S. epidermidis ATCC 35984 (20 µg/mL), o que pode ser 

atribuído a sua capacidade de formar biofilme (Gráficos 1 e 2).  

Batista (2014) também demonstrou a necessidade de maiores CIM de VIO 

para cepas de S. aureus formadoras de biofilme, quando comparadas a cepas não 

produtoras. Para a formação do biofilme, a bactéria sofre adaptações em todo o seu 

genoma, como na biossíntese de ácidos nucléicos, proteínas e da parede celular, que 

justificam a limitação da atividade das substâncias antimicrobianas sobre tais 

microrganismos (OTTO, 2009). 
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Alguns estudos relatam a boa atividade antimicrobiana da VIO sobre outros 

patógenos Gram-positivo, como os experimentos de Lima (2013) que mostram sua ação 

antimicrobiana sobre Enterococcus faecalis, com CIM de 57µg/mL e CBM de 115 

µg/mL.  

Sabendo que S. epidermidis está entre os principais patógenos causadores de 

infecções associadas a dispositivos e implantes médicos, em decorrência, 

principalmente, da sua capacidade de formação de biofilme, que é um dos agentes 

infecciosos mais isolados em UTIs e em amostras de pacientes com sepse, e que tal 

patógeno tem apresentado taxas crescentes de resistência aos fármacos antimicrobianos, 

os resultados de CIM e CBM da VIO sobre tal bactéria direcionaram a realização de 

ensaios mais detalhados para se compreender o efeito deste pigmento sobre tal 

microrganismo (SANTOS et al., 2015). 

O conhecimento da cinética de crescimento microbiano é importante para 

entender o crescimento microbiano e identificar as diferentes fases de crescimento e 

morte, informações essenciais para a realização de alguns ensaios microbiológicos e 

para determinação dos mecanismos de ação, visto que determinam a taxa de 

crescimento microbiano e os tempos de incubação necessários para cada ensaio 

(SALES, 2014). As duas cepas testadas, S. epidermidis ATCC 12228 e S. epidermidis 

ATCC 35984, ativadas overnight, atingiram as fases de crescimento exponencial e 

estacionário após 2 horas e 12 horas de incubação, respectivamente (Gráficos 3 e 4). 

A atividade bactericida e bacteriostática de substâncias pode ser 

determinada por meio de ensaios de tempo de morte (time kill assay), método in vitro 

que permite identificar a velocidade da ação antimicrobiana da substância estudada, 

informação que não é obtida nos ensaios de determinação das concentrações inibitória e 

bactericida mínimas (AIYEGORO; AFOLAYAN; OKOH, 2009).  

O ensaio de tempo de morte mostrou que a VIO apresenta elevado potencial 

antimicrobiano, pois sua ação bacteriostática e bactericida sobre as cepas testadas 

ocorreu com curtos tempos de exposição. A ação bacteriostática quando em CIM 

ocorreu por até 24h para ambas as cepas testadas, mas foi evidenciada ação 

bacteriostática também em concentrações subinibitórias (1/2xCIM), por um período de 

tempo de 5h e 6h, para S. epidermidis ATCC 12228 e S. epidermidis ATCC 35984, 

respectivamente (Gráficos 5 e 6).  

Além disso, a ação bactericida da VIO, constatada em 2h para S. 

epidermidis ATCC 12228 e em 3h para S. epidermidis ATCC 35984, ocorreu mais 
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rapidamente quando se aumentou a concentração, portanto, o efeito antibacteriano desse 

pigmento é dependente da concentração (Gráficos 5 e 6). 

Outros estudos também demonstraram a rápida atividade bactericida da VIO 

sobre S. aureus, variando entre 2 e 4 horas de exposição para diferentes cepas 

(BATISTA, 2014; LIMA 2013). 

Os ensaios de atividade moduladora sobre células planctônicas 

evidenciaram que a VIO é capaz de modular sinergicamente a ação de diversos 

antimicrobianos de uso clínico para S. epidermidis formador e não formador de 

biofilme, reduzindo os valores de CIM para estes microrganismos em até 16 vezes. 

Houve sinergismo entre a VIO e antimicrobianos de diferentes classes, como penicilinas 

(oxacilina), aminoglicosídeos (amicacina e gentamicina), cefalosporinas de diferentes 

gerações (cefepime, ceftazidima, ceftriaxona, cefalotina), glicopeptídeos (vancomicina), 

carbapenêmicos (meropenem) para S. epidermidis ATCC 12228 (Tabela 2 e Gráfico 7). 

E entre a VIO e as classes das quinolonas (ciprofloxacino), cefalosporinas de diferentes 

gerações (cefepime, ceftazidima, cefalotina), glicopeptídeos (vancomicina) e 

carbapenêmicos (meropenem) para S. epidermidis ATCC 35984 (Tabela 3 e Gráfico 8). 

Subramaniam, Ravi e Sivasubramanian (2014) relataram que a VIO interage 

sinergicamente com a maioria dos antibióticos comerciais, aumentando o potencial 

antimicrobiano destas drogas sobre Salmonella typhi, Vibrio cholera, Pseudomonas 

aeruginosa, Klebsiella pneumonia e S. aureus. Anju et al. (2015) relataram efeito 

sinérgico entre VIO e azóis (cetoconazol, fluconazol, clotrimazol e itraconazol) sobre o 

fungo dermatófito Trichophyton rubrum. 

Diante da crescente resistência bacteriana a múltiplas drogas, combinações 

sinérgicas entre novas moléculas e os medicamentos comerciais podem ser boas 

alternativas para o controle de tais microrganismos.  

O ensaio de tempo de morte (time kill assay) pode ser realizado para 

determinar combinações sinérgicas entre substâncias, para confirmar o que foi 

encontrado no teste do checkboard, além de identificar a velocidade da ação bactericida 

das associações. A taxa de mortalidade bacteriana é identificada pela contagem de 

células viáveis (UFC/mL) em diferentes tempos e considera-se sinergismo quando 

ocorre uma redução ≥ 2log10 UFC/mL decorrente da exposição à associação em 

comparação à inibição decorrente das substâncias isoladamente (JAYARAMAN et al., 

2010). 
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Na avaliação da influência do tempo de exposição na atividade das 

associações foram selecionadas duas associações, para cada uma das cepas testadas, 

com as menores concentrações de VIO que foram capazes de modular sinergicamente a 

ação do antibiótico, obtidas pelo método do checkboard. Para S. epidermidis 

ATCC12228, as associações escolhidas foram VIO (1/16 CIM) - CEF (1/4CIM) e VIO 

(1/16 CIM) - MER (1/8 CIM); para S. epidermidis ATCC 35984, as associações 

selecionadas foram VIO (1/16 CIM) - CIP (1/16 CIM) e VIO (1/16 CIM)  -MER (1/16 

CIM). 

Nenhuma das associações testadas (VIO-CEF e VIO-MER para S. 

epidermidis ATCC 12228; e VIO-CIP e VIO-MER para S. epidermidis ATCC 35984) 

conseguiram ocasionar a morte celular, isso ocorreu porque foram escolhidas as 

associações com as menores concentrações de VIO (1/16 x CIM). Apesar disso, todas as 

associações testadas foram capazes de inibir significativamente o crescimento 

microbiano, reduzindo no mínimo 2log10 UFC/mL, quando comparado à inibição 

decorrente das substâncias separadamente, nas mesmas concentrações que na 

associação, confirmando o que foi encontrado no teste do checkboard (Gráficos 9 a 12). 

Combinações sinérgicas de dois ou mais agentes antimicrobianos são 

interessantes em virtude de fatores como a prevenção do surgimento de cepas 

resistentes, a diminuição da toxicidade, visto que o mesmo efeito é obtido com doses 

bem menores, além de, muitas vezes, expandir o espectro de ação em relação às 

substâncias isoladas (ROCHA, 2012). 

Considerando o excelente potencial antimicrobiano da VIO sobre cepas 

planctônicas de S. epidermidis e sendo este microrganismo de importância médica, 

principalmente, pela sua capacidade de formar biofilme, foi avaliada a ação 

antimicrobiana da VIO sobre biofilme de S. epidermidis. 

Inicialmente as cepas foram classificadas quanto a sua capacidade de aderir 

e formar biofilme na microplaca, sendo escolhida a cepa de S. epidermidis ATCC 35984 

para a realização dos demais ensaios de avaliação da atividade antibiofilme por ser 

fortemente aderente (Gráfico 13). 

Os ensaios de avaliação da ação antibiofilme são realizados em meio de 

cultura caldo TSB suplementado com glicose 1% (p/v), pois a glicose favorece a 

formação de biofilme pelo S. epidermidis (OTTO, 2008; BOLES; HORSWILL, 2011). 

Os ensaios de determinação da CIMB mostraram que a mesma concentração 

de VIO necessária para inibir o crescimento microbiano em células planctônicas de S. 
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epidermidis, é capaz de impedir o desenvolvimento de biofilme por esta bactéria, o que 

sugere que a VIO interfere no início da formação do biofilme (Gráfico 14). Esse 

resultado demonstra a atividade antimicrobiana e o potencial antibiofilme da VIO. 

Quando foi avaliada a ação da VIO sobre biofilme de S. epidermidis já 

formado, concentrações iguais a 1/2 x CMEB, 1/4 x CMEB e 1/8 x CMEB da VIO 

foram capazes de reduzir, respectivamente, em 4,8log10 UFC/mL, 3,8log10 UFC/mL e 

1,5log10 UFC/mL a viabilidade do biofilme bacteriano em comparação ao controle sem 

tratamento. Apesar disso, foram necessárias concentrações oito vezes maiores que a 

CIM e CBM para que ocorresse a total erradicação do biofilme (Gráfico 15).  

Esse resultado era esperado, visto que os biofilmes são aglomerados 

bacterianos, aderidos a uma superfície, e incorporados a uma matriz extracelular, o que 

fornece proteção tanto contra substâncias antimicrobianas como contra os mecanismos 

de defesa do hospedeiro. Portanto, os biofilmes são estruturas mais resistentes e 

necessitam de concentrações mais elevadas para sua erradicação, cerca de 10 a 1000 

vezes maiores, em comparação a células planctônicas (AGUILA-ARCOS et al., 2015; 

OTTO, 2012).  

Estudos comprovam a maior resistência de células em biofilme, em 

comparação a células planctônicas, como o de Sahal e Bilkay (2014), os quais 

mostraram que entre todas as cepas de S. epidermidis isolados de amostras clínicas, 

60% foram resistentes a 3 ou mais classes de antibióticos, já quando se refere a cepas de 

S. epidermidis fortemente aderentes e formadoras de biofilme essa porcentagem foi de 

100%. Além disso, mostraram que entre S. epidermidis formadores de biofilme, 20% 

apresentaram resistência a 7 classes de antimicrobianos (aminoglicosídeos, 

betalactâmicos, macrolídeos, tetraciclinas, fluoroquinolonas, lincosaminas e 

sulfonamidas), sendo estas cepas as mesmas que apresentaram máxima formação de 

biofilme. 

Alguns mecanismos que conferem características protetoras aos biofilmes 

são: a matriz pode representar uma barreira mecânica dificilmente penetrada pelas 

células do sistema imune, além disso, a matriz limita a difusão para alguns antibióticos, 

contribuindo para a resistência do biofilme. Além disso, as células em biofilme 

apresentam diferenças fisiológicas em relação às células planctônicas, por exemplo, as 

bactérias em biofilme apresentam atividade reduzida de alguns processos celulares, 

como replicação do DNA, divisão celular e síntese proteica, portanto, antibióticos que 
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atuem nesses processos, podem ter seu potencial antimicrobiano reduzido (OLIVEIRA, 

2012; OTTO, 2012). 

A taxa de crescimento de células em biofilme, por ser menor que em células 

planctônicas, é considerada como um mecanismo de resistência bacteriano a fármacos 

cujo efeito é dependente da taxa de crescimento microbiano. Batista (2014), ao estudar 

o efeito da VIO sobre diferentes cepas de S. epidermidis, observou que a cepa que 

apresentou maior taxa de crescimento (S. aureus ATCC 6538P), ou seja, metabolismo 

mais ativo, foi a mais sensível à ação da VIO. 

O crescimento microbiano e o efeito do tempo de exposição à VIO na 

viabilidade bacteriana em biofilme foram avaliados pelo ensaio time-kill, que mostrou 

que quanto maior a concentração da VIO, mais rapidamente ocorreu a erradicação das 

células bacterianas (Gráfico 16). Percebe-se, portanto, que o efeito da VIO sobre 

biofilme bacteriano é dependente da concentração, assim como sobre células 

planctônicas. 

Sabendo que a formação de biofilme é o principal fator de virulência do S. 

epidermidis (NANVAR et al., 2014), que é responsável pela capacidade deste 

microrganismo causar infecções associadas a dispositivos médicos (CHESSA; 

GANAU; MAZZARELLO, 2015), e que está intimamente relacionada à resistência 

desse patógeno aos antibióticos (PINHEIRO et al., 2014), são importantes estudos que 

avaliem a ação de substâncias sobre biofilme de S. epidermidis. A VIO apresentou boa 

ação antibiofilme, entretanto foram necessárias concentrações elevadas para erradicação 

bacteriana em biofilme já formado, portanto, foi realizado ensaio de sinergismo em 

biofilme para avaliar se menores concentrações de VIO são capazes de erradicar o 

biofilme, quando associado à antibiótico de uso clínico. 

Para os ensaios de sinergismo sobre biofilme foram selecionadas 

associações com antibióticos de quatro classes diferentes que apresentaram efeito 

sinérgico no ensaio do checkboard sobre células planctônicas. 

A maioria das associações (81,25%) apresentou redução ≥2log10 UFC/mL 

na viabilidade celular do biofilme em comparação aos compostos isoladamente e, 

portanto, foram consideradas associações significativamente diferentes e sinérgicas 

(Gráficos 17-20 e Tabela 5) (JAYARAMAN et al., 2010). 

Estudos têm mostrado que concentrações subinibitórias de alguns 

antimicrobianos tem ocasionado aumento na persistência do biofilme em S. epidermidis. 

Isso pode explicar a resistência à terapia antimicrobiana e a não erradicação do biofilme 
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de S. epidermidis quando associado violaceína com os fármacos cefepime, vancomicina 

e meropenem (BONFANTI, 2015). 

As associações 1/2VIO - 1/2CIP e 1/2VIO – 1/4CIP foram capazes de 

erradicar completamente o biofilme de S. epidermidis já formado. O fármaco 

ciprofloxacino age inibindo as enzimas topoisomerase II bacteriana (DNA girasse) e 

topoisomarase IV, que são essenciais para os processos de replicação, transcrição, 

reparo e recombinação do DNA bacteriano, ou seja, essenciais para a viabilidade celular 

(GUIMARÃES; MOMESSO; PUPO, 2010). 

Estudos afirmam que os fármacos rifampicina, vancomicina e daptomicina 

se difundem facilmente na matrix do biofilme de S. epidermidis (DUNNE; MASON; 

KAPLAN, 1993; LEITE et al., 2011). Em contraste, outros estudos mostraram que 

ciprofloxacino apresenta boa penetração em biofilme bacteriano de S. epidermidis, em 

comparação a outros fármacos, como oxacilina, cefotaxima e vancomicina, além do 

excelente efeito sinérgico deste fármaco com outras substâncias, como a N-

acetilcisteína, tanto sobre a inibição da formação de biofilme, como sobre biofilmes já 

formados (EL-FEKY et al., 2009; SINGH; RAY; SHARMA, 2010). 

A boa penetração do ciprofloxacino em biofilme de S. epidermidis relatada 

por alguns autores pode ter facilitado a entrada da VIO no biofilme e a consequente 

erradicação do mesmo. Percebe-se que entre os demais fármacos que foram testados, a 

associação com vancomicina foi a que apresentou melhor efeito sinérgico, visto que 

promoveu a maior redução no número de log10 UFC/mL (Tabela 5). O mesmo pode ter 

ocorrido nesta associação, visto que a vancomicina também é relatada como um 

fármaco que apresenta fácil penetração no biofilme de S. epidermidis, conforme citado 

anteriormente. 

Existem limitadas opções terapêuticas para tratamento de infecções 

causadas por S. epidermidis, visto que a maioria das cepas isoladas é resistente à 

meticilina, necessitando de terapia com glicopeptídeo. A vancomicina surge como 

fármaco de escolha nesses casos, principalmente em infecções de próteses articulares, 

cateteres e endocardites (BONFANTI, 2015). Diante disso, a associação VIO-VAN 

merece destaque, visto que a VIO foi capaz de potencializar a ação do fármaco 

considerado de escolha no tratamento de tais infecções. 

Outros estudos tem revelado melhor efeito antimicrobiano de diferentes 

associações de substâncias sobre biofilme de S. epidermidis, em comparação às 

substâncias isoladas (LEITE et al., 2013; GOMES et al., 2012). Esses resultados são 
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importantes, pois mostram que diante da dificuldade de desenvolvimento de novos 

fármacos e do longo caminho a ser percorrido até a chegada de um novo medicamento 

no mercado, a associação entre fármacos já comercializados é uma alternativa 

terapêutica, principalmente em caso de cepas resistentes. 

Em relação à VIO, percebe-se que o estudo do seu efeito sinérgico com 

outros fármacos sobre S. epidermidis, principalmente sobre células em biofilme, 

apresentou bons resultados que devem continuar sendo investigados, visto que é um 

pigmento que tem boa ação antimicrobiana, como foi mostrado, e que pode ter sua ação 

sobre biofilme potencializada, inclusive reduzindo a resistência aos fármacos já 

utilizados na terapêutica.  
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7. CONCLUSÃO 

 

A VIO apresentou excelente atividade antimicrobiana sobre cepas 

planctônicas de S. epidermidis, apresentando ação bactericida entre 2 e 3 horas de 

exposição. Em associação com antibióticos de uso clínico, as concentrações necessárias 

para inibir o crescimento microbiano foram reduzidas em até 16 vezes. 

A VIO também apresentou boa atividade sobre biofilme de S. epidermidis, 

no entanto foi necessária concentração oito vezes maior que a CIM para a completa 

erradicação do biofilme já formado. Houve redução no número de células viáveis no 

biofilme quando a VIO foi associada a antibióticos de uso clínico de diferentes classes, 

ocorrendo erradicação das células quando utilizada a associação VIO-CIP. 
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8. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Diante da preocupação do S. epidermidis ser um importante patógeno 

causador de infecções relacionadas a dispositivos médicos e da sua crescente resistência 

aos fármacos disponíveis no mercado, percebe-se que a VIO é uma substância 

promissora para o desenvolvimento de um novo fármaco antimicrobiano com ação 

sobre este patógeno, inclusive sobre seu biofilme, ou mesmo para ser associada a 

fármacos já comercializados. 

É interessante que outros estudos sejam realizados visando entender como 

este pigmento modula a ação de outros antibióticos e investigar o mecanismo de ação 

do mesmo sobre S. epidermidis.  
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