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RESUMO: (Avaliagao da expressao relativa dos genes envolvidos na formagao de biofilme por Acinetobacter baumannii).
Acinetobacter baumannii ¢ um patégeno oportunista, de grande importancia no ambiente hospitalar devido a sua capacidade
de adquirir mecanismos de resisténcia, de aderir e formar biofilmes sob diferentes superficies. Devido a relevancia da infecgao
causadas pelo 4. baumannii torna-se fundamental o conhecimento dos mecanismos envolvidos na sua patogenicidade. Sendo
assim, o objetivo desse estudo foi realizar a analise transcricional dos genes envolvidos na formagao e manutengao do biofilme
(bap, abal ompA, bfmRS, csuAB, pgaA, pilZ, wspR, eal, eagg, IscRSU e csdA) de duas cepas clinicas de A. baumannii obtidas de
hospitais de Porto Alegre, Brasil (AbH e AbC) e uma cepa controle ATCC 19606 (AbA) sob diferentes condigdes de crescimento.
As cepas foram avaliadas quanto a sua capacidade de formar biofilme a 25 °C ¢ 37 °C, crescendo em caldo Luria Bertani (LB),
LB acrescido de 1% glicose (LB-G), LB acrescido de 10% sangue de carneiro (LB-SC) e urina pura (UP). A analise transcricional
foi realizada por PCR quantitativo em tempo real. A cepas AbH, AbC e AbA foram fortes formadoras de biofilme em LB e LB-G
a25e37°C. Em LB-SC, as cepas AbH e AbA foram fortes formadoras e AbC foi classificada fraca formadora de biofilme. Em
UP, a cepa AbH foi moderadamente formadora, AbC e AbA foram fracas formadoras de biofilme. Os genes wspR, pgaA, ompA,
bap, abal de AbA, csdA de Ab He o operon IscRSU foram superexpressos em biofilme; os genes eagg de AbH, pilZ ¢ csuAB
foram inibidos e os genes bfmRS, eal, eaggde AbA, csdA de AbA e abalde AbH nio possuiram uma variagao significativa na
expressdo durante a formagao do biofilme.

Palavras-chave: Biofilme, expressao diferencial, PCR quantitativo em tempo real.

ABSTRACT: (Evaluation of the relative expression of genes involved in biofilm formation by Acinetobacter baumannii).
Acinetobacter baumannii is an opportunistic pathogen of high importance in the hospital environment due to its ability to
develop resistance mechanisms as well as to adhere and form biofilms on different surface types. Due to the high relevance of
infections caused by 4. baumannii, knowing the mechanisms involved in its pathogenicity is of extreme importance. Thus, we
aimed to perform a transcriptional analysis on genes involved in biofilm formation and maintenance (bap, abal ompA, bfmRS,
csudB, pgaA, pilZ, wspR, eal, eagg, IscRSU e csdA) of two clinically isolated A. baumannii strains obtained from hospitals in
Porto Alegre city, Rio Grande do Sul state, southern Brazil (AbH and AbC), and of the reference strain ATCC 19606 (AbA),
cultivated under different growth conditions. Biofilm formation ability was evaluated at 25 and 37 °C using LB broth (LB), LB
+ 1% glucose (LB-G), pure urine (PU), and LB + 10% sheep blood (LB-SB). Gene transcriptional profiling was performed by
real time qPCR. Strains AbH, AbC and AbA were strong biofilm producers in LB and LB-G at 25 and 37 °C. In LB-SB, strains
ADbH and AbA were strong biofilm producers while AbC was a week biofilm producer. In PU, the strain AbH was a moderate
biofilm producer, while strains AbC and AbA were weak biofilm producers. Genes wspR, pgaAd, ompA, bap, abal de AbA; csdA
of AbH; and the operon IscRSU were all overexpressed in biofilms. On the other hand, genes eagg of AbH, pilZ and csuAB were
suppressed, while genes bfinRS, eal and eagg of AbA; csdA of AbA; and abal of AbH showed no significant variation in their
expression during biofilm formation.

Keywords: Biofilm, relative expression, Real Time qPCR.

INTRODUCAO

Acinetobacter spp. ¢ um cocobacilo Gram negativo,
que nas ultimas décadas tem sido caracterizado como
um importante patégeno nosocomial (Bergogneberezin
& Towner 1996). Infec¢des adquiridas em ambientes
hospitalares causadas por Acinetobacter spp. envolvem
principalmente o trato respiratorio, trato urindrio e feridas
podendo progredir para septicemia. Este patdgeno atinge
especialmente pacientes severamente doentes internados
em UTIs (Dijkshoorn et al. 2007). Possivelmente, uma

das principais razdes para a difusdo e persisténcia dos
surtos € a contaminagdo do ambiente hospitalar (Joseph
et al.2010).

Nos tltimos anos, tem sido reportados inlimeros surtos
de infecgdes hospitalares envolvendo Acinetobacter spp.
multi-resistentes a antibioticos em diversas partes do
mundo (Dent et al. 2010, Livermore et al. 2010, Rosen-
thal e al. 2010), e em alguns lugares cepas pan-resistentes
tem sido identificadas (Valencia et al. 2009), sendo o
Acinetobacter baumannii a principal espécie associada.
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Na cidade de Porto Alegre, os primeiros relatos acontece-
ram no ano de 2004, e em 2008 foi constatado um surto
causado por A. baumannii resistente aos carbapenémicos.
Acinetobacter baumannnii possui capacidade de sobre-
viver na maioria das superficies ambientais (Jawad et
al. 1998, Schreckenberger et al. 2010, Dijkshoorn et al.
2007). A habilidade potencial desse patogeno de formar
biofilme, pode explicar sua proeminente resisténcia a
antibioticos e propriedades de sobrevivéncia (Tomaras
et al. 2003).

Os estudos sobre a formagdo de biofilme e sobre os
genes responsaveis pela sua regulagdo tém aumentado,
mas ainda pouco ¢ conhecido. As proteinas até entdo
identificadas e relacionadas com a formagao de biofilme
em A. baumannii sao: Bap, Abal, Bla-pERLOmpA, Csu-
ABCDE, BfmRS e PgaABCD (Gaddy & Actis 2009).

Analisando o genoma de 4. baumannii, foi verificada
presenca dos genes wspR, eal, eagg e pilZ. A proteina
WspR, que possui dominio GGDEF com atividade
diguanilato ciclase, forma um mensageiro secundario
c-di-GMP que interfere nas fungdes de viruléncia aguda
e inibe varias formas de motilidade, controlando a troca
entre estilo de vida planctonico para a forma séssil em
biofilme. As proteinas com dominio EAL tem atividade
de fosfodiesterase que clivam a molécula de c-di-GMP,
cessando os sinais que influenciam na formagao de
biofilme, aumentando a motilidade das células, além de
aumentar a viruléncia de bactérias patogénicas (Hisert
et al. 2005, Branchu ef al. 2012). A proteina EAGG, faz
parte do grupo de proteinas que possui ambos os domi-
nios EAL e GGDEF, provavelmente influenciando tanto
na formagao quanto na clivagem de c-di-GMP (Hengge
2009). As proteinas com dominio PilZ interagem com
c-di-GMP, sendo ativadas por essa molécula, e assim
vao interagir com outras proteinas relacionadas com a
motilidade e expressdo de exopolissacarideos (Pratt et al.
2007). Além disso, A. baumannii possui o operon iscRSU
e 0 gene csdA em seu genoma. As proteinas IscRSU sao
responsaveis pela formagao do cofator [Fe-S], importante
nas reac¢des de oxirreducdo da célula (Py & Barras 2010).
A importancia desses genes na formacdo de biofilme ja
foi verificada em Escherichia coli (Wu & Outten 2008).

Devido a relevancia da infec¢do causadas pelo 4.
baumannii torna-se fundamental o conhecimento dos
fatores envolvidos com a formagao de biofilme. Assim,
o0 objetivo do trabalho foi comparar a expressao diferen-
cial dos genes envolvidos com formag¢ao e manutengéo
de biofilme (wspR, eal, eagg, pilZ, bap, abal, ompA,
csuAB, bfmRS, pgaABCD, iscR, iscSe iscU) entre células
planctonicas e aderidas ao biofilme de Acinetobacter spp.
obtidas em hospitais da cidade de Porto Alegre por PCR
quantitativo (qPCR).

MATERIAIS E METODOS

Amostras bacterianas

As cepas de Acinetobacter spp., denominadas AbH e
AbC, utilizadas neste trabalho foram gentilmente cedidas

pelo Hospital de Pronto Socorro (HPS) e Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA), respectivamente. Estas
cepas foram isoladas de surtos hospitalares em 2008.
Como controle positivo foi utilizada a cepa AbAde A.
baumannii ATCC19606.

Para analise da morfologia colonial, as bactérias foram
crescidas em meio Agar Sangue e meio MacConkey
por 24 horas a 37 °C. Para a confirmagao do género dos
isolados foram realizados testes bioquimicos com meio
triplice sugar andiron (TSI), teste da catalase e oxidase
e coloracao de Gram.

Para a caracteriza¢do da espécie foi considerado a
amplifica¢@o do gene bfinRS (que possui 100% de homo-
logia somente para a espécie A. baumannii) sendo entdo
considerado espécie-especifico) por reagdo em cadeia de
polimerase (PCR). A reacao foi realizada um volume final
de 20 uL, contendo: 0,02 U enzima Platinum® 7agDNA
polimerase (Invritrogen), 0,25 uM de oligonucleotideos
iniciadores bfmRS F: TTCATAATGATGGCATGGCT
e bfmRS R: ATCATCTAAACGGGCAAAGG, 3 mM
de MgCl,, Tampdo 7ag DNA polimerase 1X, 200 mM
de dANTP e 2 ul.de DNA total. A reagdo foi incubada
em termociclador MyCycler, Bio-Rad sob as seguintes
condigdes: desnaturagao inicial a 94 °C por 5 minutos,
seguidos de 40 ciclos a 94 °C por 15 segundos, 55 °C
por 10 segundos, 72 °C por 15 segundos, e extensao final
72 °C por 5 minutos.

Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

O antibiograma foi realizado pelo método de disco-
difusdo em meio Agar Mueller 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.

Suspensdo bacteriana e ensaio de biofilme em
microplacas de poliestireno

As cepas de Acinetobacter spp. foram inoculadas em
meio Luria Bertani (LB) e incubadas a 37 °C por 24
horas. Apds este periodo foi realizada a padronizagao
dos indculos de acordo com o protocolo de detecgdo de
biofilme em microplaca pelo método de cristal violeta
(Stepanovic et al. 2004). As colonias crescidas nas placas
de LB foram transferidas para uma solucdo salina até
turvacdo de 0.5 escala Mac Farland (1 x 103 UFC/mL).
Para os testes de formagao de biofilme in vitro foram
utilizadas as placas de microtitulacdo de poliestireno
com 96 pogos estéreis (TPP® Techno Plastic Products
AG). Assim, 20 pL de cada suspensdo bacteriana foram
transferidos para os pogos das microplacas junto com
aliquotas de 180 pL de caldo LB; ou LB suplementado
com 1% de glicose (LB-G); ou LB suplementado com
10% de sangue de carneiro (LB-SC) ou em urina pura
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(UP) estéril filtrada com membrana de 0,22 um(pH
6,5). Cada meio foi testado em oito repeticdes para cada
amostra. Utilizou-se como controle negativo o mesmo
volume dos meios de cultura, porém ausente de inoculo
microbiano. As microplacas foram submetidas a duas
diferentes temperaturas incubacao, a 25 °C (temperatura
ambiente) e 37 °C (temperatura corpérea) por 24 horas.
Ap6s este periodo, foram descartados os contetidos dos
pogos com as células planctdnicas e lavadas as placas
trés vezes com salina estéril. Adicionou-se metanol, para
a fixag@o do biofilme e as microplacas foram secas por
16 horas a temperatura ambiente. A seguir, corou-se 0s
pogos com solugdo de cristal violeta 0,5% a temperatura
ambiente, os quais foram posteriormente lavados com
agua e levemente secos a temperatura ambiente com
papel absorvente, para a adi¢@o de etanol 95% para sus-
pender o pellet. A densidade 6ptica (DO) dos biofilmes
bacterianos aderidos foi determinada com o auxilio de um
leitor automatizado de Enzyme-linked Immunosorbent
Assay (ELISA) em comprimento de onda de 450nm.

Todas as cepas foram separadas em categorias usando
a DO dos biofilmes bacterianos, como descrito ante-
riormente por Christensen et al. (1985) com 99% de
significancia. As amostras foram classificadas como: ndo
formador de biofilme (DO, <DOc-), fraco formador
de biofilme (DOc- <DO,, . < 2 x DOc-), moderado
formador de biofilme (2 x DOc- <DO,, ., <4 x DOc-)
¢ forte formador de biofilme (4 x DOc- <DO, .. ).

Extracdo de RNA e sintese de cDNA das células
planctomicas e aderidas do biofilme

A extragdo de RNA total foi realizada pelo método
brometo de cetiltrimetilamoénio (CTAB) modificado
para células bacterianas (Salter & Conlon2007). Para
as células planctonicas foi coletado 3 mL de célula
bacteriana crescidas de LB-G a 37 °C até uma DO ~0,4
(fase exponencial) e centrifugado por 3 minutos 13000
rpm. O pellet foi suspendido em ImL de RNAProtect
(Quiagen), incubado a temperatura ambiente por 10
min, e apos centrifugado por 10 minutos a 8000 rpm, ¢
o sobrenadante foi descartado.

Para as células aderidas do biofilme a extragdo foi
realizada de acordo com Smith ez a/ (2010) com modi-
ficagdes, 20 pL uma cultura bacteriana de DO ~0,1 foi
adicionada a uma garrafa de cultura de célula de 25 mm?
a qual continha 5 mL de LB-G e incubadas a 37 °C por
24 horas. Ap0s, as células planctonicas 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, ¢ entao
as c¢lulas 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 duas condi¢des foram lavados com 300 pL
de TE 1X (Tris 10 mM, EDTA 1 mM —pH 7,8), centrifu-
gados por 3 minutos a 13000 rpme suspendidos em 100

pL de TE. A estes pellets foi adicionado 3 pL de lisozima
(10 mg/mL) seguidos de incubagao por 10 minutos a 37
°C, ap6s as amostras foram centrifugadas novamente (3
minutos — 13000 rpm). Em seguida, foi adicionado 300
puL de EB-CTAB e as amostras incubadas a 60 °C por 20
minutos. Em cada amostra foi acrescentado 400 pL de
cloroférmio-alcool isoamilico (24:1), agitando em vortex
e centrifugando-se por 12000 rpm por 5 minutos. A fase
aquosa foi removida (~300 pL) e transferida para um
novo microtubo e 300 pL de isopropanol foi acrescido,
e o microtubo incubado a — 20°C por pelo menos 30
min. Centrifugou-se a 12000 rpm por 15 minutos (4°C)
e o sobrenadante foi descartado por inversdao. O RNA
foi suspendido em volume apropriado (entre 20 e 50
uL) de agua deionizada. A extracdo de RNA total tanto
das células aderidas quanto das células planctonicas foi
realizada em triplicata bioldgica.

Para a sintese do cDNA, o RNA total extraido de
ambas as condigdes foi padronizado de modo que em 10
pL continha em torno de 1 pg de RNA total, o qual foi
primeiramente tratado com DNase (Fermentas) para eli-
minar a presenc¢a de moléculas de DNA total que tenham
sido extraidas juntamente com o RNA total, para ndo
interferir na amplificagdo por PCR quantitativo em tempo
real. Ap6s o tratamento, o RNA total foi utilizado como
molde para a sintese do DNA complementar (cDNA)
total, para tanto 10 uM de oligodT (20) (Invitrogen) e 200
U da enzima transcriptase reversa M-MLV (Promega),
foram adicionadas a 1 pg de RNA, seguindo as instrugdes
do fabricante. Para avaliar a eficiéncia do cDNA, uma
aliquota de cDNA foi empregado na reacao de PCR com
o oligonucleotideos iniciadores /6SrRNA. Uma curva
de diluigdo dos cDNAs (1:25, 1:50, 1:100) foi realizada
para verificar qual a concentragdo apresentava melhor
eficiéncia na reacao de PCR quantitativo em tempo real.

Analise transcricional dos genes envolvidos na forma-
¢do de biofilme - PCR quantitativo em tempo real

Averificacdo da expressdo génica relativa foi realizada
através de experimentos de PCR quantitativo em tempo
real, no Laboratorio de cocos Gram-positivos e micro-
biologia molecular, UFCSPA, Brasil. Os genes /6SrRNA,
rpoB, rpoD e gyrB foram testados como constitutivos
(Tab. 1) para posterior normalizag¢do dos dados, por ja ser
descritos na literatura para algumas bactérias (Higgins et
al. 2004, Pyla et al. 2009, Park et al. 2011, Fernando &
Kumar, 2012). Ap6s,o0s genes csudB, bfmRS, pgaA,bap,
abal, ompA, wspR, eal, eagg, pilZ, iscR, iscS, iscU, csdA
envolvidos com a formacdo de biofilme foram analisados
(Tab. 2).

A reagdo de PCR quantitativo em tempo real foi rea-
lizada em microplacas de poliestireno de 96 pogos utili-
zando o termociclador de PCR em Tempo Real (Applied
Biosystems 7500). Para a reagdo de PCR quantitativo
(qPCR)utilizou-se o seguinte protocolo: 0,1 uM oligonu-
cleotideos iniciadores sense e anti-sense; 25 WM dNTPs;
1 x tampdo PCR; 3 mM MgClL,; 1 x SYBR green; 0,25 U
enzima Platinum 7aq DNA polimerase e d4gua para um
volume final de 20 pL apds adi¢do del0 uL. de cDNA
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Tabela 1. Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores testados
como normalizadores para a analise transcricional por PCR quantita-
tivo em tempo real com os respectivos tamanhos dos fragmentos de
amplificacdo. Abreviatura: T, tamanho da sequéncia)

Gene Sequéncia nucleotidica T (pb)*
16SrRNA 5" AGAACCTTACCTGGCCTTGA 37 109

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’

* Tamanho do produto, em pares de bases (pb).

das células aderidas ou planctonicas. Foram utilizadas
as seguintes condi¢des: passo inicial para ativacdo da
polimerase de 5 minutos a 94 °C, seguido de 40 ciclos de
15 segundos a 94 °C, 10 segundos a 60 °C, e 15 segundos
a72 °C, seguida da analise da curva de melting e medida
da fluorescéncia de 60 a 95 °C.

Os ensaios foram realizados em replicatas (triplicatas
biologicas e quatro replicatas experimentais) na mesma
placa e areagdo feita para o mesmo gene e para os cDNA
de células aderidas e cDNAs células planctonicas. As-
sim, o threshold foi determinado ao mesmo tempo para
as duas condi¢des a fim de analisar os Cts para cada par
de oligonucleotideos iniciadores apresentando a mesma
eficiéncia de reacdo.

Para analise de expressao relativa dos genes envolvi-
dos com a formagdo de biofilme, os resultados gerados,
thresholdcycles (Cts), pela reagdo de PCR quantitativo
em tempo real foram analisados pelo método compara-
tivos de Cts, 2722¢ (Livak & Schmittgen, 2001). Primei-
ramente os genes constitutivos /6SrRNA, gyrB, rpoB ¢
rpoD foram analisados com o programa Norm Finder,
que ¢ um algoritmo utilizado para identificagdo do melhor
gene normalizador entre um conjunto de candidatos clas-
sificando os candidatos de acordo com sua estabilidade de
expressao (http: /www.mdl.dk/publicationsnormfinder.
htm; Andersen et al. 2004).

Entdo, foi feita uma média dos Cts das replicatas

de cada gene para cada condi¢do testada (biofilme e
planctonica), das triplicatas bioldgicas e quadruplica-
tas experimentais, e foi calculado o respectivo desvio
padrdo. Apo6s identificar o melhor gene constitutivo foi
feita analise das expressdes génicas dos genes testados
seguindo os seguintes calculos:
1) ACT = CT gene testado T gene constitutivo? sendo o des-
vio padrdo calculado pela formula s = (s> + s5,)"2.
2) AAC=AC i ime —AC ancionica SENO 0 desvio padréo
o mesmo gerado para o AC_na condi¢do de biofilme.
3) 2—AAC1

Analise estatistica

A analise estatistica relacionada a formagao de bio-
filme nos diferentes meios e temperaturas foi realizada

Tabela 2. Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores utilizados na
analise transcricional por PCR quantitativo em tempo real com os
respectivos tamanhos dos fragmentos de amplificacdo.

Gene Sequéncia nucleotidica T (pb)*
bfinRS 5’ TTCATAATGATGGCATGGCT 3° 104
5> ATCATCTAAACGGGCAAAGG 3’
abal 5> AATGCCTATTCCCTGCTCAC 3’ 132
5" ATTGCTTCTTGCAGAATTGC 3’
pgad 5> AGCAGGAGTCCGTCTTGATT 3° 103
5’ TGCATCAAGGGCTTGTAGAG 3’
‘;:Z_ 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”7 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’
csd4 5" ACGTCGAATTGTAGCGTCTG 3”7 105
5" GGCACACTGGGTTCACTATG 3’

* Tamanho do produto, em pares de bases (pb).

pela Analise de Variancia simples (Oneway ANOVA). A
analise estatistica entre os AC_ dos biofilmes e 0os AC
das células planctonicas para todos os genes analisados
foi realizada pelo programa SAS System utilizando o
modelo linear.

RESULTADOS
Caracteriza¢do das cepas de Acinetobacter spp.

As cepas AbA, AbH e AbC, inoculadas em meio
Mac Conkey apresentaram morfologias colonias com-
pativeis com Acinetobacter spp. como superficie lisas,
consisténcia mucoides, transparéncia opacas, pigmento
levemente rosadas e forma arredondadas; e em meio
Agar Sangue suas colonias apresentaram coloragio
acinzentada. Pelos resultados dos testes bioquimicos as
bactérias ndo fermentaramo meio TSI, foram catalase
positivas, oxidase negativas e se coraram como cocoba-
cilos Gram negativas, a partir desses resultados as trés
amostras foram consideradas compativeis com o género
Acinetobacter spp.

Todas as cepas amplificaram o fragmento de DNA de
104 pares de base (pb) esperado para com oligonucleoti-
deos iniciadores bfinRS, sendo dessa forma classificadas
como A. baumannii.
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Perfil de susceptibilidade

A partir dométodo de disco-difusdo, a cepa AbA
apresentou fenotipo de resisténcia aos antibioticosam-
picilina, ceftriaxona, cefuroxima/Na, sulfametoxazol/
trimetroprima e intermedidrio & gentamicina, cefotaximae
cefepime. A cepa AbH apresentou fenotipo de resisténcia
a amicacina, ampicilina/sulbactam, ampicilina, cef-
triaxona, cefuroxima/Na, ciprofloxacina, gentamicina,
sulfametoxazol/trimetroprima, ticarcilina/clavulanato,
cefepime e cefotaxima e intermedidrioaceftazidimee Pip/
tazobactam. J4 amostra AbC apresentou sensibilidade
somente a doxiciclina (Tab. 3), sendo considerada uma
cepa multirresistente (Kempf & Rolain 2012).

Formagado de biofilme

Ambas as cepas foram capazes de formar biofilme em
microplacas de poliestireno em todos os meios testados.
Quando crescidas em LB ¢ LB-G a 37 °C, todas foram
classificadas como fortes formadoras de biofilme. Foi
observado que a presenga da glicose influenciou a densi-
dade 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. Ja,
sob a temperatura de 25 °C, ndo houve diferenca entre
as DOs das cepas crescendo nos meios LB e LB-G (p=
0,354), sendo todas amostras fortes formadoras de bio-
filme em ambas as condigdes. No meio LB-G, ndo houve
diferenca significativa entre as DOs dos biofilmes nas
temperaturas de 37 e 25 °C (p= 0,738). Por outro lado,
no meio LB, houve diferenga significativa entre as DOs
sob as temperaturas de 37 e 25 °C, sendo que as DOs
observadas pelas cepas crescendo nesse meio foram
maiores a 25 °C do que a 37 °C (p= 0,025). Logo, a gli-
cose influenciou no aumento da espessura do biofilme a
37 °C, mas nao teve efeito a 25 °C, e a temperatura de
25 °C induziu um aumento de espessura no meio sem

Tabela 3.Analise de suscetibilidade aos antimicrobianos analisados
de acordo com o CLSI (2012) das amostras de Acinetobacter
baumannii.
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Antibioticos

Amicacina
Ampicilina/Sulbactam
Ampicilina
Ceftazidima
Ceftriaxona
Cefuroxima/Na
Ciprofloxacina
Doxiciclina
Gentamicina
Imipenem

Meropenem
Sulfametoxazol/trimetroprim
Ticarcilina/clavulanato
Pip/tazobactam

A AT nNnAIAIR~FFIA

Cefepime

— — N I LN~ ®nIIN I NN
A PF ORI AR I AINR IR AIA

=

Cefotaxime

Abreviaturas: S, sensivel; I, intermediario; R, resistente.

adi¢do de glicose.

No meio LB-SC 4 37 °C, as cepas AbAe AbH foram
classificadas como fortes formadoras de biofilme, en-
quanto a cepa AbC como fraca formadora. Na presenca
da UPa37°C, as cepas AbA e AbC foram fracas forma-
doras e AbH moderada formadora de biofilme. Visto que
a cepa AbH apresentou maior capacidade de formagao de
biofilme, sempre obtendo as maiores DOs em todos os
meios e temperaturas testadas, essa amostra foi utilizada
para realizar a analise transcricional.

Andalise transcricional

As cepas AbA e AbH foram selecionadas para a analise
transcricional. A condigdo de crescimento bacteriano
para a avaliacdo transcricional foi LB-G a 37 °C, pois
nesse meio ¢ a essa temperatura o biofilme atingiu maior
espessura, biomassa.

A razdo das DOs 260/280 de todos RNAstotais ex-
traidos ficou entre 1,8-2,0, indicando baixo grau de
contamina¢do com proteinas durante o processo. Com o
objetivo de verificar a qualidade do cDNAs produzidos,
todos foram submetidos a uma reagdo de PCR utilizando
os oligonucleotideos iniciadores que amplificam a regido
conservada do gene /6SrRNA 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 ndo apresentou amplificacdo de
DNA. Esses cDNAs foram diluidos 1: 25, 1: 50, 1: 75 ¢
1: 100 e verificou-se que a dilui¢do 1: 100 apresentou a
melhor eficiéncia, sendo essa dilui¢do usada para todas as
amostras nas reacdes de PCR quantitativo em tempo real
e determinacao do threshold, com genes a serem testados.

Dentre os possiveis genes constitutivos analisados
(16SrRNA, gyrB, rpoB e rpoD), o que apresentou a menor
variagdo na expressdo génica entre as duas condi¢des
testadas, obtendo assim a melhor estabilidade, de acor-
do com a analise no programa NormFinder, foi o gene
gyrB (Tab. 1). A partir dessa analise, o gene gyrB foi
considerado o melhor gene constitutivo e utilizado para
normalizar todos os Cts gerados dos genes e amostras
testados por PCR quantitativo em tempo real (Tab. 4).

Foi observada a presenca ou ndo de variacdo signifi-
cativa entre os ACts dos genes testados das condi¢des
de vida livre (controle) e de biofilme (teste). Nao houve
diferenga significativa entre os ACts de biofilme e de
vida livre, para os genes eal e bfmRS de ambas amostras,
eagg e csdA de AbA e abal de AbH (p< 0,05). Quando
houve diferenca estatistica entre os ACts (p<0,05) o gene
foi considerado como sendo mais expresso (22¢>1) ou
menos expresso (244¢<1) durante a formagdo de biofil-
me quando comparado com a vida livre (Figs. 1 € 2). O
gene wspR teve sua expressdo aumentada na condigdo
de biofilme nas duas amostras, sendo 24 = 4,50 ¢
2-aact oa = 2,77. Além disso, esse aumento na expressao
foi maior na amostra AbH, a qual ¢ resistente a uma gama
de antibioticos, quando comparada com a amostra AbA
(p=0,0115). Os genes eal de ambas as cepas (224, =

AbA

0,79  24¢t  =0,91) e eagg de AbA (2, =0,77)
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Tabela 4.Valores de estabilidade dos genes testados como constitu-
tivos analisado pelo programa NormFinder (Andersen et al. 2004).

Genes Valores de estabilidade
16SrRNA 0,018

gyrB '? 0,007

rpoB 0,011

rpoD? 0,007

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

nao tiveram variagdo significativa na expressdo génica
(p>0,05) entre a condi¢@o planctonica e a condi¢do de
biofilme. Ja o gene eagg de AbH (224 =0,95) foi menos
expresso no biofilme (Figs. 1 ¢ 2). O gene pilZ teve sua
expressdo diminuida em ambas cepas (24, =0,19 ¢
e =0,60) (Figs. 1 e2).

Os genes csudB de AbA (2-22¢=(,08) ¢ AbH (222“=
0,0) tiveram sua expressdao diminuida no biofilme. Con-
tudo o gene que codifica o sensor de dois componentes,
bfmRS, ndo apresentou variacao significativa na expres-
sdo entre as duas condigdes (24" = =0,75e 2, =
0,90), indicando que ele ¢ sempre expresso da mesma for-
ma (p >0,05), independente da condigdo de crescimento.

Os genes pgad (24, =1,65e2“,  =1,95), bap
(2 1 =2,02e2¢ - =1,43) eompAd (244, =2,35
e 27¢ = 10,39) tiveram um aumento na expressao
génica na condi¢o de biofilme. Ainda, o gene opmA teve
expressao mais acentuada na amostra hospitalar AbH,
durante o biofilme quando comparado com o aumento da
expressdo na amostra ATCC, AbA. Ja o gene abal foi
mais expresso em AbA (24¢= 2,09) enquanto, que na
cepa clinica AbH (2-44¢= [,08) ndo variou sua expressao
durante as duas condigdes (Figs. 1 e 2).

Ooperonisc R (2%, =6,01 e242 = =4.84), iscS
(28 = 3,69e24¢  =3,63),iscU (24, ,=1,48¢

10

Expressao génica relativa (2-44CT)

=
-

2-AAC1

o — 0,29) € o0 gene csdA de AbH (244, = 5,56)
tiveram sua expressdo aumentada durante a formagdo do
biofilme (Figs. 1 € 2). Ja o gene ¢sd4 de AbA nao variou
a expressao entre a vida planctonica e o biofilme. Além
disso, iscU foi mais expresso na amostra AbH.

DISCUSSAO

Em relagdo a resisténcia a antimicrobianos a cepa AbH
apresentou resisténcia a varias classes de antimicrobia-
nos, exceto aos carbapenémicos e doxiciclina, por sua
vez, a cepa AbC apresentou resisténcia a quase todos
antimicrobianos, inclusive carbapenémicos, exceto resis-
téncia a doxiciclina, sendo considerada uma cepa MDR
(Kempf & Rolain 2012). Como em outros paises, no
Brasil ja foram descritas infecgdes hospitalares causados
por AbMDR em varios estados do pais (Levin et al. 1996,
Sader et al.2001, Furtado et al. 2011, 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), que incluiu 16 hospitais
brasileiros e 2.563 pacientes, entre 2007 ¢ 2010, consta-
taram que 11,4% foram causadas com Acinetobacter spp.
(Marra et al. 2011). Na cidade de Porto Alegre, entre os
anos de 2004 e 2008 mais de 500 casos foram detectados
envolvendo surtos em 16 hospitais (Martins et al. 2009,
Martins et al. 2012).

Um estudo realizado por Prates ef al. 2011 com 66 pa-
cientes internados na UTI de um hospital de Porto Alegre
infectados ou colonizados por AbDMDR, 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 ef al.2011).

wspR
bfmRS
eal

eagg

IR ARRRND
°
N

i
i

Figura 1. Expressao relativados genes wspR, eal, eagg, pilZ, pgad, ompA, bap, abal, bfimRS, csuAB, iscRSU e csdA de AbA durante a forma-
¢do de biofilme bacteriano. Analise dePCR quantitativo em tempo real de AbA(condigéo teste) pelo método de expresséo relativa 244, onde
o RNA total das células planctonicas foi utilizado como condigdo controle. Os valores foram normalizados com o gene constitutivo gyrB. Os
dados estao apresentados de acordo com o nivel de aumento ou diminui¢éo na expressao relativa, em comparagdo com o gene constitutivo nao
mostrando variagdo (244“=1.0). Foram utilizadas triplicatas bioldgicas e quadruplicatas experimentais para oPCR quantitativo em tempo real.
*Indica diferencga estatistica em uma analise prévia entre os dados do AACt do biofilme, quando comparados com ACt das células planctonicas.
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Figura 2. Perfil transcricional dos genes wspR, eal, eagg, pilZ, pgaA, ompA, bap, abal, bfmRS, csuAB, iscRSU e c¢sdA de AbH durante a forma-
¢do de biofilme bacteriano.Analise de PCR quantitativo em tempo real de AbH(condigdo teste) pelo método de expressdo relativa 244 onde
o RNA total das células planctonicas foi utilizado como condig@o controle. Os valores foram normalizados com o gene constitutivo gyrB. Os
dados estao apresentados de acordo com o nivel de aumento ou diminuigédo na expressao relativa, em comparagdo com o gene constitutivo nao
mostrando variagdo (2-44“=1.0). Foram utilizadas triplicatas bioldgicas e quadruplicatas experimentais para o PCR quantitativo em tempo real.
*Indica diferenca estatistica em uma analise prévia entre os dados do AACt do biofilme, quando comparados com ACt das células planctonicas.

Acinetobacter baumannii possui capacidade de
provocar surtos de infec¢des hospitalares recorrentes.
Uma das provaveis explica¢des para a persisténcia no
ambiente hospitalar é a sua conhecida capacidade de
formar biofilme em superficies abioticas (Vidal et al. 1996,
Rodriguez-Bafio et al. 2008, Gaddy & Actis 2009). No
presente estudo foi observado que as trés cepas testadas
apresentaram capacidade de formacao de biofilme. No
crescimento a 37 °C em meio LB, todas as amostras
foram classificadas fortes formadoras de biofilme, e
a presen¢a da glicose aumentou significativamente a
quantidade de biofilme formado. A influéncia da glicose
na formagdo de biofilme ¢é relevante e poderia explicar
o fato de que pacientes diabéticos sdo 10 vezes mais
propensos a desenvolver infec¢des por A. baumannii, do
que individuos ndo-diabéticos (Alsultan er a/.2009). A
diabetes ¢ considerada uma comorbidade que influencia
na colonizag@o e infecgdo por esse patogeno, além de
contribuir para o mau prognoéstico do paciente, levando
a um maior indice de mortalidade (Chen et al.2001,
Falagas et al. 2007, Michalopoulos et al. 2011, Prata-
Rocha et al. 2012).

Quando submetidas ao crescimento a 25 °C, as cepas
apresentaram um fenotipo de fortes formadoras de bio-
filme em LB e em LB-G. 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 nimero limitado de
amostras desse estudo e algumas diferencas metodolo-
gicas, os resultados condizem com os achados por Marti
et al. (2011), que analisaram a capacidade de formagéo
de biofilme de 64 cepas A. baumannii, crescendo em

caldo MiiellerHinton, por 72 horas, e observaram que a
formagdo de biofilme foi maior a 25 °C do que a 37 °C
(Marti et al. 2011). Portanto, a persisténcia de 4. bau-
mannii no ambiente hospitalar pode ser explicada por
sua capacidade de formagao de biofilme nas superficies
abioticas, como plastico e vidro, a temperatura ambien-
te, provavelmente resistindo a desinfec¢do (Rajamohan
et al. 2009). Entretanto, quando crescidos em LB-G,
as temperaturas de 25 °C e 37 °C nao influenciaram a
quantidade de biofilme formado.

Na presen¢a da urina, as cepas AbA e AbC foram
classificadas como fracas formadoras e a cepa AbHcomo
moderada formadora de biofilme. Ja no meio LB-SC,
AbA e AbH apresentaram fen6tipo de fortes formadoras,
e AbC foi moderada formadora de biofilme. A capacidade
de formar biofilme nesses meios ¢ um fato extrema-
mente relevante e sua importancia deve ser levado em
consideracao na clinica, visto que 4. baumannii causa
infec¢des no trato urindrio e bacteremia em pacientes
imunodeprimidos ou com doengas de base, e tem como
um dos fatores predisponentes de infecgdes o uso de
cateter urinario e cateteres venoso central. Assim, as
bacteremias associadas ao uso de cateter venoso central
possuem uma alta taxa de mortalidade e as infec¢des
urinarias resultantes do uso de cateter tem carater recor-
rente (Jung et al. 2010, Lee et al. 2010, Pour et al. 2011,
Marra et al. 2011, Djeribi et al. 2012).

As trés cepas testadas nesse trabalho possuem o gene
wspR, cuja proteina codificada apresenta o dominio
GGDEF, responsavel pela atividade diguanilato ciclase.
Além disso, o gene wspR teve sua expressdo aumentada
na condi¢do de biofilme de AbA e AbH. Ainda, esse au-
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mento na expressao foi maior na amostra AbH, podendo
ser um indicio que essa proteina seja bem conservada
entre as amostras de 4. baumannii, sendo o produto gera-
do pela enzima, a molécula de c-di-GMP, um importante
regulador na mudanca entre a fase planctonica e a fase
séssil, assim como para Pseudomonas aeruginosa (Heng-
ge 2009). O c-di-GMP estimula a biossintese de adesinas
e exopolissacarideos da matriz em biofilmes (Spiers et
al. 2003) Bohannon et al., 2003, interfere nas fungdes
de viruléncia aguda e inibe varias formas de motilidade,
estando universalmente envolvido no controle da troca
entre o estilo de vida planctonico movel e o biofilme
séssil da bactéria (D’ Argenioet al. 2002).

Os genes eal de ambas as cepas hospitalares ndo
apresentaram variagao significativa na expressao génica
entre a condi¢do planctonica e a condi¢do de biofilme.
Esse gene codifica proteinas com o dominio EAL, que
provavelmente tem fungdo de fosfodiesterase, a qual cliva
a molécula de c-di-GMP (Tchigvintsev et al. 2010). A
proteina fosfodiesterase DipA de P. aeruginosa aumenta
sua atividade em resposta a mudangas repentinas nas
concentragdes de nutrientes, reduzindo os niveis de c-
-di-GMP quando comparados com o biofilme e células
planctonicas (Roy et al. 2012). Igualmente, o gene eal de
A. baumannii pode variar sua expressao somente durante
variagdes bruscas no meio em que se encontra, sendo
uma possivel explicagdo para eal ndo ter apresentado
uma variacdo em sua expressao nas condigdes testadas.

O gene eagg de AbA ndo apresentou variacdo na sua
expressdo. Por outro lado, o mesmo gene emAbH foi
menos expresso no biofilme. Esse gene codifica protei-
nas com o dominio EAL e dominio GGDEF. Visto que
tal proteina possui os dois dominios tanto para formar,
como para quebrar a molécula de c-di-GMP, ¢ plausivel
que sua expressao nao varie entre a condi¢ao de biofilme
e de vida livre. Além disso, A. baumannii possui outras
proteinas que podem estar desenvolvendo sua atividade
em AbA e AbH, durante a formagao do biofilme.

O gene pilZ teve sua expressdao diminuida em AbA
e AbH. O dominio pilZ faz parte de proteinas efetoras
ligantes de c-di-GMP. Existe a possibilidade de haver
outras proteinas com dominio PilZ em A. baumannii
desempenhando tal fung@o. Além disso, como a atividade
da proteina ¢ aumentada pela ligagdo de c-di-GMP, essa
deve ser a forma de regulagéo intracelular, ndo havendo
uma regulacdo significativa a nivel transcricional. Ao
se ligar com outras proteinas, PilZ afeta a motilidade e
expressao de exopolissacarideos, possuindo importante
fun¢do na formacgao de biofilme mediada por c-di-GMP,
além de influenciar na viruléncia (Hengge 2009, Pratt
et al. 2007).

Os genes csuAd e csuB, os quais codificam as proteinas
CsuA e CsuB, que s3o subunidades do pili de 4. bauman-
nii fazendo parte do operon csudBCDE (Tomaras et al
2003). Nesse trabalho, os genes csudB das cepas AbA e
AbH tiveram sua expressao diminuida no biofilme de 24
horas, pois a expressdo de csuAB ¢ requerida somente
no inicio da formagao do biofilme sendo sua expressao

inibida nos passos seguintes, visto que tais genes sdo
importantes nas primeiras etapas da formacao de biofilme
em superficies plasticas. Além disso, a produgdo desse
tipo de apéndice nao estacorrelacionada com a quantidade
de biofilme formado por diferentes isolados clinicos em
superficies de plastico e vidro (McQueary & Actis 2001).

O gene que codifica o sensor de dois componentes,
bfmRS, apresentou o mesmo padrio de expressdo, in-
dependente da condic¢do de crescimento. O bfnS, uma
quinase sensora, recebe os sinais extracelulares e quando
necessario fosforila bfimR, um regulador de resposta, o
qual continua a tradugdo de sinais nas células (Tomaras
et al. 2003). Assim, o operon bfinRS regula a transicdo
da iniciacdo da formacdo de biofilme para a maturagao
deste (Petrova & Sauer 2009). Portanto, a expressao
constitutiva de hfmRS ressalta a sua importancia em
perceber as condigdes do meio e assim fazer a sinalizago
intracelular sempre que necessario.

O gene pgaA apresentou-se superexpresso no biofilme.
A proteina PgaA é importante para a produgdo do PNAG,
um polissacarideo importante para formar a camada
que protege o biofilme, o EPS. Visto que a integridade
da estrutura do biofilme geralmente depende desses
polissacarideos, o aumento da expressao desse gene apoia
os dados da literatura. Interessantemente, o tratamento
com antibioticos que tenham como alvo o ribossomo
(por exemplo, eritromicina, cloranfenicol, tetraciclina e
estreptomicina) parecem induzir o biofilme pela super-
regulagdo de PNAG em E. coli (Boehm et al. 2009). Esse
polissacarideo também apresenta efeitos na interag@o
bactéria-hospedeiro afetando a colonizagdo, viruléncia
e evasdo do sistema imune em infecgdes causadas por
espécies Gram-positivas e Gram-negativas, e também
na interagao com superficies abioticas (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 importancia do gene bap também ja foi descrita
para a formacdo de biofilme em A. baumannii. De fato,
houve um aumento significativo da expressao de bap no
biofilme. Bap apresenta uma estrutura similar as ade-
sinas bacterianas, e pode funcionar como uma adesina
intercelular de maneira a suportar a estrutura madura do
biofilme (Loehfelm ez al. 2008). As Bap estdo envolvidas
na ligagdo primaria a superficie e também, junto com
poli-B-N-acetilglucosamina (PNAG), estdo envolvidas
na agregacdo célula-a-célula, influenciando assim na
maturacao do biofilme (Latasa ez al. 2006). Além disso, as
proteinas Bap podem ser um importante fator de aderén-
cia a células eucarioticas por sua propensao a aumentar
a hidrofobicidade superficial da bactéria, considerado
um importante passo na colonizagdo e infeccao do hos-
pedeiro (Brossard et al. 2012). Ainda, essa proteina ¢
altamente imunogénica, originando um aumento do nivel
de anticorpos quando administradas em camundongos
(Fattahian et al. 2011), podendo ser um importante alvo
terapéutico.

O aumento da expressdo desses genes corrobora os
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dados ja descritos na literatura, indicando que para as
condigdes testadas eles também s3o importantes na
formagdo e na manutengao do biofilme bacteriano de A.
baumannii. Por outro lado, o gene abal, o qual direciona
a produgdo de sinais de uma acil-homoserinalactona
(AHL), que funciona como uma molécula sinalizadora
no sistema regulatorio quorum sensing (Bassler 1999,
Gonzalez et al. 2009), foi mais expresso em AbA. Con-
tudo, a amostra clinica AbH ndo variou sua expressao
durante as duas condigdes (biofilme e vida planctoni-
ca), apesar de estudos demonstrarem sua necessidade
para a formacdo de biofilme em A. haumannii (Niu et
al. 2008). A proteina Abal apresenta papel importante
em organizar a expressdo de exoproteases, sideroforos,
exotoxinas e alguns metabolitos secundarios (Bassler
1999, Anbazhagan et al. 2012). Talvez existam outras
proteinas responsaveis pela producdo das moléculas de
AHLs, além de Abal, em AbH, ou que outras moléculas
do quorumsensing possam também estar envolvidas na
sinalizagdo dentro do biofilme.

A proteina transmembrana OmpA funciona como
porina, influenciando na adesdo a superficies e na ab-
sorcdo de antimicrobianos. De fato, ompA foi superex-
presso durante a formacdo de biofilme pelas amostras
testadas. Ainda, a expressdo foi mais elevada na cepa
hospitalar AbH, que quando comparado com a cepa AbA
(ATCC19606), indicando que poderia haver uma relagao
entre a resisténcia aos antimicrobianos e a expressao de
ompA. Estudos demonstraram que a OmpA age como
fator de viruléncia sendo responsavel pela morte celular,
resisténcia sérica, adesdo e invasdo a célula hospedeira.
A proteina OmpA de 4. baumannii (AbOmpA) se liga
diretamente as células eucaridticas e é direcionada até
o nucleo através de sua regido denominada NLS - uma
sequéncia peptidica rica em lisina, a qual gera um sinal de
localizagdo nuclear. Essa proteina também foi encontrada
em mitocondrias da célula hospedeira. O direcionamen-
to subcelular de AbOmpA até a mitocondria induz a
apoptose celular pela ativagdo da cascata de caspases e
traducdo de fatores que induzem a apoptose no nticleo
(Choi et al. 2008).

O operon iscRSU de ambas amostras e o gene csdA
de AbH tiveram sua expressao aumentada durante a for-
macao do biofilme. Além disso, iscU foi mais expressos
na amostra hospitalar AbH. Tais genes estdo envolvidos
na formacao do cofator [Fe-S], de extrema importancia
em diferenciados processos celulares metabdlicos e
regulatérios. A presenca do cofator [Fe-S] tem sido re-
lacionada com a viruléncia de algumas bactérias, como
por exemplo, P. aeruginosa, onde a ruptura da regulagao
do suprimento de cofator [Fe-S] atenuou drasticamente
a viruléncia do patdégeno. A proteina IscR controla a
formacao de biofilme em E. coli, através da regulagdo da
expressao da fimbria tipo 1. O estudo realizado por Wu
e Outten (2008) mostrou que IscR tem uma importante
funcdo na regulagdo da formagao de biofilme em E. coli,
indicando que a delego de iscR leva a uma regulagdo
aumentada do operon fim AICDFGH, aumentando a

formacdo de biofilme. Nesse estudo a delecdo de IscR
aumentou a formacdo de biofilme, contudo, em nosso
trabalho houve uma superexpressao de IscR, assim cons-
tatamos que essa proteina mesmo em grande quantidade
nao influenciou negativamente na formacao de biofilme.
Talvez em A. baumannii ndo exista a interacdo de IscR
com o operonfim AICDFGH. Portanto, o aumento de
expressao das proteinas [scRSU nas amostras testadas,
acrescido do aumento da expressao da desulfurase CsdA
na cepa AbH, maior produtora de biofilme, sugere que
uma maior formagdo do cofator [Fe-S] esta associado a
uma maior producdo de biofilme.

As duas amostras clinicas 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 cres-
cimento ¢ a temperatura sdo variaveis importantes que
irdo determinar a espessura do biofilme formado por A.
baumannii. Além disso, as amostras formaram biofilme
em meio suplementado com sangue ¢ em urina. Deste
modo, a formagdo de biofilme pode estar relacionada
com a patogenicidade de A. baumannii, principalmente
na contaminagdo do ambiente hospitalar e de dispositivos
médicos, sendo um risco para pacientes utilizando cate-
teres e ventilagdo mecanica e para pacientes diabéticos.
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