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RESUMO 
Acinetobacter baumannii é um patógeno oportunista, geralmente resistente a 
muitos antimicrobianos, que causa surtos de infecções hospitalares. Assim, a 
sua habilidade de formar biofilme pode explicar a capacidade de sobreviver no 
ambiente hospitalar e em utensílios médicos. O objetivo desse estudo foi 
avaliar a capacidade de duas cepas clínicas de A. baumannii obtido de 
hospitais de Porto Alegre, Brasil (abC e abH) e uma cepa controle ATCC 19606 
(abA) formar biofilme e realizar a análise transcricional dos genes 
possivelmente envolvidos na produção e manutenção do biofilme: bap, abaI, 
ompA, bfmRS, csuAB, pgaA, pilZ, wspR, eal, eagg, IscRSU e csdA. A 
capacidade de formação de biofilme foi avaliada pelo método cristal violeta em 
superfície plástica a 25°C e 37°C nos meios LB, LB + 1% glicose, urina pura e 
LB + 10% sangue de carneiro. A análise transcricional foi feita por real time 
PCR. A cepas AbH, AbC e AbA foram fortes formadoras de biofileme em LB e 
LB+glicose à 25 e 37°C. Em LB+sangue, as cepas AbH e AbA foram fortes 
formadoras e AbC foi fraca formadora de biofilme. Em urina, a cepa AbH foi 
moderadamente formadora, AbC e AbA foram fracas formadoras de biofilme. 
Os genes wspR, pgaA, ompA, bap, abaI de AbA, csdA de AbH e o operon 
IscRSU  foram superexpressos em biofilme; os genes eagg de AbH, pilZ e 
csuAB foram inibidos e os genes bfmRS, eal, eagg de AbA, csdA de AbA e 
abaI de AbH não possuíram uma variação significativa na expressão durante o 
biofilme. Portantanto, a regulação positiva dos genes wspR, pgaA, ompA, bap, 
csdA e do operon IscRSU é um indício de sua importância na formação e 
manutenção do biofilme por esse patógeno.     
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ABSTRACT 
Acinetobacter baumannii is an opportunistic pathogen which causes a wide 
range of nosocomial infections, being usually multirresistent to drugs. Their 
ability to form biofilm can explain the feature of surviving inside hospital 
environment and on medical devices.  The aim of the present study was to 
evaluate the ability of two clinically isolated MDR A. baumannii strain, obtained 
from a general hospital of Porto Alegre, RS, Brazil (AbH and AbC), and the 
reference ATCC 19606 strain (AbA), to form biofilm and to analyze the relative 
expression of genes putatively involved in biofilm formation: bap, abaI, ompA, 
bfmRS, csuAB, pgaA, pilZ, wspR, eal, eagg, IscRSU e csdA. The biofilm 
formation capability was evaluated by the crystal-violet staining method on 
plastic surfaces at 25°C and 37°C using the broth LB, LB + 1% glucose, pure 
urine and LB + 10% sheep blood. The trancritional profiling of the genes was 
analyzed through real time PCR methodologies. The strains AbH, AbC e AbA 
were strong biofilm producers in LB e LB+glucose at 25 and 37°C. In the broth 
LB+blood, the strains AbH and AbA were strong biofilm producers and AbC was 
week biofilm producer. In urine, the strain AbH was moderated producer, AbC 
and AbA were week biofilm producers. The genes wspR, pgaA, ompA, bap, 
abaI from AbA, csdA from AbH and the operon IscRSU  were overexpressed in 
biofilm; the genes eagg de AbH, pilZ e csuAB were suppressed and the genes 
bfmRS, eal, eagg from AbA, csdA from AbA e abaI from AbH did not vary their 
expression significantly during the biofilm condition. In conclusion, the factors 
wspR, pgaA, ompA, bap, csdA and of the operon IscRSU, that were positively 
regulated, appear to have an important role during the process of biofilm 
formation by A. baumannii.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

Acinetobacter spp. é um cocobacilo Gram negativo, que nas últimas 

décadas tem sido caracterizado como um importante patógeno nosocomial 

(Bergogneberezin & Towner, 1996). Infecções adquiridas em ambientes 

hospitalares causadas por Acinetobacter spp. envolvem principalmente o trato 

respiratório, trato urinário e feridas podendo progredir para septicemia. Este 

patógeno atinge especialmente pacientes severamente doentes internados em 

UTIs (Dijkshoorn et al., 2007). Possivelmente, uma das principais razões para a 

difusão e persistência dos surtos é a contaminação do ambiente hospitalar 

(Joseph et al.,2010).  

Nos últimos anos, tem sido reportados inúmeros surtos de infecções 

hospitalares envolvendo Acinetobacter spp. multi-resistentes a antibióticos em 

diversas partes do mundo (D'Arezzo et al., 2009; Dent et al., 2010; Livermore et 

al., 2010; Rosenthal et al., 2010), e em alguns lugares cepas pan-resistentes 

tem sido identificadas (Valencia et al., 2009), sendo o Acinetobacter baumannii 

a principal espécie associada. Na cidade de Porto Alegre, os primeiros relatos 

aconteceram no ano de 2004, e em  2008 foi constatado um surto causado por 

A. baumannii resistente aos carbapenêmicos (Breier & Martins, 2008;Ferreira 

AE et al., 2011). Acinetobacter baumannnii possui capacidade de sobreviver na 

maioria das superfícies ambientais (Jawad et al., 1998; Schreckenberger et al., 
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2007; Dijkshoorn et al., 2007). A habilidade potencial desse patógeno de formar 

biofilme, pode explicar sua proeminente resistência a antibióticos e 

propriedades de sobrevivência (Tomaras et al., 2003). 

 Os estudos sobre a formação de biofilme e sobre os genes 

responsáveis pela sua regulação têm aumentado, mas ainda pouco é 

conhecido. As proteínas até então identificadas e relacionadas com a formação 

de biofilme em A. baumannii são: Bap, AbaI, Bla-PER1, OmpA, CsuABCDE, 

BfmRS e PgaABCD (Gaddy & Actis, 2009).  

Analisando o genoma de A. baumannii, foi verificada presença dos 

genes wspR, eal, eagg e pilZ. A proteína WspR, que possui domínio GGDEF 

com atividade diguanilato ciclase, forma um mensageiro secundário c-di-GMP 

que interfere nas funções de virulência aguda e inibe várias formas de 

motilidade, controlando a troca entre estilo de vida planctônico para a forma 

séssil em biofilme (D'Argenio et al., 2002; Hengge, 2009). As proteínas com 

domínio EAL tem atividade de fosfodiesterase que clivam a molécula de c-di-

GMP, cessando os sinais que influenciam na formação de biofilme, 

aumentando a motilidade das células, além de aumentar a virulência de 

bactérias patogênicas (Hisert et al., 2005; Hengge, 2009; Branchu, et al., 2012). 

A proteína EAGG, faz parte do grupo de proteínas que possui ambos os 

domínios EAL e GGDEF, provavelmente influenciando tanto na formação 

quanto na clivagem de c-di-GMP (Hengge, 2009). As proteínas com domínio 

PilZ interagem com c-di-GMP, sendo ativadas por essa molécula, e assim vão 

interagir com outras proteínas relacionadas com a motilidade e expressão de 

exopolissacarídeos (Hengge, 2009; Pratt et al., 2007). 
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Além disso, A. baumannii possui o operon iscRSU e o gene csdA em 

seu genoma. As proteínas IscRSU são responsáveis pela formação do cofator 

[Fe-S], importante nas reações de oxirredução da célula. IscR é responsável 

pela regulação do operon, IscS é a cisteína dessulfurase que fornece enxofre 

para a formação do cofator - mesmo papel desempenhado por CsdA – e IscU 

realiza a união do ferro com o enxofre (Py & Barras, 2010). Ainda, a 

importância de IscS e IscU para formação de biofilme já foi verificada em 

Escherichia coli (Yun & Outten, 2008).    

 

1.1 – Objetivo geral 

Avaliar a capacidade de formação de biofilme por amostras clínicas de 

Acinetobacter spp. em diferentes condições de crescimento, bem verificar a 

expressão dos genes envolvidos no processo. 

1.2 – Objetivos específicos 

A – Avaliar a capacidade de formação de biofilme de cepas de 

Acinetobacter spp. obtidas em hospitais da cidade de Porto Alegre, realizando 

experimentos in vitro em placas de poliestireno testando diferentes meios 

crescimento e temperaturas de 25 e 37°C; 

B – Observar a diferença na expressão dos genes wspR, eal, eagg, 

pilZ  bap, abaI, ompA, csuAB, bfmRS, pgaABCD, iscR, iscS, iscU entre as 

células de vida livre e as células do biofilme por PCR em tempo real (real time 

PCR).  

C – Verificar a presença do gene wspR pela amplificação do gene, 

utilizando a técnica de PCR e posterior clonagem do produto da amplificação.  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

  

2.1 – Gênero Acinetobacter  

O gênero Acinetobacter spp. é um cocobacilo Gram-negativo, 

aeróbio estrito, não-móvel, catalase positivo, oxidase negativo e não 

fermentador. São bactérias mesófilas, apresentando crescimento ótimo entre 

temperaturas de 20 e 35°C e crescem em meios de culturas complexos, como 

ágar nutriente e ágar triptona de soja, sem a necessidade da adição de fatores 

de crescimento. Geralmente apresentam colônias pequenas, às vezes 

mucóides, de forma arredondada, lisas, opacas e com coloração de amarelas 

pálidas a brancas acinzentadas (Bergogneberezin & Towner, 1996; 

Schreckenberger et al., 2007). 

As espécies de Acinetobacter spp. estão amplamente distribuídas na 

natureza. Podem formar parte da microbiota cutânea, podendo também ser 

encontradas na cavidade oral de adultos saudáveis, embora sua presença em 

pessoas não hospitalizadas seja normalmente baixa (Somervil & Noble, 1970; 

Griffith et al., 2006).  

No gênero Acinetobacter spp. há 25 genomoespécies (grupos com 

DNA homólogos), porém, somente 11 espécies foram nomeadas, entre elas o 

Acinetobacter baumannii (Schreckenberger et al., 2007). Algumas espécies de 
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Acinetobacter spp. têm sido associadas em surtos de infecções adquiridas em 

ambientes hospitalares (IAAH) como Acinetobacter espécie genômica 3, 

Acinetobacter espécie genômica 13TU e A. baumannii (Dijkshoorn et al., 1993; 

Dijkshoorn et al., 2007; Tjernberg & Ursing, 2007; Wisplinghoff et al., 2008; Van 

Den Broek et al., 2009; Park et al., 2010). 

2.2 – Importância clínica  

Acinetobacter spp. é geralmente considerado um microrganismo não 

patogênico em indivíduos saudáveis, mas pode causar infecções graves em 

indivíduos imunocomprometidos (Dijkshoorn et al., 2007). A manifestação 

clínica causada por A. baumannii mais importante é a infecção respiratória em 

pacientes internados em unidades de tratamento intensivo (UTIs). A pneumonia 

adquirida na comunidade, fora do ambiente hospitalar, embora incomum, 

também ocorre atingindo principalmente pacientes idosos, com alguma doença 

crônica. Esse patógeno também pode causar bacteremia, meningites, 

infecções urinárias e infecções em feridas. Ainda há relatos de neonatos 

internados em UTIs que adquiriram infecção por A. baumannii resultando em 

bacteremia (Litzow et al., 2009; Howard et al., 2012). O uso de cateteres, tubos 

endotraqueais, ventilação mecânica, a presença de doenças malignas, traumas 

e queimaduras, parecem estar entre os fatores de predisposição (Cisneros e 

Rodriguez-Bano, 2002; Ressner et al., 2008; Romanelli et al., 2009).  

Até o momento, existem poucos fatores de virulência conhecidos 

para Acinetobacter spp. Dentre os quais podemos citar: a) a presença de uma 

cápsula polissacarídica formada de L-ramanose, D-glicose, e D-manose que 

torna a superfície das linhagens mais hidrofílicas; b) fímbrias, que permitem a 
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bactéria se aderir às células epiteliais humanas; c) a produção de endotoxina in 

vivo, sendo esta possivelmente responsável pelos sintomas da doença 

observados durante septicemia e d) a presença da proteína OmpA na 

membrana externa com efeito citotóxico (Smith et al., 1990; Echenique et al., 

1992; Actis et al., 1993; Bergogneberezin & Towner, 1996; Leone et al., 2007; 

Jin et al., 2011; Howard et al., 2012). 

Na ocasião da ocorrência de surtos, por exemplo, os pacientes 

infectados com Acinetobacter spp. geralmente apresentam colonização da 

pele, possuindo um papel importante na contaminação das mãos da equipe 

hospitalar durante a manipulação do paciente, e assim contribuindo com a 

difusão e persistência dos surtos pela co-transmissão entre os indivíduos 

(Markogiannakis et al., 2008; Barchitta et al., 2009; Joseph et al., 2010). Além 

disso, uma das características deste gênero, que tem chamado atenção, é a 

sua capacidade de sobreviver na maioria das superfícies ambientais, uma vez 

que este tem sido isolado de surtos a partir de diversos locais no ambiente 

hospitalar, incluindo cama, cortina, mobília e equipamentos hospitalares 

(Roberts et al., 2001; Van Den Broek et al., 2006; Barchitta et al., 2009; 

Kohlenberg et al., 2009). Uma provável explicação para sua persistência 

ambiental e para a reincidência das infecções pode estar vinculada à sua 

capacidade de formação de biofilme. 

A capacidade que esse microrganismo possui de adquirir resistência 

aos antimicrobianos usualmente utilizados na terapêutica é um sério problema 

de saúde pública, pois torna o tratamento das infecções extremamente difícil. A 

resistência aos agentes antimicrobianos pode ser mediada por diferentes 
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mecanismos como: modificações dos sítios alvos, inativação enzimática (β-

lactamases, oxacilinases), bombas de efluxo ativo e diminuição do influxo de 

drogas (Dijkshoorn et al., 2007). Antes da década de 70, as infecções 

causadas por A. baumannii eram tratatadas com os antibióticos 

aminoglicosídeos, β -lactâmicos e tetraciclina. Com o aumento das cepas 

resistentes a esses antimicrobianos, os carbapenêmicos têm sido a terapia de 

escolha para o tratamento. Atualmente há o surgimento de cepas resistentes 

aos carbapenêmicos (AbMDR), restantando poucas opções terapêuticas como 

colistina e polimixina B (Kempf, et al. 2012). 

Numerosos estudos descrevem a ocorrência de AbMDR em todo 

mundo (Dent et al., 2010; Ho et al., 2010; Kulah et al., 2010; Livermore et al., 

2010; Wadl et al., 2010; Howard et al., 2012; Landman et al., 2012; Mataseje et 

al., 2012) e em alguns lugares cepas pan-resistentes (resistentes a todos 

antimicrobianos) foram identificadas (Valencia et al., 2009; Kempf et al., 2012; 

Marais et al., 2012). As infecções por AbMDR estão associadas com o 

aumento da morbidade e mortalidade dos pacientes internados (Falagas &  

Karveli, 2007; Lee et al., 2012).  

No Brasil, as infecções começaram a ser relatadas a partir da 

década de 90. Atualmente diversos surtos de infecções hospitalares 

envolvendo AbMDR têm sido descritas, causando grande preocupação aos 

profissionais de saúde ao redor do país e ocasionando a interdição de algumas 

UTIs (Levin et al., 1996; Sader et al., 2001; Furtado et al.,2011; Toledo et al., 

2012). Em Porto Alegre, o primeiro relato de caso de infecção por AbMDR 

ocorreu em 2004, e até o ano de 2008 mais de 500 casos foram detectados, 
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envolvendo surtos em 16 hospitais (Martins et al., 2009; Martins et al., 2012). 

Em 2010, o Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA) fechou por 72 horas, 

a UTI Neonatal devido à presença da bactéria Acinetobacter spp. 

(http://www.radioguaiba.com.br/Noticias/?Noticia=231305). 

2.3 – Biofilme  

Biofilmes são populações bacterianas inclusas em uma matriz, 

aderidas umas às outras e/ou às superfícies (Costerton et al., 1995). Eles se 

desenvolvem preferencialmente em superfícies inertes, ou em tecidos mortos 

(Costerton et al., 1978), mas estes também podem se formar em tecidos vivos. 

O desenvolvimento do biofilme pode ser dividido em pelo menos 

quatro estágios: i) ligação reversível; ii) ligação irreversível; iii) maturação e iv) 

desprendimento (Figura 1). As células que se desligam do biofilme retornam ao 

modo planctônico de crescimento, fechando o ciclo de desenvolvimento do 

biofilme. Bactérias em cada estágio do biofilme são fisiologicamente distintas 

das células em outros estágios. Esses processos não são necessariamente 

sincronizados em todo biofilme, mas são geralmente localizados de modo que 

a qualquer momento uma pequena área na superfície possa conter biofilme em 

cada estágio de desenvolvimento (Stoodley et al., 2002).  

 

http://www.radioguaiba.com.br/Noticias/?Noticia=231305
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Figura 1: (A) Estágios da formação do biofilme bacteriano: 1) ligação reversível inicial; 

2) ligação irreversível; 3 e 4) maturação e 5) dispersão (Adaptada de MBW:Role of Biofilm 

Matrix in Structural Development). (B) Série de imagens cofocais de um biofilme tiradas de 

diferentes profundidades da base do biofilme canto superior esquerdo, até o top, canto direito 

inferior (Adaptada de Lewandowski, 2000). 

Condições externas desencadeiam alterações na expressão de um 

subconjunto de genes requeridos para a formação do biofilme. Quando 

inseridas no biofilme, as células bacterianas expressam genes em um padrão 

que difere profundamente daquele verificado na vida planctônica (Sauer et al., 

2002). Dentre eles, verificam-se fatores envolvidos em processos de 

metabolismo celular, tradução gênica, transporte de membrana e/ou regulação 

gênica (Whiteley et al., 2001; Stoodley et al., 2002). Mesmo em biofilmes que 

A 

B 

http://mathbio.colorado.edu/mediawiki/index.php/MBW:Role_of_Biofilm_Matrix_in_Structural_Development
http://mathbio.colorado.edu/mediawiki/index.php/MBW:Role_of_Biofilm_Matrix_in_Structural_Development
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apresentem uma única espécie bacteriana, suas células são heterogêneas com 

respeito à expressão gênica devido a limitações de difusão dentro do biofilme, 

resultando em variação local do pH, disponibilidade e concentração de 

nutrientes e oxigênio que modificam a superfície do substrato (Jefferson, 2004).  

Os biofilmes contem substâncias poliméricas extracelulares (EPS) 

que circundam as bactérias residentes. Essa característica o diferencia das 

bactérias que simplesmente se ligam a substratos. O EPS microbiano pode ser 

altamente diverso na composição química e pode incluir proteínas substituíveis 

ou insubstituíveis, polissacarídeos, ácidos nucléicos e fosfolipídeos (Stoodley et 

al., 2002). Ele confere às bactérias resistência a forças de cisalhamento e 

fagocitose por células inflamatórias e aos antibióticos (Jefferson, 2004).  

Após a adesão irreversível, com consequente produção de EPS, 

ocorre à maturação do biofilme resultando na geração de uma arquitetura 

complexa com canais, poros, e redistribuição de bactérias longe do substrato 

(Davies et al., 1998). As bactérias formam estruturas tipo pilares, com canais 

por onde a água pode transportar os nutrientes para seu interior, o que mantêm 

as células individuais em condições ótimas em muitos locais no biofilme, e 

também por onde os resíduos saem, como um sistema circulatório primitivo, 

que demonstram um grande nível de diferenciação. Um biofilme geralmente é 

composto por uma camada de superfície de cerca de 10 µm de espessura, com 

pilares que se estendem em até 200 µm acima. A principal conseqüência 

dessa arquitetura é que os nutrientes são entregues profundamente na 

comunidade complexa (Stoodley et al., 2002). Outra característica das 
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bactérias em um biofilme é a comunicação célula-a-célula, ou do inglês quorum 

sensing (QS), o qual permite as bactérias coordenarem suas atividades e 

agruparem-se nessas comunidades que as beneficiam (Stickler &  Morris, 

1998; Kjelleberg &  Molin, 2002). 

Portanto, sua estrutura permite que os organismos consigam 

sobreviver em ambientes até então hostis às células bacterianas. Dessa forma, 

conseguem suportar privação de nutrientes, mudanças de pH, radicais de 

oxigênio, desinfetantes e antibióticos melhor que as células planctônicas  

(Stoodley et al., 2002). Como consequência as células bacterianas se 

perpetuam nos ambientes onde estão fixados por um longo período, se a 

limpeza não for devidamente realizada.  

Além disso, a natureza crônica de certas infecções pode ser 

consequência do desenvolvimento de um biofilme (Costerton et al., 1999; 

Jefferson, 2004). Os especialistas do centro de controle e prevenção de 

doenças, do inglês, Centers for Disease Control and Prevention (CDC) dos 

EUA estimam que 65% das infecções bacterianas envolvam biofilme (Lewis, 

2007). No Brasil, a ANVISA ciente da relevância da formação de biofilme como 

fonte de infecções hospitalares, lançou um Informe Técnico n° 01/09 com 

Princípios Básicos para Limpeza de Instrumentos Cirúrgicos em Serviços de 

Saúde. Estudos demonstraram que em hospitais brasileiros a ventilação 

mecânica também é um importante fator de risco possivelmente pelo biofilme 

aderido, além dos biofilmes formados em cateter venoso central (Camargo, et 

al., 2005; Storti et al., 2007; Antunes et al., 2010).  

http://www.cdc.gov/
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As células bacterianas sésseis liberam antígenos e estimulam a 

produção de anticorpo, mas os anticorpos não são eficientes em matar as 

bactérias no biofilme (Cochrane et al., 1988). Dessa forma, infecções por 

biofilme são raramente resolvidas pelas defesas do hospedeiro, mesmo em 

indivíduos imunocompetentes. Assim, a terapia antimicrobiana reverte os 

sintomas causados pelas células planctônicas liberadas do biofilme, mas falha 

em erradicar o biofilme. Por essa razão infecções causadas por biofilme 

geralmente mostram sintomas recorrentes, após ciclos de terapia com 

antimicrobiano, até que a população séssil seja cirurgicamente removida do 

corpo (Costerton et al., 1999).  

2.4 – Formação de biofilme por Acinetobacter baumannii 

A capacidade de formar biofilme pode explicar a proeminente 

resistência a antibióticos e propriedades de sobrevivência ambiental de A. 

baumannii. Algumas publicações mostraram que isolados clínicos dessa 

bactéria são capazes de se aderir e formar estruturas de biofilme em 

superfícies abióticas como vidro (Vidal et al, 1996) e plástico (Tomaras et al., 

2003; Li et al., 2007), havendo uma ligação entre a formação de biofilme e a 

capacidade de se aderir a células epiteliais humanas (Lee et al., 2006; Lee et 

al., 2008; Gaddy et al., 2009). Um acréscimo na produção de biofilme é 

observado quando as células se encontram em meio mínimo com quelante de 

ferro, assim como aglomerados mais densos foram observados na superfície 

líquido-ar (Tomaras et al., 2003; Martí et al., 2011).  

A formação de biofilme em instrumentos médicos fornece um nicho para 

a bactéria, a partir dos quais elas podem colonizar pacientes e dar origem a 
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bacteremias ou infecções do trato respiratório (Dijkshoorn et al., 2007). 

Isolados clínicos de A. baumannii demonstraram sua habilidade de sobreviver 

em condições de dessecamento em superfícies abióticas (Gaddy &  Actis, 

2009), e resistir à desinfecção (Rajamohan et al., 2009). King et al. (2009) 

encontraram uma associação entre a produção de biofilme e resistência sérica. 

Parece haver alguma interação entre esses fatores, que pode ser o fato da 

resistência sérica ajudar a bactéria a formar quantidade de biofilme abundante, 

uma vez que sobrevive na presença da resposta imune do hospedeiro; ou as 

substâncias secretadas para formar biofilme, como o EPS, podem contribuir 

para resistência.  

Dentre os mecanismos de resistência aos antimicrobianos do biofilme 

bacteriano, podemos citar: 1) a possibilidade do EPS do biofilme agir como um 

adsorvente, reduzindo a quantidade de antibiótico dentro do biofilme; 2) a 

estrutura do biofilme age como uma barreira de penetração; 3) o biofilme 

bacteriano aumenta a expressão dos genes que codificam as bombas de efluxo 

na parede celular e 4) à presença de uma subpopulação bacteriana dormente e 

agrupada a qual é protegida da morte induzida por antibióticos (Gaddy &  Actis, 

2009). 

A relação entre a capacidade de formação de biofilme e as cepas 

AbMDR é controversa. Alguns estudos demonstraram que isolados clínicos de 

AbMDR apresentavam uma elevada capacidade para formar biofilme, havendo 

uma associação significante entre multirresistência e o biofilme (Shin et al., 

2008; Rao et al. 2008), fato que dificultaria muito o tratamento dos pacientes e 

a desinfecção ambiental para coibir os surtos por AbMDR. Por outro lado, 
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outros estudos constataram que amostras sensíveis a antibióticos foram 

maiores produtores de biofilme, do que as linhagens resistentes a drogas, 

sendo ainda observado um significante decréscimo na formação de biofilme em 

linhagens resistentes a certos tipos de antimicrobianos, como a colistina. Além 

disso, não foi verificada correlação entre a produção de biofilme e a gravidade 

da doença, somente observou-se um aumento na produção de biofilme com o 

tempo de infecção no paciente (Wroblewska et al., 2008; King et al., 2009).  

2.5 – Regulação da formação de biofilme em Acinetobacter 

baumannii 

Até o momento, pouco é conhecido sobre os mecanismos 

envolvidos na regulação da produção do biofilme em A. baumannii. Dentre as 

proteínas relacionadas à formação de biofilme em microrganismos, destacam-

se as seguintes: Biofilm-associated protein (Bap), Autoinducer synthase (AbaI), 

Bla-PER1, Outer membrane protein A (OmpA), Chaperone-usher pli assembly 

system (CsuABCDE), Poly-β-1,6-N-acetylglucosamine producer (PgaABCD) e 

Proteína Diguanilato Ciclase (Gaddy e Actis, 2009) .  

Estudos relataram uma série de proteínas que apresentam um aumento 

na expressão durante a formação de biofilme. Dentre as proteínas mais 

expressas em células do biofilme estão: a NAD- malatodesidrogenase (MDH), 

TonB-dependente, enzima tipo I aminoglicosideo acetiltransferase 

(responsáveis pela resistência a antibióticos) e exonuclease III. As proteínas 

relacionadas à sinalização celulares mais expressas foram: Aldo/ceto redutase 

e uma histidina quinase sensora que é parte de um sistema de transdução de 

sinal com dois componentes (TCSTS). Dentre as proteínas expressas somente 
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nas células do biofilme destacaram-se: UDP-galactose 4-epimerase (GalE), N-

acetilmuramoil-L-alanina amidase, e a proteína diguanilato ciclase contendo 

também um domínio EAL (associado com atividade fosfodiesterase), uma 

diguanilato ciclase somente com o domínio GGDEF, e um domínio PAS que 

age como sensor de luz, oxigênio, redox. (Galperin, 2004; Shin et al., 2009). 

2.5.1 – Proteína Bap  

Membros da família das proteínas associadas com a formação de 

biofilme (Bap) são definidos como proteínas de alto peso molecular que estão 

presentes na superfície da bactéria e conferem a ela a capacidade de formar 

biofilme. As Bap foram primeiramente descritos em Staphylococcus aureus e 

depois foram detectados em outros estafilococos coagulase negativos como S. 

epidermides (Lasa & Penadés, 2006).  

Assim como em estafilococos, a Bap de A. baumannii é uma 

proteína de superfície de 8621 aminoácidos, 854 KDa e homóloga à proteína 

Bap primeiramente descrita em S. aureus. Segundo estudo realizado por 

Loehfelm et al (2008) ela possui uma estrutura similar às adesinas bacterianas, 

estando envolvida na ligação às células de epitélio bronquial humano normal e 

células natural killer humanas normais in vitro, porém não está envolvida na 

internalização ou invasão às células. Nesse estudo, os autores também 

observaram que Bap pode funcionar como uma adesina intercelular sendo 

possível se ligar a outras proteínas Bap ou realizar ligações com carboidratos, 

de maneira a suportar a integridade da estrutura madura do biofilme de A. 

baumannii em poliestireno. Desse modo possui importância no 
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desenvolvimento e maturação do biofilme, porém não tem função nas fases 

inicias de aderência às superfícies abióticas (Loehfelm et al., 2008). 

2.5.2 – Proteína AbaI  

As bactérias estão frequentemente envolvidas em atividades 

coordenadas dentro do biofilme. Bactérias Gram-negativas produzem N-acil 

homoserinas lactonas (AHSL) como moléculas sinalizadoras do sistema 

regulatório quorum sensing – mecanismo regulatório que permite a bactéria 

fazer decisões coletivas com respeito à expressão de genes específicos, 

podendo ser genes envolvidos na formação de biofilme e virulência (Bassler, 

1999; Gonzalez et al., 2009; Anbazhagan et al., 2012). O AHSL pode ainda 

controlar genes essenciais para colonização de eucariotos em várias espécies 

bacterianas (Consterton et al., 1999).   

O gene de uma sintase autoindutora de uma linhagem de A. 

baumannii, designado abaI, direciona a produção de sinais de uma AHL (Niu et 

al., 2008). A mutação de abaI levou a formação de biofilme com estrutura 

anormal e até a inibição da formação do biofilme, demonstrando que a 

produção de AHL direcionada por AbaI é requerida para uma formação de 

biofilme eficiente (Niu et al., 2008; Anbazhagan et al., 2012) 

2.5.3 – Proteína OmpA 

A proteína da membrana externa A (OmpA) é uma proteína 

estrutural transmembrana e a mais abundante da membrana externa de A. 

baumannii, sendo também um potencial fator de virulência. OmpA de A. 

baumannii (AbOmpA) confere integridade celular e, por ser uma porina, 

aumenta a permeabilidade a pequenos solutos. A AbOmpA é uma porina 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Loehfelm%20TW%22%5BAuthor%5D
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relativamente impermeável e contribui para sua resistência antimicrobiana 

-

lactâmicos (Choi et al., 2005, Choi et al., 2008).    

A proteína AbOmpA também induz a morte de células dendríticas, 

responsável pela iniciação e está envolvida na regulação da resposta imune 

adaptativa, prejudicando a ação das células T e assim inibindo a lise bacteriana 

pelo complemento (Lee et al., 2007). Isso ocorre via alvo mitocondrial, 

induzindo ROS o qual, induzido por estímulos externos, contribui para morte 

celular apoptótica e necrótica (Lee et al., 2010). Sendo o alvo predominante da 

imunidade humoral, OmpA recombinante seria constituinte efetivo para uma 

vacina imunogênica, protegendo contra infecções letais, induzindo anticorpos 

quando administrado como imunização passiva (Luo et al., 2012). 

Estudos tem demonstrado a grande influencia de AbOmpA nas 

vesículas da membrana externa (OMV). As vesículas são secretadas 

naturalmente por bactérias Gram-negativas durante o crescimento e são 

compostas por lipopolissacarídeos (LPS), proteínas e fosfolipídios originários 

do espaço periplasmático e da membrana externa. São observadas em uma 

variedade de ambientes, inclusive tecidos infectados onde tem um papel na 

entrega de toxinas e fatores de virulência as células hospedeiras e a indução 

da resposta imune. Foi demonstrado que AbOmpA empacotada na OMV é 

responsável pela morte celular do hospedeiro. O domínio periplasmático C-

terminal de AbOmpA interage com o peptideoglicano sugerindo que ela pode 

modular a biogênese de OMVs, pois a ligação entre as proteínas da membrana 

externa e o peptideoglicano são diretamente responsáveis pela produção de 
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OMV (Moon et al., 2012). A deficiência de OmpA aumenta a produção de OMV 

e aumenta sua concentração de LPS. Assim pode-se deduzir que A. baumannii 

secreta OmpA via OMV já que essa é proteína mais abundante associada com 

OMV (Kwon et al., 2009). 

O trabalho de Gaddy et al (2009) demonstra que AbOmpA tem um 

papel parcial na formação de biofilme em plástico e que é absolutamente 

requerida para a ligação a células epiteliais, processos que são independentes 

da produção do pili mediado pelas proteínas CsuABCDE. A proteína OmpA 

provou ser essencial para a habilidade do A. baumannii se ligar a superfícies 

bióticas assim como aquelas representadas em células epiteliais alveolares 

humanas. Essa proteína tem também um papel na produção de compostos 

citotóxicos desconhecidos que demonstraram ser sensíveis ao calor e a 

protease (Gaddy et al., 2009).  

2.5.4 – Proteínas CsuABCDE e BfmRS 

Estudos demonstraram que A. baumannii possui o operon 

csuABCDE, que codifica proteínas com funções requeridas para a montagem 

do filme e formação de biofilme. Os produtos previstos para os genes csuC e 

csuD estão relacionados a proteínas chaperonas necessárias a secreção de 

proteínas ancoradas pela membrana externa e envolvidos na montagem do pili 

em outras bactérias, respectivamente. Esse tipo de sistema de secreção de 

proteínas está envolvido na montagem de uma variedade de estruturas de 

superfície que tem um papel na interação entre células bacterianas e 

superfícies abióticas e bióticas (Dorsey et al., 2002).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gaddy%20JA%22%5BAuthor%5D
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Tomaras et al (2003) confirmaram a presença da estrutura pili-like na 

superfície do A. baumannii e as caracterizaram como essenciais para as 

primeiras etapas do processo que gera a formação de estruturas de biofilme 

em superfícies plásticas. Ainda, constataram que csuC e csuE pertencem a um 

grupamento de genes relacionados com o locus bacteriano que codifica a 

produção de pili e que csuA e csuB parecem codificar a maioria das 

subunidades do pili produzido. Entretanto, a produção desse tipo de apêndice 

não esta correlacionado com a quantidade e tipo de biofilme formado por 

diferentes isolados clínicos em superfícies de plástico e vidro (McQueary & 

Actis, 2011). 

Histidina quinase sensora é parte de um sistema de transdução de 

sinal com dois componentes (TCSTS) sendo uma interface de comunicação 

onipresente distribuído em bactérias. A TSCSTS permite respostas adaptativas 

a uma ampla variedade de estímulos ambientais (Shin et al., 2009). Tomaras et 

al. (2008) caracterizaram um TCSTS de A. baumannii ATCC19606, a qual foi 

nomeado operon  bfmRS, no qual bfmS codifica uma quinase sensora e bfmR 

codifica um regulador de resposta responsável por continuar a tradução de 

sinais quando é fosforilado por bfmS o que permite que bfmS se ligue a 

elementos promotores de genes alvos. Esse estudo constatou que essas 

proteínas controlam a expressão do operon csu e a montagem do pili, 

controlando dessa forma a formação de biofilme e a morfologia celular. A 

proteína BfmRS regula a transição da iniciação da formação de biofilme para a 

maturação do biofilme em P. aeruginosa, sendo fosforilada após 24-72h, a 

ausência dessa proteína leva a uma  redução da biomassa e espessura do 
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biofilme, possuindo importância em manter a estrutura do biofilme (Figura 2) 

(Petrova e Sauer, 2009).  

 

 

Figura 2: BfmR/S regula o início da maturação do biofilme (Fonte: adaptado de 

Petrova & Sauer, 2009) 

2.5.5 – Proteínas PgaABCD  

O Poly-β-1,6-N-acetilglicosamina (PNAG) é um homopolímero, 

originalmente descrito em Staphylococcus epidermides (Mack et al., 1996), 

sendo após identificado em Escherichia coli (Cerca et al., 2007; Sloan et al., 

2007; Vuong et al., 2004). O PNAG é um dos polissacarídeos mais importantes 

que compõe a matriz polimérica externa do biofilme, visto que a integridade da 

estrutura do biofilme geralmente depende desse polissacarídeo (Itoh et al., 

2008; Choi et al., 2009).  

A expressão do PNAG é controlada pelo operon pgaABCD. Esse 

operon está presente em uma variedade de bactérias e parece ser parte de um 

locus obtido através de mecanismos genéticos de transferência horizontal 

(Wang et al., 2004). As proteínas PgaC e PgaD são elementos necessários 

para a biossíntese de PNAG, enquanto PgaB é uma N-desacetilase cuja 
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atividade catalítica, junto com PgaA, é necessária para exportar PNAG do 

periplasma, em E. coli (Itoh et al., 2008; Boehm et al., 2009). 

 

2.5.6 – Proteínas ferro-enxofre (IscR, IscS, IscU) 

Analisando o genoma de A. baumannii verifica-se a presença de 

proteínas relacionadas à montagem dos cofatores [Fe-S]: o operon isc 

(iscRSU).  O IscR é o regulador da via Isc de formação e associação do cofator 

[Fe-S] em bactérias. Esta proteína possui três resíduos de cisteínas essenciais 

e, algumas bactérias também possuem um resíduo de glutamina na porção N-

terminal, necessária para a ligação do cofator, sendo este resíduo o quarto 

ligante. Quando IscR está preenchida com o cofator [2Fe-2S] (holo-IscR) ela 

inibe a expressão dos genes iscSU, se ligando aos sítios I no promotor isc. 

Quando há pouco cofator associado a proteína IscR(apo-IscR) (IscR não 

ligado) este não se liga ao sitio I do promotor isc permitindo a expressão de 

iscSU e consequentemente um aumento na demanda do cofator (Crack et al., 

2012; Ayala-Castro et al., 2008; Py & Barras, 2010).  

É proposto que em baixas concentrações de Fe e/ou estresse, a 

expressão de iscR é ativada, resultando em um aumento significante de holo-

IscR acarretando na ativação do operon suf - um diferente sistema de síntese 

de cofator [Fe-S] presente em E. coli - pela regulação de seu promotor (Figura 

3). Entretanto, em A. baumannii o sistema suf não foi observado, ficando o 

sistema isc responsável, aparentemente, pela maioria da formação dos 

cofatores [Fe-S] na célula (Ayala-Castro et al.,2008). 
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Figura 3: Sistema regulador do  IscR (Adaptado de: Crack et al.,2012). 

 

A proteína IscS é uma cisteína desulfurase dependente de piridoxal 

fosfato (PLP) que fornece o enxofre ao cofator [Fe-S]. IscS utiliza L-cisteína 

como substrato para formar L-alanina e enxofre que é liberado na forma de 

persulfato, impedindo que o enxofre seja liberado na forma solúvel. 

Acinetobacter, além de IscS, também possuem outra cisteina desulfurase: 

CsdA, que pode ajudar na formação do cofator [Fe-S] quando uma alta 

demanda é requerida, mas também pode participar na via da transferência de 

enxofre para outras moléculas dependentes, como a formação de tiamina. As 

sequências de proteínas de IscS e csdA diferem principalmente em duas 

sequências consenso, em torno do sitio ativo com resíduos de cisteína no 
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domínio C-terminal. A forma que o ferro é entregue ao complexo ainda não 

está clara (Ayala-Castro et al., 2008; Py & Barras, 2010).  

A proteína IscU possui três cisteínas e uma histidina que funcionam 

como arcabouço para a formação e associação do cofator [Fe-S], e ainda a 

presença do ácido aspártico próximo a Cys1 que funciona como um ligante 

transiente necessário para deixar acessível o cofator [Fe-S] ligado à proteína 

alvo. IscU interage com a cisteína desulfurase e a fonte de Fe, provendo um 

ambiente químico e estrutural que facilita a formação do cofator [Fe-S] e o 

transfere aos alvos apropriados. Primeiro, um [2Fe-2S] se formam por 

homodímero de IscU, o qual pode ser transferido para [2Fe-2S] apoenzimas. 

Depois de alguns ciclos de adição de ferro e enxofre, a forma [2Fe-2S] pode 

ser modificada para conter dois [2Fe-2S]  por dímero e os dois [2Fe-2S] podem 

se unir para formar a forma [4Fe-4S] que é capaz de ser transferido para 

apoenzimas [4Fe-4S] (Figura 4). Embora essa reação não seja reversível a 

presença de oxigênio converte a forma [4Fe-4S] de volta a forma [2Fe-2S], 

indicando que a forma [4Fe-4S] seja improvável de ser mantida sob condições 

de estresse oxidativo (Ayala-Castro et al., 2008; Py & Barras, 2010).  
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Figura 4: Modelo de associação do grupamento Fe-S na proteína IscU e transferência do 

cofator para apoproteínas (Fonte: Py e Barras, 2010). 

Cofatores [Fe-S] estão entre os mais ancestrais cofatores presentes 

em proteínas. Presentes em todos os organismos vivos, os cofatores [Fe-S] 

tem função proeminente em múltiplos processos celulares, como a respiração, 

metabolismo central, regulação gênica, modificações no RNA e reparo e 

replicação do DNA (Crack et al., 2012).  

A sensibilidade desses cofatores a espécies reativas de oxigênio, 

íons superóxidos, peróxido de hidrogênio e espécies reativas de nitrogênio 

permitem que ele funcione como sensor em situações de estresse oxidativo. 

Sua importância parte do princípio de sua versatilidade estrutural e reatividade 

química, flexibilidade nos papéis que tem de transferência e armazenamento 

de elétrons na catálise química redox e não redox. Atingem vários estados oxi-

redução, podendo atingir potenciais redox muito baixo e então reduzir 

substratos redox-resistentes (catalise redox); permite que pequenos compostos 

se liguem sítios férricos acessíveis com extensíveis propriedades de ácido de 

Lewis (catálises não redox) (Py & Barras, 2010). 
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Podem estar ancorados nas diferentes proteínas principalmente nas 

formas rômbica [2Fe-2S] ou cúbica [4Fe-4S], onde o ferro elemento pode 

mudar o estado de oxidação de Fe+2 para Fe+3, enquanto o enxofre se 

apresenta sempre no seu estado de oxidação S2-. Organismos desenvolveram 

sistemas multicomponentes que promovem a síntese de proteínas Fe-S, 

enquanto protegem o entorno celular dos efeitos potencialmente deletérios dos 

íons Fe+2, Fe+3 e S-2 livres (Crack et al., 2012; Py & Barras, 2010).   

2.5.7 – Proteínas responsáveis pelo metabolismo de guanosina 

monofosfato dimérica cíclica (c-di-GMP)  

As proteínas diguanilato ciclases (DGC) produzem a molécula de 

diguanilato cíclico (c-di-GMP) a partir de dois GTPs e fosfodiesterases 

específicas (PDEs) que quebram essa molécula em 5´-fosfoguanilil-(3´-5´)-

guanosina (pGpG), a qual é posteriormente separado em duas moléculas de 

GMP (Figura 5) (Hengge, 2009). A atividade DGC está associada ao domínio 

GGDEF e a atividade PDE específica para c-di-GMP aos domínios EAL ou HD-

GYP. Estudos demonstraram que P. aeruginosa possui um sistema de 

transdução de sinal envolvendo proteínas de superfície de membrana (Wsps), 

as quais ativam por fosforilação a proteína regulatória (WspR) que apresenta  o 

domínio GGDEF, ocorrendo assim a produção de c-di-GMP (Goymer et al., 

2006; Guvener & Harwood, 2007; Wang et al., 2009).  
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Figura 5: Estrutura e funções fisiológicas de c-di-GMP (Fonte: Hengge, 2009). 

 

O c-di-GMP é uma molécula solúvel que funciona como um 

mensageiro secundário em bactérias. Em geral, c-di-GMP estimula a 

biossíntese de adesinas e exopolissacarideos da matriz em biofilmes (Spiers et 

al., 2003), interfere nas funções de virulência aguda e inibe várias formas de 

motilidade, estando universalmente envolvido no controle da troca entre o estilo 

de vida planctônico móvel e o biofilme séssil da bactéria (D'Argenio et al., 

2002).   

A notável multiplicidade de DGCs, PDEs c-di-GMP e componentes 

associados à ligação do c-di-GMP em uma única espécie, especialmente em 

Proteobacteria, permite a integração de uma gama de sinais, e que muitos 

processos alvos sejam regulados (Povolotsky & Hengge, 2012).  

Quatro tipos de proteínas efetoras c-di-GMP são conhecidas, dentre 

as quais a família de proteínas PilZ representa a classe melhor estudada até o 

momento (Hengge, 2009; Düvel et al., 2012). Amikam et al. (2006) 

identificaram o domínio PilZ indicando que esse domínio é parte das proteínas 
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ligadoras de c-di-GMP. As proteínas tipo-PilZ identificadas parecem ser ativas 

pelo c-di-GMP e funcionam por interações proteína-proteína, sendo que suas 

funções podem ser negativa ou positivamente controladas pelo efetor. A 

interação proteína-proteína afeta a motilidade em enterobactéria, através 

regulação da atividade flagelar de E. coli e Salmonella spp., da motilidade por 

contração de P. aeruginosa (Ryjenkov et al., 2006), regula a produção da 

fimbria tipo 3 através da proteína MrkA (pilina principal) em Klebsiella 

pneumonie sendo sua extensão muito importante para conferir a espessura da 

cápsula (Wilksch et al., 2011; Johnson et al., 2011), da produção de 

exopolissacarideo alginato em Pseudomonas sp. (Merighi et al., 2007), da 

expressão de genes de virulência em Vibrio cholerae (Pratt et al., 2007) e da 

síntese de celulose de várias bactérias Gram-negativas (Hengge, 2009).  

 

 

 

 



  
 

MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 – Amostras bacterianas 

As cepas de Acinetobacter sp. utilizadas neste trabalho e testadas 

para a formação de biofilme, identificação e caracterização do gene wspR, 

foram gentilmente cedidas pelo Hospital de Pronto Socorro (HPS) e Hospital de 

Clínicas de Porto Alegre (HCPA) que passaram a ser tratadas como AbH e 

AbC, respectivamente. Estas cepas foram isoladas de surtos hospitalares em 

2008. Como controle positivo de formação de biofilme foi utilizada a cepa de 

Acinetobacter baumannii ATCC19606, que passou ser tratada como AbA. 

Para análise da morfologia colonial, as bactérias foram crescidas em 

meio Agar Sangue e meio MacConkey por 24 horas a 37°C. Para a 

confirmação do gênero dos isolados foram realizados testes bioquímicos com 

meio TSI, teste da catalase, da oxidase e coloração de Gram. A pureza das 

cepas foi confirmada pela característica morfológica no meio sólido e pela 

coloração de Gram. Para a caracterização da espécie foi considerado a 

amplificação por PCR do gene bfmRS, cujo o primer (bfmRS_F: 5’ 

TTCATAATGATGGCATGGCT 3’ e bfmRS_R: 5’ ATCATCTAAACGGGCAAAGG 3’) 

possui 100% de homologia somente para a espécie A. baumannii - sendo 

então considerado específico para esta espécie. Para a mistura da reação foi 

adicionado: 0,2 U de enzima Platinum® TaqDNA polimerase (Invitrogen),    
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0,25 µM de primer sense e de primer antisense, 3 mM de MgCl2, Tampão de 

reação 1X, 50 M de dNTP e 2 µLde DNA total, para um volume final de 20 µL. 

As condições da reação utilizadas foram: 1 ciclo de 94°C por 5 minutos para a 

desnaturação inicial, 40 ciclos a 94°C por 15 segundos, 55°C por 10 segundos 

para o anelamento, 72°C por 15 segundos para extensão e 1 ciclo de 72°C por 

5 minutos para extensão final, com o auxílio de um termociclador (BioRad). 

 

3.2 – Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos 

O antibiograma foi realizado pela equipe Hospital de Clinicas de 

Porto Alegre, para as três amostras, pelo método de disco-difusão em meio 

Ágar Müeller Hinton e a suscetibilidade foi analisada de acordo com o Clinical 

and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012), para os seguintes 

antimicrobianos testados: amicacina, ampicilina/sulbactam, ampicilina, 

ceftazidime, ceftriaxone, cefuroxime/Na, ciprofloxacina, doxiciclina, 

gentamicina, imipenem, meropenem, sulfametoxazol/trimetroprima, 

ticarcilina/clavulanato, Pip/tazobactam, cefepime, cefotaxima. 

 

3.3 – Ensaio de biofilme em microplacas de poliestireno 

3.3.1 – Suspensão bacteriana 

As cepas de Acinetobacter spp. foram inoculadas em meio LB sólido 

e incubadas a 37°C por 24 horas. Após este período foi realizada a 

padronização dos inóculos de acordo com o protocolo de detecção de biofilme 

em microplaca pelo método de cristal violeta (Stepanovic et al., 2004). As 

colônias crescidas nas placas de LB foram transferidas para uma solução 
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salina até turvação de 0.5, de acordo com a escala Mac Farland (1 x 108 

UFC/mL). Dessa maneira foi determinada a suspensão bacteriana inicial para 

cada cepa teste. 

3.3.2 – Ensaio de biofilme 

O protocolo utilizado para os testes de formação de biofilme in vitro 

foi o descrito por Stepanovic et al (2004), com adaptações. Para este teste 

foram utilizadas as placas de microtitulação de poliestireno com 96 poços 

(8x12) estéreis (TPP® Techno Plastic Products AG) permitindo oito repetições 

para cada condição testada.   

Então, vinte microlitros de cada suspensão foram transferidos para 

os poços das microplacas junto com alíquotas de 180 μL de caldo LB ou LB 

suplementado com 1% de glicose ou com 10% de sangue de carneiro ou em 

urina pura filtrada com membrana de 0,22 µm (pH 6,5). Cada meio foi testado 

em oito repetições para cada amostra. Utilizou-se como controle negativo o 

mesmo volume dos meios de cultura, porém ausente de inóculo microbiano. As 

microplacas foram incubadas a 25°C e 37°C por 24 horas. Após este período, 

foram descartados os conteúdos dos poços com as células planctônicas e 

lavadas as placas três vezes com salina estéril. Adicionou-se metanol, para a 

fixação do biofilme e as microplacas foram secas por 16 horas a temperatura 

ambiente. A seguir, corou-se os poços com solução de cristal violeta 0,5% à 

temperatura ambiente, os quais foram posteriormente lavados com água e 

levemente secos à temperatura ambiente com papel absorvente, para a adição 

de etanol 95% para ressuspender o pellet. A densidade óptica (DO) dos 

biofilmes bacterianos aderidos foi determinada com o auxílio de um leitor 
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automatizado de Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) em 

comprimento de onda de 450nm (Stepanovic et al, 2004). 

Todas as cepas foram separadas em categorias usando a DO dos 

biofilmes bacterianos, como descrito anteriormente por Christensen et al. 

(1985) e adaptado por Marinho (2009) com 99% de significância. As amostras 

foram classificadas como: não formador de biofilme (DObiofilme < DOc-), fraco 

formador de biofilme (DOc- < DObiofilme ≤ 2 x DOc-), moderado formador de 

biofilme (2 x DOc- < DObiofilme ≤ 4 x DOc-) e forte formador de biofilme (4 x DOc- 

< DObiofilme).  

3.4 – Análise transcricional dos genes envolvidos na formação 

de biofilme 

Para verificar diferenças na expressão dos genes envolvidos com a 

formação de biofilme foram utilizadas as cepas AbA (controle formação de 

biofilme) e AbH crescidas na forma planctônica e sésseis. 

3.4.1 – Extração RNA total 

A extração de RNA total foi realizada pelo método brometo de 

cetiltrimetilamônio (CTAB) modificado para células bacterianas (Salter & 

Conlon, 2007). Para as células planctônicas foi coletado 3,0 mL de célula 

bacteriana crescidas a 37°C até uma DO ~0,4 (fase exponencial) e 

centrifugado por 3 minutos 13000 rpm. O pellet foi ressuspendido em 1,0 mL de 

RNAProtect (Quiagen), incubado a temperatura ambiente por 10 min, e após 

centrifugado por 10 minutos a 8000 rpm, e o sobrenadante foi descartado. Para 

as células do biofilme a extração foi realizada de acordo com Smith et al (2010) 

com modificações, 20 µL uma cultura bacteriana de DO ~0,1 foi adicionada à 
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uma garrafa de cultura de célula de 25 mm3 a qual continha 5 mL de LB 

suplementado com 1% de glicose, incubadas á 37°C por 24 horas. Após, as 

células planctônicas foram retiradas com o meio de cultura e o biofilme formado 

ao fundo foi lavado 3 vezes com 2 mL de salina estéril. Foi adicionado 1 mL de 

RNAProtect incubados por 10 minutos, e então as células do biofilme foram 

coletadas com raspador de células (TPP® Techno Plastic Products AG) e 

colocadas em um microtubo, centrifugadas por 10 minutos a 8000 rpm e o 

sobrenadante foi descartado.  

Depois de estabilizado com o RNAProtect, os pellets obtidos nas as 

duas condições foram lavados com 300 µL de TE 1X (Tris 10mM, EDTA 1mM – 

pH7,8), centrifugados  por 3 minutos a 13000 rpm e ressuspendidos em 100 µL 

de TE. A estes pellets foi adicionado 3 µL de lisozima (10 mg/mL) seguidos de 

incubação por 10 minutos à 37oC, após as amostras foram centrifugadas 

novamente (3 minutos – 13000 rpm). Em seguida, foi adicionado 300 µL de EB-

CTAB e as amostras incubadas á  60oC por 20 minutos. Em cada amostra foi 

acrescentado 400 µL de clorofórmio-álcool isoamílico (24:1), agitando em 

vortex e centrifugando-se por 12000 rpm por 5 minutos. A fase aquosa foi 

removida (~300 µL) e transferida para um novo microtubo e 300 µL de 

isopropanol foi acrescido, e o microtubo incubado á – 20oC por pelo menos 30 

min. Centrifugou-se a 12000 rpm por 15 minutos (4oC) e o sobrenadante foi 

descartado por inversão. O RNA foi ressuspendido em volume apropriado 

(entre 20 e 50 µL) de água deionizada. A extração de RNA tanto das células do 

biofilme e das células planctônicas foi realizada em triplicata biológica. 
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3.4.2 – Síntese de cDNA 

O RNA total extraído de ambas as condições foi padronizado de 

modo que em 10 µL continha em torno de 1 µg de RNA total, o qual foi 

primeiramente tratado com DNase (Fermentas) para eliminar a presença de 

moléculas de  DNA total que tenham sido extraídas juntamente com o RNA 

total, para não interferir na amplificação pelo RT-qPCR. Após o tratamento, o 

RNA total foi utilizado como molde para a  síntese do DNA complementar 

(cDNA) total, para tanto 10 µM de oligo dT(20) (Invitrogen) e  200 U da enzima 

transcriptase reversa M-MLV (Promega), foram adicionadas a 1 µg de RNA, 

seguindo as instruções do fabricante. Para avaliar a eficiência do cDNA, uma 

alíquota de cDNA foi empregado na reação de PCR com o primer 16SrRNA. 

Uma curva de diluição dos cDNAs (1:25, 1:50, 1:100) foi realizada para verificar 

qual a concentração apresentava melhor eficiência na reação de RT-qPCR. 

3.4.3 – PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR) 

A verificação da expressão gênica relativa foi realizada através de 

experimentos de PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR), no Laboratório 

de cocos Gram-positivos e microbiologia molecular, UFCSPA, Brasil. Os genes 

csuAB, bfmRS, pgaA, bap, abaI, ompA, wspR, eal, eagg, pilZ, iscR, iscS, iscU, 

csdA envolvidos com a formação de biofilme foram analisados (Tabela 1). Os 

genes 16SrRNA, rpoB, rpoD e gyrB foram testados como constitutivos (Tabela 

2) para posterior normalização dos dados, por já serem descritos na literatura 

para algumas bactérias (Higgins, et al., 2004; Pyla et al., 2009; Park et al., 

2011; Fernando & Kumar, 2012).  
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TABELA 1: Sequência dos primers utilizados na análise transcricional por RT-qPCR com os 

respectivos tamanhos dos fragmentos de amplificação. 

 

Gene  

 

Sequência nucleotídica 

 

Tamanho do produto (pb) 

bfmRS 5’ TTCATAATGATGGCATGGCT 3’         104 

 5’ ATCATCTAAACGGGCAAAGG 3’         

abaI 5’ AATGCCTATTCCCTGCTCAC 3’      132 

 5’ ATTGCTTCTTGCAGAATTGC 3’        

pgaA 5’ AGCAGGAGTCCGTCTTGATT 3’      103 

 5’  TGCATCAAGGGCTTGTAGAG 3’      

csuAB 5’ TGTGACTTGTGACGGAACAG 3’    141 

 5’ AGGTTTGTACGTGCAGCATC 3’    

Bap 5’ GATACCACAGCACCAAATGC 3’     136 

 5’ CTGTGCCTGCTACCACTGTT 3’     

ompA 5’ AATGGGTGGGTGACAAGATT 3’   104 

 5’ GGCAACAACTTCGGTATGTG 3’    

wspR 5´ ATGTCGGAATTGGTTCTTCC 3´     115 

 5´ TGCCTACCGCACCATAGATA 3´     

Eagg 5’ ATTCGTAAACGCGGAAGAGT 3’    140 

 5’ TCGCCGTTTGTATGTTGAAT 3’       

Eal 5’ CGTTTGGCACTCACTAAACAA 3’    146 

 5’ GCTGCCGGAATAAACTCTTT 3’       

pilZ 5´ GGATTTCACATAAGCAAAGTGG 3´    95 

 5´ CCGCTCAGCTTCAGCTTTAT 3´          

iscR 5´ CAACCTCATTAGCCGAGACA  3´ 74 

 5´  AAAGAGCTGAATCTGTGCCA  3´  

iscU 5´ CGAAGAAGCACGTTTCAAGA  3´ 106 

 5´ TGATTGCTTGAGCTTCATCC  3´  

iscS 5´ CGGCGCATTATATGTACGTC 3´ 97 

 5´ CGCTAAAGTACCAGAACGCA  3´  

csdA 5´ ACGTCGAATTGTAGCGTCTG 3´ 105 

 5´ GGCACACTGGGTTCACTATG 3´  
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TABELA 2: Sequência dos primers testados como normalizadores para a análise transcricional 

por RT-qPCR com os respectivos tamanhos dos fragmentos de amplificação.  

 

Gene  

 

Sequência nucleotídica 

 

Tamanho do produto (pb) 

16SrRNA 5´ AGAACCTTACCTGGCCTTGA 3´ 109 

 5´ ATCTCACGACACGAGCTGAC 3´  

gyrB 5´ CTGCGGAATATGCTCGTTTA 3´ 
 

143 

 5´ GCGTGAATCTTGCAGAATGT 3´ 
 

 

rpoB 5’ CGGTGGTTCAACTAAACGTG 3’    150 

 5’ TCTGCGCTCTTCTCTTTCAA 3’     

rpoD 5´ TCTCGACTTATGCGACTTGG 3´ 
 

127 

 5´ TGACGCGATACACGGTTAAT 3´  

 

 

A reação de RT-qPCR foi realizada em microplacas de poliestireno 

de 96 poços utilizando o termociclador de PCR em Tempo Real (“Applied 

Biosystems 7500). Para a reação de RT-qPCR utilizou-se o seguinte protocolo: 

10 µL de cDNA, 200 nM de cada primer sense e anti-sense; 25 µM dNTPs; 1 x 

tampão PCR; 3 mM MgCl2; 0,1 x SYBR Green I (Invitrogen); 0,25 U enzima 

Platinum Taq DNA polimerase (Invitrogen) e água para um volume final de 

20µL. Foram utilizadas as seguintes condições: passo inicial, para ativação da 

polimerase e desnaturação, de 5 minutos a 94°C, seguido de 40 ciclos de 15 

segundos a 94°C para desnaturação, 10 segundos a 60°C para anelamento, e 

15 segundos a 72°C para elongação. Após, foi realizada a análise da curva de 

dissociação para verificar a especificidade da amplificação. 

Os ensaios foram realizados em replicatas (triplicatas biológicas e quatro 

replicatas experimentais) na mesma placa e a reação feita para o mesmo gene 
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e para os cDNA de biofilme e cDNAs células planctônicas. Assim, o threshold 

foi determinado ao mesmo tempo para as duas condições a fim de analisar os 

Cts para cada primer apresentando a mesma eficiência de reação. 

3.4.4 – Análise das expressões relativas  

Para análise de expressão relativa dos genes envolvidos com a 

formação de biofilme, os resultados gerados, threshold cycles (Cts), pela 

reação de RT-qPCR foram analisados pelo método comparativos de Cts, 2–ΔΔCt 

(Livak & Schmittgen, 2001). Primeiramente os genes constitutivos 16SrRNA, 

gyrB, rpoB e rpoD foram analisados com o programa NormFinder, que é um 

algoritmo utilizado para identificação do melhor gene normalizador entre um 

conjunto de candidatos classificando os candidatos de acordo com sua 

estabilidade de expressão (http://www.mdl.dk/publicationsnormfinder.htm; 

Andersen et al., 2004).  

Então, foi feita uma média dos Cts das replicatas de cada gene para 

cada condição testada (biofilme e planctônica), das triplicatas biológicas e 

quadruplicatas experimentais, e foi calculado o respectivo desvio padrão.  Após 

identificar o melhor gene constitutivo foi feita análise das expressões gênicas 

dos genes testados seguindo os seguintes cálculos: 

1) ΔCT = CT gene testado – CT gene constitutivo, sendo o desvio padrão calculado 

pela fórmula s = (s1
2 + s2

2)1/2. 

2) ΔΔCT = ΔCT biofilme – ΔCT planctônica , sendo o desvio padrão o mesmo    

gerado para o ΔCT na condição de biofilme. 

3) 2–ΔΔCt 
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3.5– Análise estatística 

A análise estatística relacionada à formação de biofilme nos diferentes 

meios e temperaturas foi realizada pela Análise de Variância simples (One way 

ANOVA). A análise estatística entre os ΔCTs dos biofilme e os ΔCTs das células 

planctônicas para todos os genes analisados foi realizada pelo programa SAS 

System utilizando o modelo linear.  

3.6 – Extração de DNA total 

A extração do DNA seguiu o protocolo descrito por Fredricks 

&Relman (1998), modificado. Uma alíquota de 5 ml de cultura crescida a 37°C 

por 18 horas em caldo BHI foi centrifugada por 5 min  a 6000 rpm. O 

sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado 3 vezes com 1ml de tampão 

TE-1X, e ressuspendido em 200 µl do mesmo tampão. Foi adicionado 200 µl 

de TE5N (TE-5X + NaCl), 10% do volume de SDS (40 µl) e 5 µl de Proteinase K 

[20mg/ml]. Incubou-se, em banho, por 1 hora a 37°C. Adicionou-se 30 µl de 

NaCl 5M, 400 µl de fenol-clorofórmio (1:1), centrifugou-se 15 minutos a 14000 

rpm e a fase aquosa foi coletada e colocada em um outro microtubo. Então, 

400 µl de fenol-clorofórmio (1:1) foi adicionado, centrifugou-se por 15minutos a 

14000 rpm e coletou-se a fase aquosa, a qual foi transferida para um outro 

microtubo. Posteriormente, adicionou-se 400 µl de clorofórmio-álcool isoamílico 

(9:1), centrifugou-se 15 minutos a 14000 rpm sendo a fase aquosa coletada e 

transferida para um outro microtubo, ao qual foi adicionado 1 ml de etanol 

absoluto. A amostra foi incubada por 1 hora à -20°C; Centrifugou-se por 15 

minutos a 13000 rpm e desprezou-se o sobrenadante. O pellet foi 
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ressuspendido em 100 µl de TE-1X e 5 µl de RNase. Incubou-se, em banho, 

por 30 minutos a 37°C.  

3.7 – Amplificação e clonagem do gene wspR 

Os primers empregado na amplificação da região codificante do 

gene wspR, correspondente a um fragmento de DNA de 1230 pb, foram 

desenhados utilizando a sequencia referência wspR - putative two-component 

response regulator de A. baumannii ATCC 17978 disponível no GenBank pelo 

número GeneID:4919481. Na extremidade 5’ do primer sense foi adicionado 

um sítio de restrição para a endonuclease de restrição NdeI, e na extremidade 

5’ do primer antisense um sítio de restrição para a endonuclease de restrição 

BamHI (Tabela 3). Estes sítios de restrição foram incluídos para que o 

fragmento de DNA do gene wspR fosse clonado primeiramente no vetor de 

clonagem pCR-Blunt, e posteriormente sequenciamento. 

A amplificação do fragmento de DNA foi realizada pela técnica de 

PCR, utilizando: 1 U enzima Taq DNA polimerase,  e 0,5 µM de primer sense e 

de primer antisense para o gene wspR, 0,25 mM de MgCl2, Tampão 1X, 500 

M de dNTP e 2 µLde DNA total a cepa AbH, para um volume final de 20 µL,  

com o auxílio de um termociclador (BioRad). Após esta etapa, 10 µl da reação 

foram aplicados em gel de agarose 1% para confirmação da presença do 

fragmento de 1230 pb.  
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TABELA 3: Sequencia dos primers sense e antisense utilizados para amplificar o gene wspR 

de Acinetobacter.  

Orientação Sequência dos primers 

Sense  5´  (NdeI)     CCACA TATG    ATG  AAG  TTG  CAA   GGT  TCC  AAT  3´    

Antisense 5´ ( BamHI)   CCAG GATCC  TTA   AGT  TAG  ATC   TAC   AAT  TTG   3´     

 

Para a clonagem, o fragmento obtido pela reação de PCR com o 

primer wspR (Tabela 3) foi ligado ao vetor pCR-Blunt (Figura 6) utilizando 4U 

da enzima T4 DNA ligase (Promega), 90 ng do amplicon do gene wspR,  1 x 

tampão de ligação e 25 ng do vetor pCR-Blunt em volume final de 20 µL. A 

reação foi incubada por 18 horas à 4°C. 

 

Figura 6: Mapa do plasmídio pCR-Blunt (Invitrogen). 

 

http://tools.neb.com/NEBcutter2/enz.php?name=fb2dc85e-&enzname=NdeI
http://tools.neb.com/NEBcutter2/enz.php?name=fb2dc85e-&enzname=BamHI
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Para realizar a transformação por choque térmico, 10 µL da ligação 

foram adicionados à 150 µL da cepa de E. coli Top10 competente e 

conservada em ultrafreezer. Para a transformação por choque térmico, seguiu-

se então o protocolo descrito por Sambrook e Russel (2001).  A mistura foi 

incubada no gelo por 20 minutos, depois o microtubo foi submetido ao choque 

térmico em banho maria a 42°C por 2 minutos, seguido de gelo por 10 minutos. 

Então, adicionou-se 1mL de caldo LB ao microtubo que foi incubado em 

agitador orbital a 37°C por 1 hora. Após, 50 µL da transformação foram 

semeados em meio seletivo sólido LB com kanamicina (50 µg/ml), por 16 horas 

à 37ºC.  

A única colônia crescida foi inoculada em 5 mL de caldo LB por 16 

horas a 37ºC e então realizou-se uma  extração de DNA plasmidial (miniprep) 

por lise alcalina e purificação em coluna (Plasmid Miniprep - Invitrogen). O 

plasmídio contendo o gene wspR foi clivado com as enzimas de restrição NdeI 

e BamHI, para liberar o fragmento de 1230 pb que foi purificado do gel de 

agarose com o PureLink® Quick Gel Extraction kit (Invitrogen). 

3.8 – Sequenciamento 

O gene wspR da cepa AbH clonado no plasmídio pCR-Blunt foi 

sequenciado pela empresa Lwdwigbiotec utilizando o sequenciador ABI 3130 

(Applied Biosystem) e a sequencia do DNA obtida foi comparada com o gene 

de referência wspR - putative two-component response regulator (GeneID - 

Genbank:4919481) de A. baumannii ATCC 17978.  

 

 

http://products.invitrogen.com/ivgn/en/US/adirect/invitrogen?cmd=catProductDetail&showAddButton=true&productID=K210025&_bcs_=H4sIAAAAAAAAAMWSTWvDMAyGf40vMytOsnS5putaRkdXFra7cdRU4CTFdtLl309O1g%2FaUthhDIxk%0A2bL0PsL3ARPJytR5o5zlLBzzDEyLCuyN841zWxalLJzR2u12I6xadKYuoBqpuqRDiw7INZYMVGQ2%0AdQmjjSs1PWdh5JdInGnAx%2BJRkAtEQIlJKII7ihY49JUltZrw1FrZXfTe%2Fgg8FxCliaBrbItqL%2BAj%0AIyNzNKCcvzo8YNFMlTmLpi%2Bf86WSbop2q2X3JB0UtelIAh0uoKMMr%2B1U%2F1pqexWAXPAQDCDLRmlA%0AxVOFOV81BtdIBbGu%2BBniO0iS4%2F4bshf%2BK8reJwPtHDR%2F%2FnJGqgPin%2FIcWTLXafpzYx8O%2B2iaYVVo%0AeIUW9HXUxKsfv60oWKN2YCgaNr7MUpa%2BCjGxMA4nR64%2B7Nn26b6arxXvRxMfhhOfjOdiqN9mof3Q%0AgAMAAA%3D%3D&returnURL=http%3A%2F%2Fproducts.invitrogen.com%3A80%2Fivgn%2Fen%2FUS%2Fadirect%2Finvitrogen%3Fcmd%3DcatDisplayStyle%26catKey%3D14801%26OP%3Dfilter%26filter%3D101%252F8201%252F14101%252F14801*
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4. RESULTADOS 

 

4.1 – Caracterização das cepas de Acinetobacter 

As cepas AbA (ATCC 19606), AbH (HPS) e AbC (HCPA), inoculadas 

em meio MacConkey apresentaram morfologias colônias compatíveis com 

Acinetobacter spp.  como superfície lisas, consistência mucóides, transparência 

opacas, pigmento levemente rosadas e forma arredondadas; e em meio Ágar 

Sangue suas colônias apresentaram coloração acinzentada. Pelos resultados 

dos testes bioquímicos as bactérias não fermentaram o meio Triple Sugar Agar 

(TSI), foram catalase positivas, oxidase negativas e se coraram como 

cocobacilos Gram negativas, a partir desses resultados as três amostras foram 

consideradas compatíveis com o gênero Acinetobacter spp.  

Todas as cepas apresentaram o fragmento ~104 pb esperado após 

a amplificação com primer bfmRS, sendo dessa forma classificadas como 

Acinetobacter baumannii. 
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4.2 – Perfil de susceptibilidade 

A partir do método de disco-difusão, a cepa AbA apresentou fenótipo 

de resistência a ampicilina, ceftriaxona, cefuroxima/Na, 

sulfametoxazol/trimetroprima e intermediário à gentamicina, cefotaxima e 

cefepime. A cepa AbH apresentou fenótipo intermediário à ceftazidime e 

Pip/tazobactam e resistência a amicacina, ampicilina/sulbactam, ampicilina, 

ceftriaxona, cefuroxima/Na, ciprofloxacina, gentamicina,  

sulfametoxazol/trimetroprima, ticarcilina/clavulanato, cefepime e cefotaxima. Já 

amostra AbC apresentou sensibilidade somente à doxiciclina (Tabela 4), sendo 

considerada uma cepa multirresistente (Kempf & Rolain, 2012).  

TABELA 4: Análise de sucetibilidade aos antimicrobianos analisados de acordo com o CLSI 

(2012) das amostras de A. baumannii. 

Antibióticos  AbA AbH AbC Antibióticos  AbA AbH AbC 

Amicacina S R R Gentamicina I R R 

Ampicilina/Sulbactam S R R Imipenem S S R 

Ampicilina R R R Meropenem S S R 

Ceftazidima S I R sulfametoxazol/trimetroprim R R R 

Ceftriaxona R R R ticarcilina/clavulanato S R R 

cefuroxima/Na R R R Pip/tazobactam S I R 

Ciprofloxacina S R R Cefepime I R R 

Doxiciclina S S S Cefotaxime I R R 

S = sensível, I = intermediário e R = resistente. 

4.3 – Formação de biofilme 

Ambas as cepas foram capazes de formar biofilme em microplacas 

de poliestireno em todos os meios testados. Quando crescidas em LB e LB 

suplementado com 1% de glicose à 37°C, todas foram classificadas como 

fortes formadoras de biofilme (DO > 4x controle negativo). Foi observado que a 
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presença da glicose influenciou a densidade do biofilme formado, considerando 

que as amostras obtiveram valores de DOs maiores  no meio suplementado 

com 1% de glicose (p= 0,033) sob essa temperatura. Já, sob a temperatura de 

25°C, não houve diferença entre as DOs das cepas crescendo nos meios LB e 

LB suplementado com glicose (p= 0,354), sendo todas amostras fortes 

formadoras de biofilme em ambas as condições. No meio LB suplementado 

com glicose, não houve diferença significativa entre as DOs dos biofilmes nas 

temperaturas de 37 e 25°C (p= 0,738). Por outro lado no meio LB, houve 

diferença significativa entre as DOs sob as temperaturas de 37 e 25°C, sendo 

que as DOs observadas pelas cepas crescendo nesse meio foram maiores à 

25°C do que  à 37°C (p= 0,025). Logo, a glicose influenciou no aumento da 

espessura do biofilme a 37°C, mas não teve efeito a 25°C, e a temperatura de 

25°C induziu um aumento de espessura no meio sem adição de glicose.  

No meio LB suplementado com 10% de sangue de carneiro á 37°C, 

as cepas AbAe AbH foram classificadas como fortes formadoras de biofilme, 

enquanto a cepa AbC como fraca formadora. Na presença da urina a 37°C, as 

cepas AbA e AbC foram fracas formadoras e AbH moderada formadora de 

biofilme. Visto que a cepa AbH apresentou maior capacidade de formação de 

biofilme, sempre obtendo as maiores DOs em todos os meios e temperaturas 

testadas, essa amostra foi utilizada para realizar a análise transcricional. 

4.4 – Análise transcricional 

As cepas AbA (controle ATCC 19606) e AbH, foram selecionadas 

para a análise transcricional. A condição de crescimento bacteriano para a 
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avaliação transcricional foi LB suplementado com 1% de glicose a 37°C, pois 

nesse meio e a essa temperatura o biofilme atingiu maior espessura, biomassa.  

A razão das DOs 260/280 de todos RNAs totais extraídos ficou entre 

1,8-2,0, indicando baixo grau de contaminação com proteínas durante o 

processo. Estes RNAs foram tratados com DNAse e 1µg de RNA  foi 

empregado para sintetizar  o DNA complementar (cDNA). Com o objetivo de 

verificar a qualidade do cDNAs produzidos, todos foram submetido a uma 

reação de  PCR utilizando os primer que amplificam a região conservada do 

gene 16SrRNA e onde todos os cDNAs amplificaram um  fragmento de DNA de 

109 pb. como controle negativo foi testado somente o RNA tratado com DNase, 

o qual não apresentou amplificação de DNA  (Figura7).                     

                       

FIGURA 7: Produto da amplificação por PCR dos cDNAs produzidos utilizando os 

primer do gene 16SrRNA em gel agarose 1% corado com brometo de etídio e visualizado em 

luz UV. Marcador de peso molecular 1Kb Fermentas (1), cDNAs (2-13), e controle negativo  

RNA total tratado com DNase (15) e controle negativo reação de PCR (16). 

Esses cDNAs foram diluídos 1:25, 1:50, 1:75 e 1:100 e verificou-se 

que a diluição 1:100 apresentou a melhor eficiência, sendo essa diluição usada 

para todas as amostras nas reações RT-qPCR e determinação do threshold, 

com genes a serem testados.  

 

250 pb – 

~109 pb - 

 

--- 

-- 
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Dentre os possíveis genes constitutivos analisados (16SrRNA, gyrB, 

rpoB e rpoD), o que apresentou a menor variação na expressão gênica entre 

as duas condições testadas, obentendo assim a melhor estabilidade, de acordo 

com a análise no programa NormFinder, foi o gene gyrB (Tabela 5). A partir 

dessa análise, o gene gyrB foi considerado o melhor gene constitutivo e  

utilizado para normalizar todos os Cts gerados dos genes e amostras testados 

por RT-qPCR. 

 

 TABELA 5: Valores de estabilidade dos genes testados como constitutivos analisado pelo 

programa  NormFinder  (Andersen et al, 2004).  

Genes Valores de estabilidade 

                       

16SrRNA 0,018 

 

gyrB 
1,2

 0,007 

rpoB  0,011 

rpoD 
2
 0,007 

1
Melhor gene constitutivo.2Melhor combinação de dois genes.

       Foi observada a presença ou não de variação significativa entre os 

∆Cts dos genes testados das condições de vida livre, controle, e de biofilme, 

teste (Anexo 1). Não houve diferença significativa entre os ∆Cts de biofilme e 

de vida livre, para os genes eal e bfmRS de ambas amostras, eagg e csdA de 

AbA e abaI de AbH (p˃0,05). Quando houve diferença estatística entre os ∆Cts 

(p<0,05) o gene foi considerado como sendo mais expresso (2-∆∆Ct >1) ou 

menos expresso (2-∆∆Ct <1) durante a formação de biofilme quando comparado 

com a vida livre.   
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O gene wspR teve sua expressão aumentada na condição de 

biofilme nas duas amostras, sendo 2-∆∆Ct 
AbH = 4,50 e 2-∆∆Ct 

AbA = 2,77. Além 

disso, esse aumento na expressão foi maior na amostra AbH, a qual é 

resistente à uma gama de  antibióticos, quando comparada com a  amostra 

AbA  (p= 0,0115). Os genes eal de ambas as cepas (2-∆∆Ct 
AbA = 0,79 e  2-∆∆Ct 

AbH = 0,91)  e eagg de AbA (2-∆∆Ct 
AbA = 0,77) não tiveram variação significativa 

na expressão gênica (p>0,05)  entre a condição planctônica e a condição de 

biofilme. Já o gene eagg de AbH (2-∆∆Ct = 0,95)  foi menos expresso no biofilme 

(Figura 8). O gene pilZ teve sua expressão diminuída em ambas cepas (2-∆∆Ct 

AbA = 0,19 e  2-∆∆Ct 
AbH = 0,60) (Figura 8). 

Os genes csuAB de AbA (2-∆∆Ct = 0,08)  e AbH (2-∆∆Ct = 0,09 ) tiveram 

sua expressão diminuída no biofilme (Figura 8). Contudo o gene que codifica o 

sensor de dois componentes, bfmRS, não apresentou variação significativa na 

expressão entre as duas condições (2-∆∆Ct 
AbA = 0,75 e 2-∆∆Ct 

AbH = 0,90), 

indicando que ele é sempre expresso da mesma forma (p >0,05), independente 

da condição de crescimento.  

Os genes pgaA (2-∆∆Ct 
AbA = 1,65 e 2-∆∆Ct 

AbH = 1,95), bap ( 2-∆∆Ct 
AbA = 

2,02 e 2-∆∆Ct 
AbH = 1,43) e ompA (2-∆∆Ct 

AbA = 2,35 e 2-∆∆Ct 
AbH = 10,39) tiveram um 

aumento na expressão gênica na condição de biofilme. Ainda, o gene opmA 

teve expressão mais acentuada na amostra hospitalar AbH,  durante o biofilme  

quando comparado com o aumento da expressão na amostra ATCC, AbA.   Já 

o gene abaI foi mais expresso em AbA (2-∆∆Ct = 2,09)  enquanto que na cepa 

clínica AbH (2-∆∆Ct = 1,08)  não variou sua expressão durante as duas 

condições (Figura 8). 
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O operon iscR (2-∆∆Ct 
AbA = 6,01 e 2-∆∆Ct 

AbH = 4,84), iscS (2-∆∆Ct 
AbA = 

3,69 e 2-∆∆Ct 
AbH = 3,63), iscU (2-∆∆Ct 

AbA = 1,48 e 2-∆∆Ct 
AbH = 6,29) e o gene csdA 

de AbH (2-∆∆Ct 
AbH = 5,56) tiveram sua expressão aumentada durante a 

formação do biofilme (Figura 8). Já o gene csdA de AbA não variou a 

expressão entre a vida planctônica e o biofilme. Além disso, iscU foi mais 

expresso na amostra AbH.         
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Figura 8: Perfil transcricional dos genes wspR, eal, eagg, pilZ, pgaA, ompA, bap, abaI, bfmRS, 

csuAB, iscRSU e csdA durante a formação de biofilme bacteriano. Análise quantitativa por RT-qPCR 

de AbA e AbH. Expressão relativa dos genes possivelmente envolvidos na formação de biofilme 

analisados a partir do RNA total (condição teste) pelo método de expressão relativa 2
-Ct

, onde o RNA 

total das células planctônicas foi utilizado como condição controle. Os valores foram normalizados com o 

gene constitutivo gyrB. Os dados estão apresentados de acordo com o nível de aumento ou diminuição 

na expressão relativa, em comparação com o gene constitutivo não mostrando variação (2
-Ct

=1.0). 

Foram utilizadas triplicata biológica e quatro replicatas experimentais para a RT-qPCR. *Indica diferença 

estatística em uma análise prévia entre o dados do Ct do biofilme,quando comparados com Ct das 

células planctônicas. 

0,05

0,50

5,00

E
x
p

re
s
s
ã
o

 g
ê
n
ic

a
 r
e
la

ti
v
a
 (

2
-∆

∆
C

t 
)

wspR

eal

eagg

pilZ

pgaA

ompA

bap

abaI

bfmRS

csuAB

iscR

iscS

iscU

csdA

0,05

0,50

5,00

E
x
p

re
s
s
ã
o

 g
ê
n
ic

a
 r
e
la

ti
v
a
 (

2
-∆

∆
C

t 
)

wspR

eal

eagg

pilZ

pgaA

ompA

bap

abaI

bfmRS

csuAB

iscR

iscS

iscU

csdA

AbA 

AbH 

 
* 

* 

* 
* 

* 

* 

* 

* 

* * 

* 

* 

* 

* 

* 

* 
* 

* 

* 

* 

* 



 

49 
 

4.5 – Análise genotípica do gene wspR  

Pela análise da reação de PCR com os primers projetados foi 

identificado a presença do gene wspR nas 3 cepas de A. baumannii testadas 

(Figura 9), indicando que esse gene é provavelmente bem conservado entre as 

linhagens patogênicas de A. baumannii. Podemos deduzir que, assim como 

para P. aeruginosa, é um gene amplamente distribuído nesse gênero também.  

 

                                   

   FIGURA 9: Produto da amplificação do gene wspR (1,23 Kb) de Acinteobacter 

baunami em gel agarose 1% corado com brometo de etídio. (M): Marcador de peso molecular 

(1Kb invitrogen); (1)  amostra AbC (2) amostra AbA  (3) amostra AbH e (4) controle negativo. 

 

Após a transformação por choque térmico somente um clone 

apresentava o vetor recombinante pCR-Blunt::wspR contendo o gene de 

interesse confirmado pela clivagem com as endonuclease de restrição NdeI e 

BamHI (Figura 10). 

 

 

M      1      2       3       4 

1,0Kb - 

 

1,5Kb - 
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FIGURA 10: Clivagem do recombinante pCRBlunt::wspR clivado com as 

endonuclease de restrição NdeI e BamHI em gel agarose 1% corado com brometo de etídio. 

(1) Marcador de peso molecular (1Kb invitrogen), (2) pCRBlunt::wspR clivado com as enzimas 

de restrição NdeI e BamHI;  (3) pCRBlunt::wspR clivado com a endonuclease de restrição NdeI 

e (4) pCRBlunt::wspR clivado com a endonuclease de restrição BamHI. 

   

A sequência de DNA ligada ao plasmídeo recombinante 

pCRBlunt::wspR foi sequenciada para verificação do grau de homologia do 

gene clonado com a sequencia de referência wspR - putative two-component 

response regulator (GeneID:4919481) de A. baumannii ATCC 17978. O inserto 

apresentou 98% de homologia entre a sequencia de nucleotídeos e 99% de 

homologia entre a sequencia de aminoácidos (Figura 11) com o gene de 

referência analisando os resultados gerados pelo programa EBI- clustal W. 

Pela análise podemos afirmar que o gene clonado é o wspR de Acinetobacter 

spp. Pelas análises primárias no programa ExPaSy, essa possível WspR de 

Acinetobacter baumannii possui 46,5 kD e ponto isoelétrico de 6,10.   

(http://web.expasy.org/cgi-bin/protparam/protparam1?D0C7F2@noft@) e 

verificando os domínios conservados pelo NCBI verifica-se a presença do 

1,23Kb 
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domínio proteico GGDEF, responsável pela atividade diguanilato 

ciclase(Figura12).        

 

Figura 11: Alinhamento do fragmento sequenciado e traduzido com a sequência de 

aminoácidos do gene wspR de Acinetobacter baumannii ATCC 17978 pelo programa EBI 

ClustalW. 

 

 

 

Figura 12: Domínio conservado da proteína WspR- putative two-component response regulator, 

uma diguanilato ciclase de Acinetobacter baumannii ATCC 17978.



  
 

5. DISCUSSÃO 

 

5.1 – Amostras 

Após a identificação bioquímica as cepas HCPA (AbC) e HPS (AbH) 

utilizadas no presente estudo, obtidas de dois hospitais de Porto Alegre, foram 

classificadas como pertencentes a espécie A. baumannii. Quanto ao perfil de 

susceptibilidade das amostras foi observado que a cepa ATCC 19606 (AbA) 

apresentou sensibilidade a muitos antimicrobianos; a cepa AbH apresentou 

resistência a várias classes de antimicrobianos, exceto aos carbapenêmicos e 

doxiciclina; e a cepa AbC apresentou resistência a quase todos 

antimicrobianos, inclusive carbapenêmicos, exceto resistência a doxiciclina, 

sendo considerada uma cepa MDR (Kempf & Rolain, 2012). 

Como em outros países, no Brasil já foram descritas infecções 

hospitalares causados por AbMDR em vários estados do país (Levin et al., 

1996; Sader et al.,2001; Sader et al., 2005; Furtado et al., 2011; Oliveira et al., 

2012; Toledo et al., 2012). Um estudo que avaliou a epidemiologia e 

microbiologia de bacteremias hospitalares no Brasil utilizando os dados do 

SCOPE (Surveillance and Control of Pathogens of Epidemiological Importance) 

Brasileiro, que incluiu 16 hospitais brasileiros e 2.563 pacientes, entre 2007 e 

2010, constataram que 11,4% foram causadas com Acinetobacter spp. (Marra 

et al., 2011). Na cidade de Porto Alegre, entre os anos 
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de 2004 e 2008 mais de 500 casos foram detectados envolvendo surtos em 16 

hospitais (Breier & Martins, 2008; Martins et al 2009; Martins et al., 2012).   

Esse patógeno possui capacidade de adquirir resistência aos 

antimicrobianos usados na prática clínica, e sua resistência vem aumentando 

com o passar dos anos (Kempf, et al. 2012). Cepas MDR representam um 

grande problema, visto que o tratamento das infecções se torna extremamente 

difícil e infecções causadas por esse patógeno, quando ocasionada por cepas 

AbMDR, apresentam elevadas taxas de morbidade e mortalidade (Falagas et 

al., 2008; Lee et al., 2012). Um estudo realizado por Prates et al. 2011 com 66 

pacientes internados na UTI de um hospital de Porto Alegre infectados ou 

colonizados por A. baumannii MDR, entre os anos de 2006 e 2008, observou 

que a taxa de mortalidade em 30 dias foi de 47%, tendo como fator de risco 

associado a mortalidade o choque séptico e escore de gravidade APACHE II 

(Prates et al., 2011). 

 Para o tratamento de infecções causadas por cepas MDR, como 

observado na cepa AbC, as escolhas terapêuticas possíveis são os 

antimicrobianos tetracíclico tigeciclina, além da colistina e polimixina B 

(Mezzatesta et al., 2008; Wood et al., 2003), sendo a doxiciclina (uma 

tetraciclina) também eficiente contra cepas MDR (Bantar et al., 2008). Estudos 

tem observado que o uso de sulbactam (inibidor de β -lactamases) associado à 

ampicilina também é uma alternativa eficiente para o tratamento de algumas 

infecções por A. baumannii MDR (Kempf, et al., 2012; Higgins, et al., 2004; 

Woods, 2002), entretanto as cepas AbH e AbC mostraram-se resistente à esta 

combinação.  
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5.2 – Biofilme 

Acinetobacter baumannii possui capacidade de provocar surtos de 

infecções hospitalares recorrentes. Uma das prováveis explicações para a 

persistência no ambiente hospitalar é a sua conhecida capacidade de formar 

biofilme em superfícies abióticas (Vidal et al.,1996; Rodríguez-Baño et al., 

2008; Gaddy & actis, 2009). No presente estudo foi observado que as três 

cepas testadas apresentaram capacidade de formação de biofilme. No 

crescimento a 37°C em meio LB, todas as amostras foram classificadas fortes 

formadoras de biofilme, e a presença da glicose aumentou significativamente a 

quantidade de biofilme formado. A influencia da glicose na formação de 

biofilme é relevante e poderia explicar o fato de que pacientes diabéticos são 

10 vezes mais propensos a desenvolver infecções por A. baumannii, do que 

indivíduos não-diabéticos (Alsultan et al., 2009). A diabetes é considerada uma 

comobirdade que influencia na colonização e infecção por esse patógeno, além 

de contribuir para o mau prognóstico do paciente, levando a um maior índice de 

mortalidade (Koprnová et al., 2001; Chen et al., 2001; Falagas et al., 2007; 

Michalopoulos et al., 2011; Prata-Rocha et al., 2012).    

Quando submetidas ao crescimento à 25°C, as cepas apresentaram 

um fenótipo de fortes formadoras de biofilme em LB e em LB suplementado 

com glicose. Ao mesmo tempo, as cepas quando crescidas em meio LB 

apresentaram biofilmes mais espessos a 25°C quando comparados com as 

cepas que cresceram a 37°C. Apesar do número limitado de amostras desse 

estudo e algumas diferenças metodológicas, os resultados condizem com os 

achados por Martí et al. (2011), que analisaram a capacidade de formação de 
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biofilme de 64 cepas A. baumannii, crescendo em caldo Müeller Hinton, por 72 

horas, e observaram que a formação de biofilme foi maior à 25°C do que à 

37°C (Martí et al., 2011). Portanto, a persistência de A. baumannii no ambiente 

hospitalar pode ser explicada por sua capacidade de formação de biofilme nas 

superfícies abióticas, como plástico e vidro, à temperatura ambiente, 

provavelmente resistindo à desinfecção (Rajamohan et al., 2009).  

Entretanto, quando crescidos em LB com suplemento de glicose, as 

temperaturas de 25°C e 37°C não influenciaram a quantidade de biofilme 

formado. Resultados semelhantes foram demonstrados por Breij et al. (2010), 

que utilizaram o mesmo tempo de crescimento, porém empregaram um meio 

mínimo M63, temperaturas de 28 e 37°C, e 45 cepas A. baumannii. Assim, 

podemos observar que o meio de crescimento e a temperatura são variáveis 

importantes que irão determinar a quantidade de biofilme formada por esse 

patógeno.  

Na presença da urina, as cepas AbA e AbC foram classificadas 

como fracas formadoras e a cepa AbH como moderada formadora de biofilme. 

Já no meio LB suplementado com sangue, AbA e AbH apresentaram fenótipo 

de fortes formadoras, e AbC foi moderada formadora de biofilme. A capacidade 

de formar biofilme nesses meios é um fato extremamente relevante e sua 

importância deve ser levado em consideração na clínica, visto que A. 

baumannii causa infecções no trato urinário e bacteremia em pacientes 

imunodeprimidos ou com doenças de base, e tem como um dos fatores 

predisponentes de infecções o uso de cateter urinário e catetere venoso 

central. Assim, as bacteremias associadas ao uso de cateter venoso central 



 

56 
 

possuem uma alta taxa de mortalidade e as infecções urinárias resultantes do 

uso de cateter tem caráter recorrente (Jung et al., 2010;  Lee et al., 2010; Pour 

et al., 2011; Apisarnthanarak et al., 2011; Marra et al., 2011 Djeribi et al., 2012).  

Sabe-se que a maioria das infecções hospitalares está 

provavelmente relacionada a biofilmes em cateteres. De fato, os biofilmes se 

formam em quase todos os dispositivos médicos de uso interno. Tecidos 

obtidos de infecções crônicas não relacionadas a aparelhos médicos, também 

mostraram a presença de biofilme bacteriano cercado por uma matriz de 

exopolissacarideo. Por essa razão, infecções causadas por biofilme geralmente 

mostram sintomas recorrentes, após ciclos de terapia com antibiótico, até que a 

população séssil seja cirurgicamente removida do corpo. (Costerton et al., 

1999; Hanna et al., 2004).  

A cepa AbC multirresistente formou menos biofilme quando 

comparado com as cepas  mais sensíveis aos antimicrobianos. Esse resultado 

difere de alguns estudos que demonstraram que isolados clínicos de AbMDR 

apresentam uma elevada capacidade para formar biofilme, havendo uma 

associação significante entre multiresistência e o biofilme (Shin et al., 2008; 

Rao et al. 2008). Entretanto, nosso resultado é condizente com outros estudos, 

os quais constataram que amostras mais sensíveis a antibióticos foram 

maiores produtores de biofilme (Wroblewska et al., 2008; King et al., 2009). 

Uma possível explicação para este fato é que isolados formadores de biofilme 

não são tão dependentes de genes e mecanismos de resistência a antibióticos, 

visto que o próprio biofilme possui capacidade de proteger as células da ação 

antimicrobiana, dessa forma contribuindo para sua sobrevivência no ambiente 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pour%20NK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21569125
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hospitalar (Rodriguez-Bano et al., 2008; Wroblewska et al., 2008; Li et al., 

2007).  

 Portanto, é notório que a capacidade desse patógeno de formar 

biofilme é multifatorial e diversa, assim como adaptável à natureza da 

superfície nas quais as células estão interagindo. A elucidação dessas 

interações complexas é importante, não apenas para entender melhor a 

patobiologia do A. baumannii, mas também para identificação de novos alvos 

para futuras estratégias antimicrobianas (Gaddy et al., 2009). 

5.3 – Análise transcricional de genes envolvidos na formação e 

manutenção do biofilme de A. baumannii 

5.3.1 – Proteínas responsáveis pelo metabolismo de guanosina 

monofosfato dimérica cíclica (c-di-GMP)  

As três amostras possuíam o gene wspR, cuja proteína codificada 

apresenta o domínio GGDEF, responsável pela atividade diguanilato ciclase. 

Além disso, o gene wspR teve sua expressão aumentada na condição de 

biofilme de AbA e AbH. Ainda, esse aumento na expressão foi maior na 

amostra AbH, podendo ser um indício que essa proteína seja bem conservada 

entre as amostras de A. baumannii, sendo o produto gerado pela enzima, a 

molécula de c-di-GMP, um importante regulador na mudança entre a fase 

planctônica e a fase séssil, assim como para P. aeruginosa (Hennge, 2009). 

Porém, devem ser realizados mais estudos para verificar a atividade dessa 

proteína.  

O c-di-GMP estimula a biossíntese de adesinas e 

exopolissacarideos da matriz em biofilmes (Spiers et al., 2003), interfere nas 
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funções de virulência aguda e inibe várias formas de motilidade, estando 

universalmente envolvido no controle da troca entre o estilo de vida planctônico 

móvel e o biofilme séssil da bactéria (D'Argenio et al., 2002). Sendo assim, as 

enzimas envolvidas no metabolismo do c-di-GMP podem ser alvos promissores 

para drogas anti-biofilme (Povolotsky e Hengge, 2012). Além disso, foi descrito 

que a adição de c-di-GMP exógeno é capaz de inibir a formação do biofilme por 

várias bactérias patogênicas e seu potencial como adjuvante em vacinas tem 

sido demonstrado em experimentos de imunização com ratos (Karaolis et al., 

2005, Ishihara et al., 2009; Yan et al., 2010; Zhao et al., 2011;). Ainda, a 

diguanilato ciclase é essencial para a indução de biofilme mediada por 

aminoglicosídeos e está envolvida com a resposta a cloranfenicol e tetraciclina. 

Em E. coli, a alta concentração de c-di-GMP super-regula a produção de 

PNAG, aumentando a transcrição de seu operon, sendo uma pré-condição 

para a produção de biofilme induzido por antibiótico (Boehm et al., 2009; Perez-

Mendoza et al., 2011).   

Os genes eal de ambas as amostras não apresentaram variação 

significativa na expressão gênica entre a condição planctônica e a condição de 

biofilme. Esse gene codifica proteínas com o domínio EAL, que provavelmente 

tem função de fosfodiesterase, a qual cliva a molécula de c-di-GMP 

(Tchigvintsev et al., 2010). A proteína fosfodiesterase DipA de P. aeruginosa 

aumenta sua atividade em resposta a mudanças repentinas nas concentrações 

de nutrientes, reduzindo os níveis de c-di-GMP quando comparados com o 

biofilme e células planctônicas (Roy et al., 2012). Igualmente, o gene eal de A. 

baumannii pode variar sua expressão somente durante variações bruscas no 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ishihara%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20169626
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meio em que se encontra, sendo uma possível explicação para eal não ter 

apresentado uma variação em sua expressão nas condições testadas. 

As proteínas com domínio EAL reduzem os níveis intracelulares de 

c-di-GMP, estando associadas com aumento da motilidade e redução da 

formação de biofilme. Proteínas com função fosfodiesterase também 

aumentam a virulência em infecções agudas. Em E. coli, a proteína que possui 

domínio EAL designada VmpA somente está presente na E. coli 

enterohemorrágica (EHEC) sorotipo O157:H7, estando ausente em E. coli não 

patogênica (Branchu et al., 2012). Na Salmonella enterica Var. Typhimurium, a 

proteína CdgR, que possui domínio EAL, controla diversas funções relevantes 

na interação microrganismo-hospedeiro como a resistência ao peróxido de 

hidrogênio e resistência à morte pelos macrófagos (Hisert et al., 2005). Dessa 

forma o estudo de proteínas que possuem domínio EAL e função de 

fosfodiesterase em A. baumannii é de grande importância, pois podem elucidar 

possíveis mecanismos de patogenicidade. 

O gene eagg de AbA não apresentou variação na sua expressão. 

Por outro lado, o gene eagg de AbH foi menos expresso no biofilme. Esse gene 

codifica proteínas com o domínio EAL e domínio GGDEF. Visto que tal proteína 

possui os dois domínios tanto para formar, como para quebrar a molécula de c-

di-GMP, é plausível que sua expressão não varie entre a condição de biofilme 

e de vida livre. Além disso, A. baumannii possui outras proteínas que podem 

estar desenvolvendo sua atividade em AbA e AbH, durante a formação do 

biofilme.  
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 O gene pilZ teve sua expressão diminuída em AbA e AbH. O 

domínio pilZ faz parte de proteínas efetoras ligantes de c-di-GMP. Existe a 

possibilidade de haver outras proteínas com domínio PilZ em A. baumannii 

desempenhando tal função. Além disso, como a atividade da proteína é 

aumentada pela ligação de c-di-GMP, essa deve ser a forma de regulação 

intracelular, não havendo uma regulação significativa a nível transcricional. Ao 

se ligar com outras proteínas, PilZ afeta a motilidade e expressão de 

exopolissacarídeos, possuindo importante função na formação de biofilme 

mediada por c-di-GMP, além de influenciar na virulência (Hengge, 2009; Pratt 

et al., 2007).  

Os dados obtidos até o momento a respeito dos genes responsáveis 

pelo metabolismo de c-di-GMP em Acinetobacter são de análises proteômica 

(Shin et al., 2009) e de dados depositados em bancos de dados de genes e 

proteínas como o GenBank. Esse é o primeiro estudo a analisar os genes 

responsáveis pelo metabolismo de c-di-GMP em A. baumannii e sua expressão 

durante a formação do biofilme. Visto sua importância na regulação celular, 

mais estudos devem elucidar as proteínas envolvidas nesse processo em A. 

baumannii. 

5.3.2 – Proteínas responsáveis pelo pili CsuAB e sistema de 

transdução de sinal com dois componentes BfmRS.  

Segundo Tomaras et al (2003), os genes csuA e csuB, os quais 

codificam as proteínas CsuA e CsuB, que são subunidades do pili de A. 

baumannii, e fazem parte do operon csuABCDE. Nesse trabalho os genes 

csuAB das cepas AbA e AbH tiveram sua expressão diminuída no biofilme de 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shin%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20127467
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24 horas. O resultado poderia ser explicado, pois a expressão de csuAB pode 

ser requerida somente no início da formação do biofilme sendo sua expressão 

inibida nos passos seguintes, visto que tais genes são importantes nas 

primeiras etapas da formação de biofilme em superfícies plásticas (Tomaras et 

al., 2003). Além disso, a produção desse tipo de apêndice não esta 

correlacionado com a quantidade de biofilme formado por diferentes isolados 

clínicos em superfícies de plástico e vidro (McQueary & Actis, 2011).  

Este resultado poderia ainda indicar que a expressão desses genes 

pode não ser necessária para a formação do biofilme nesses isolados, assim 

como constatado no trabalho de Breji e colaboradores (2009) no qual o operon 

csuABCDE não foi necessário para aderência a células bióticas. A. baumannii 

pode se aderir às superfícies bióticas por meio de pili curtos, produzidos 

independentemente desse operon, sendo vistos principalmente do lado que a 

bactéria se adere à superfície de célula do hospedeiro (Breji et al., 2009). 

Também tem sido reportado que nem todas as cepas de A. baumannii 

produzem a proteína CsuA/B sugerindo que diferentes isolados clínicos podem 

produzir pili com diferentes propriedades físico-químicas e funcionais 

(McQueary & Actis, 2011).   

O gene que codifica o sensor de dois componentes, bfmRS, 

apresentou o mesmo padrão de expressão, independente da condição de 

crescimento. O bfmS, uma quinase sensora, recebe os sinais extracelulares e 

quando necessário fosforila bfmR, um regulador de resposta, o qual continua a 

tradução de sinais nas células (Tomaras et al. 2008). Assim, o operon bfmRS 

regula a transição da iniciação da formação de biofilme para a maturação deste 



 

62 
 

(Petrova & Sauer 2009). Portanto, a expressão constitutiva de bfmRS ressalta 

a sua importância em perceber as condições do meio e assim fazer a 

sinalização intracelular sempre que necessário.   

5.3.3 – Proteínas PgaA, Bap e AbaI 

O gene pgaA apresentou-se superexpresso no biofilme. A proteína 

PgaA é importante para a produção do PNAG, um polissacarídeo importante 

para  formar a camada que protege o biofilme, o EPS. Visto que a integridade 

da estrutura do biofilme geralmente depende desses polissacarídeos, o 

aumento da expressão desse gene apoia os dados da literatura. 

Interessantemente, o tratamento com antibióticos que tenham como alvo o 

ribossomo (eritromicina, cloranfenicol, tetraciclina, estreptomicina) parecem 

induzir o biofilme através da super-regulação de PNAG em E. coli (Boehm et 

al., 2009). Esse polissacarídeo também apresenta efeitos na interação 

bactéria-hospedeiro afetando a colonização, virulência e evasão do sistema 

imune em infecções causadas por espécies Gram-positivas e Gram-negativas, 

e também na interação com superfícies abióticas (Cerca et al., 2007; Sloan et 

al., 2007; Vuong et al., 2004).  Dessa forma, pode ser considerado um 

importante fator de patogenicidade de A. baumannii.   

A importância do gene bap também já foi descrita para a formação 

de biofilme em A. baumannii. De fato, houve um aumento significativo da 

expressão de bap no biofilme. Bap apresenta uma estrutura similar às adesinas 

bacterianas, e pode funcionar como uma adesina intercelular de maneira a 

suportar a estrutura madura do biofilme (Loehfelm et al., 2008). As Bap estão 

envolvidas na ligação primária à superfície e também, junto com poli-β-N-

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Loehfelm%20TW%22%5BAuthor%5D
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acetilglucosamina (PNAG), estão envolvidas na agregação célula-à-célula, 

influenciando assim na maturação do biofilme (Latasa et al., 2006). Além disso, 

as proteínas Bap podem ser um importante fator de aderência a células 

eucarióticas por sua propensão a aumentar a hidrofobicidade superficial da 

bactéria, considerado um importante passo na colonização e infecção do 

hospedeiro (Brossard et al., 2011). Ainda, essa proteína é altamente 

imunogênica, originando um aumento do nível de anticorpos quando 

administradas em camundongos (Fattahian et al., 2011), podendo ser um 

importante alvo terapêutico.  

O aumento da expressão desses genes corrobora os dados já 

descritos na literatura, indicando que para as condições testadas eles também 

são importantes na formação e na manutenção do biofilme bacteriano de A. 

baumannii.  

Por outro lado, o gene abaI, o qual direciona a produção de sinais de 

uma acil-homoserina lactona (AHL), que funciona como uma molécula 

sinalizadora no sistema regulatório quorum sensing (Bassler, 1999; Gonzalez 

et al., 2009), foi mais expresso em AbA. Porém, a amostra clínica AbH não 

variou sua expressão durante as duas condições (biofilme e vida planctônica), 

apesar de estudos demonstrarem sua necessidade para a formação de biofilme 

em A. baumannii (Niu et al., 2008). A proteína AbaI apresenta papel importante 

em organizar  a expressão de exoproteases, sideróforos, exotoxinas e alguns 

metabólitos secundários (Bassler, 1999; Gonzalez et al., 2009; Anbazhagan et 

al., 2012). Talvez existam outras proteínas responsáveis pela produção das 

moléculas de AHLs, além de AbaI, em AbH, ou que outras moléculas do 
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quorum sensing possam também estar envolvidas na sinalização dentro do 

biofilme. 

5.3.4 – Fator de virulência OmpA 

A proteína transmembrana OmpA funciona como porina, 

influenciando na adesão a superfícies e na absorção de antimicrobianos. De 

fato, ompA foi superexpresso durante a formação de biofilme pelas amostras 

testadas. Ainda, a expressão foi mais elevada na cepa hospitalar AbH, que 

quando comparado com a cepa AbA (ATCC19606), indicando que poderia 

haver uma relação entre a  resistência aos antimicrobianos e a expressão de 

ompA. 

Estudos demonstraram que a OmpA age como fator de virulência 

sendo responsável pela morte celular, resistência sérica, adesão e invasão à 

célula hospedeira. A proteína OmpA de A. baumannii (AbOmpA) se liga 

diretamente às células eucarióticas e é direcionada até o núcleo através de sua 

região denominada NLS - uma sequência peptídica rica em lisina, a qual gera 

um sinal de localização nuclear. Essa proteína também foi encontrada em 

mitocôndrias da célula hospedeira. O direcionamento subcelular de AbOmpA 

até a mitocôndria induz a apoptose celular pela ativação da cascata de 

caspases e tradução de fatores que induzem a apoptose no núcleo (Choi et al., 

2008). Portanto, quando presente no núcleo induz diretamente a citotoxicidade 

e morte celular (Choi, 2008; Gaddy, 2009). Acinetobacter baumannii secreta 

ompA via OMV, vesículas, que quando presentes em tecidos infectados 

possuem um papel importante na entrega de toxinas e fatores de virulência as 

células hospedeiras e na indução da resposta imune (Moon et al., 2012; Kwon 
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et al., 2009).  É sabido que AbompA é essencial para A. baumannii se ligar a 

superfície biótica, mas possuindo apenas um papel parcial na formação  de 

biofilme em plásticos  (Gaddy et al., 2009). Pela expressão muito acentuada do 

gene opmA na amostra clínica AbH, a qual foi forte produtora de biofilme nos 

diversos meios testados, além do aumento da expressão em AbA, podemos 

deduzir que essa proteína possui uma importante função no biofilme quando as 

células estão aderidas a superfícies plásticas.     

5.3.5 – Proteínas ferro-enxofre (IscR, IscS, IscU) 

O operon iscRSU de ambas amostras e o gene csdA de AbH tiveram 

sua expressão aumentada durante a formação do biofilme. Além disso, iscU foi 

mais expressos na amostra hospitalar AbH. Tais genes estão envolvidos na 

formação do cofator [Fe-S], de extrema importância em diferenciados 

processos celulares metabólicos e regulatórios. É proposto que em baixas 

concentrações de Fe e/ou estresse oxidativo, a expressão de iscR é ativada, 

resultando em um aumento significante de apo-IscR acarretando na ativação 

do operon suf - um sistema alternativo de síntese do cafator [Fe-S] presente 

em E. coli - pela regulação de seu promotor, e não reprimindo o operon 

iscRSU. Entretanto, em A. baumannii o sistema suf não foi observado, ficando 

o sistema isc responsável, aparentemente, pela maioria da formação dos 

cofatores [Fe-S] na célula. Assim, a produção das proteínas IscRSU e CsdA 

provavelmente possuem grande importância para o biofilme, visto que as 

células estão em condições de estresse dentro dele (Crack et al, 2012).  

Além disso, a presença do cofator [Fe-S] tem sido relacionada com a 

virulência de algumas bactérias, como por exemplo, P. aeruginosa, onde a 
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ruptura da regulação do suprimento de cofator [Fe-S] atenuou drasticamente a 

virulência do patógeno. A proteína IscR controla a formação de biofilme em E. 

coli, através da regulação da expressão da fimbria tipo I. O estudo realizado 

por Wu e Outten (2008) mostrou que IscR tem uma importante função na 

regulação da formação de biofilme em E. coli, indicando que a deleção de iscR 

leva a uma regulação aumentada do operon fimAICDFGH, aumentando a 

formação de biofilme. Além disso, no estudo de Wu e Outten (2008) a deleção 

de IscR aumentou a formação de biofilme, contudo, em nosso estudo houve 

uma superexpressão de IscR, assim poderíamos constatar que essa proteína 

mesmo em grande quantidade não influenciaria negativamente na formação de 

biofilme em A. baumannii.  

Talvez em A. baumannii não exista a interação de IscR com o operon 

fimAICDFGH. Também, esse fato poderia ser explicado pela possível escassez 

de nutrientes e ferro no biofilme que impossibilitaria a formação do cofator na 

concentração necessária para as células e assim, sem grande concentração de 

[Fe-S], IscR estaria na forma apo-IscR permitindo a expressão de iscS e iscU 

importantes para a formação do biofilme como observado por Wu e Outten, 

(2009) em E. coli, pelo qual a deleção desses genes inibiu a formação de 

biofilme. Além disso, A. baumanni não possui o operon suf como a E. coli o 

qual é regulado por apo-IscR, não havendo a formação de cofator de outro 

modo a não ser pelo operon isc, assim os níveis do cofator não subiriam tão 

rápido resultando na conformação apo-IscR por mais tempo, permitindo a 

expressão de IscSU, necessário para formação de biofilme. Portanto, o 

resultado é condizente com o aumento de expressão dessas proteínas nas 
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amostras testadas, que além do aumento de IscS e IscU houve também um 

aumento da desulfurase CsdA para amostra maior produtora de biofilme, AbH. 

Além disso, AbH apresentou uma maior expressão de iscU, assim, poderia 

haver uma maior necessidade de formação do cofator que influenciaria em uma 

maior produção de biofilme.  



  
 

6. CONCLUSÕES 

As duas amostras clínicas analisadas de pacientes hospitalizados na 

cidade de Porto Alegre mostraram-se eficazes formadoras de biofilme em 

poliestireno. Da mesma forma, podemos observar que o meio de crescimento e 

a temperatura são variáveis importantes que irão determinar a espessura do 

biofilme formado por A. baumannii. Além disso, as amostras formaram biofilme 

em meio suplementado com sangue e em urina. Deste modo, a formação de 

biofilme pode estar relacionada com a patogenicidade de A. baumannii, 

principalmente na contaminação do ambiente hospitalar e de dispositivos 

médicos, sendo um risco para pacientes utilizando cateteres e ventilação 

mecânica e para pacientes diabéticos.   

A superexpressão dos genes wspR, csdA e do operon iscRSU  poderia 

indicar a sua importância na formação de biofilme por A. baumannii, como já foi 

observado para outras bactérias. O aumento de transcrição dos genes pgaA, 

ompA, bap, abaI de AbA, apoiam sua importância na formação de biofilme por 

A. baumannii, como outros grupos já haviam verificado.  A inibição dos genes 

eagg de AbA, pilZ e csuAB poderia indicar que não são necessários no biofilme 

de 24h. A falta de variação na transcrição dos genes eal, eagg de AbH e abaI 

poderia indicar que são sempre necessários na mesma proporção não 

importando a condição de crescimento, planctônica ou biofilme. Portanto, a 



  
 

regulação positiva dos genes wspR, pgaA, ompA, bap, csdA e do operon 

iscRSU é um indício de sua importância na formação e manutenção do biofilme 

por esse patógeno, podendo ser alvos de futuras terapias antimicrobianas.     



  
 

7. PERSPECTIVAS 

 

Verificar a atividade da proteína WspR em A. baumannii e analisar a sua 

importância para a produção de biofilme através de  silenciamento gênico e 

posterior análise fenotípica. 

Assim como, pesquisar sobre as demais proteínas estudadas 

principalmente a importância do operon IscRSU para a formação de biofilme 

por esse patógeno, pois não há dados na literatura demonstrando essa 

relação.  

Realizar análise transcricional dos genes testados em outras condições 

de crescimento, como diferentes meio e temperaturas de formação de biofilme, 

para verificar se o perfil transcricional se mantém. 
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9. ANEXO 

 

GRÁFICO 1: Comparação entre os ∆Cts de todos genes testados em cepas de Acintobacter 

bamannii (AbA e AbH) sob a forma de  vida livre (controle) e em biofilme (tratado).  

 

GRÁFICO 2: Diferença na expressão dos genes testado entre as duas amostras AbA (ATCC) e 

AbH (HPS), obtido na análise estatística. Indicando que os genes wspR, ompA, abaI, csdA e 

iscU  possuem diferença significativa de expressão entre as duas amostras.  


