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RESUMO

Nas ultimas décadaécinetobacter spp. emergiu como um importante patdégeno
nosocomial oportunista que afeta principalmentéviddos imunocomprometidos, causando
infeccdes no trato respiratério, trato urinariore feridas os quais podem eventualmente
progredir para septicemia. Inumeros surtos de @i hospitalares envolvendo
Acinetobacter baumannii multi-resistentes a antibioticos tem sido relatadodiversas partes
do mundo. A habilidade potencial d& baumannii formar biofilme pode explicar sua
proeminente resisténcia a antibiéticos e propriegat sobrevivéncia no ambiente hospitalar
e em aparelhos médicos. Analisando o genom@a téaumannii foi verificado a presenca da
proteina WspR, uma diguanilato ciclase com domB®DEF, a qual forma um mensageiro
secundério c-di-GMP que esta envolvido no proceeséormacdo de biofilme bacteriano e
em mecanismos de viruléncia. No presente trabdlsersgamos que duas amostras clinicas de
Acinetobacter spp. obtidas em hospitais da cidade de Porto 8JeR6, foram capazes de
formar biofilme em superficie plastica e ambas sgmtam o genaspR. Quando inoculados
estaticamente em meio LB com crescentes concensai® glicose por 24 horas a 37°C, a
maior producdo de biofilme (de moderadamente aedoformadoras) ocorreu na maior
suplementacao de glicose (LB + 1% glicose). Esgsgltados demonstram que as amostras
clinicas deAcinetobacter spp. sdo capazes de formar biofilme e um posgidétio que a
mudanca da vida planctdnica para a vida séssibpesar relacionada com a proteina WspR.

Palavras-chaveicinetobacter spp., biofilme, glicose, WspR, c-di-GMP.
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1. INTRODUCAO

Acinetobacter spp. € um cocobacilo gram negativo, aerébio estrifio fermentador,
oxidase negativo que nas ultimas décadas tem afoem@mo um importante patdgeno
nosocomial (BERGOGNEBEREZIN E TOWNER, 1996; DIJKSBRN et al., 2007).
Infeccdes hospitalares pécinetobacter spp. envolvem principalmente o trato respiratorio,
trato urinario e feridas podendo progredir paratisemia. Nos Ultimos anos, tem sido
reportado inUmeros surtos de infec¢cdes hospitakaneslvendoAcinetobacter spp. multi-
resistentes a antibioticos em diversas partes da(D'AREZZOet al., 2009; DENTet al.,
2010; HOet al., 2010; LIVERMOREset al., 2010; ROSENTHALet al., 2010; WADL et al.,
2010) e em alguns destes lugares cepas pan-réssstem sido identificadas (VALENCI&
al., 2009), sendécinetobacter baumannii a principal espécie associada. Esse patdégenaating
especialmente pacientes severamente doentes bhwernem UTIs. Possivelmente, as
principais razdes para a difusédo e persisténciasddes sdo a co-transmissao pelas méos da
equipe que entra em contato com pacientes colamszdBARCHITTA et al., 2009;
KOHLENBERG et al., 2009) e a contaminagao do ambiente hospitaleBERbiet al.,2010).

A sua alta capacidade de sobreviver na maioriasdaerficies ambientais, inclusive em
condicbes de seca (JAWADet al., 1998), tem aumentando as preocupacoes.
(SCHRECKENBERGERt al., 2007; DIJKSHOORNMt al., 2007)

A habilidade potencial d&. baumannii formar biofilme pode explicar sua proeminente
resisténcia a antibidticos e propriedades de sokinesia (TOMARASEt al., 2003; Llet al.,
2007). E aparente que a habilidade desse patogentorenar biofilme é multifatorial e
diversa, assim como adaptavel a natureza da stiparfis quais as células estao interagindo.
(GADDY et al., 2009)Os estudos sobre a formacéo de biofilme e sobgewss envolvidos
na regulacao de biofilme ef baumannii tem aumentado, mas ainda pouco é conhecido. As
proteinas até entdo identificadas e relacionadasactormacao de biofilme e/ baumannii
sdo: Bap, Abal, Blasri, OmpA, CsuABCDE e PgaABCD. Analisando o genomaAde
baumannii foi verificado a presenca do gewspR. Sabe-se que WspR € umas das proteinas
que influenciam a formacao de biofilme €&seudomonas aeruginosa. Quando fosforilada a
enzima forma um mensageiro secundario c-di-GMPigiggfere nas fungdes de viruléncia
agudae inibe varias formas de motilidade: controla a&drentre estilo de vida planctdnico
para a forma séssil em biofilme. (D'ARGENé&Cal., 2002; HENGGE, 2009)



No Brasil, desde a década de 90 tem sido repodguasenca de cepas Agnetobacter
spp. resistentes a antibiéticos em hospitais. (SRBEal.,2001) Na cidade de Porto Alegre
0s primeiros relatos aconteceram em 2004 e até 20@8nstatado um surto causado por A
baumannii resistente aos carpapenémicos (BREIER, MARTIN®8200 objetivo desse
trabalho foi avaliar a formacao de biofilme em daasstras clinicas obtidas em hospitais da
cidade de Porto Alegre. Especificamente, realizaeeementosin vitro de formacao de
biofilme, bem como caracterizar genotipicamenteepegvspR como um fator envolvido no

processo de formacéo de biofilme Aoinetobacter spp.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 IDENTIFICACAO

O génerodAcinetobacter spp. é aerdbio estrito, Gram negativo, emboranadguvezes
dificil de identificar, cocobacilo, ndo madvel, datse positivo, oxidase negativo e néao
fermentativo. Cresce bem a temperaturas entre3%Ca pode crescer em meios laboratoriais
comuns como agar nutriente e agar soja triptonarsmassidade da presenca de fatores de
crescimento. Cresce também em meio mineral singgagendo sais de aménia ou nitrato
com uma Unica fonte de carbono e energia comotacédatato e piruvato. As coldnias sao
lisas, as vezes mucoides, opacas, amarela palisl@reco acinzentadas em meio sdlido,
arredondadas e pequenas, possuem 1,0 a 1,5 ppRK5.m na faskwg, mas geralmente se
tornam mais cocoide na fase estacionaria. Ser sxideegativo geralmente distingue
Acinetobacter spp. de outras bactérias nédo fermentativas. (BERGOGNHEHN E
TOWNER, 1996; SCHRECKENBERGE® al., 2007)

2.2 IMPORTANCIA CLINICA

No géneroAcinetobacter spp. ha 25 genomoespécies (grupos com DNA homdlogos),
porém, somente 11 espécies foram nomeadas, erase oeA. baumannii, mas testes
bioquimicos e de crescimento tem sido publicadosa ppelo menos 19 espécies
(SCHRECKENBERGER al., 2007). As espécies diinetobacter spp. estdo amplamente
distribuidas na natureza, podem formar parte deobimta bacteriana da pele, ha relatos que
25% de individuos saudaveis carregdomnetobacter spp. em sua pele (SOMERVIL.DA E
NOBLE, 1970). Foi encontrado na cavidade oral ddtasl saudaveis (GRIFFITit al.,
2006), mas a presenga em pacientes ndo hospitaizadormalmente baixAcinetobacter
spp. é geralmente considerado ndo patogénico &idodis saudaveis, mas pode causar
infeccbes em individuos debilitados. Algumas es®ae Acinetobacter spp. tém sido
associadas em surtos de infeccbes hospitalares Aometobacter espécie genbmica 3 e
Acinetobacter espécie genémica 13TU (DIJKSHOORNAI., 1993; DIJKSHOORNG al.,
2007; TJIERNBERG E URSING, 2007; WISPLINGHOE&HI., 2008; VAN DEN BROEKet
al., 2009; PARKet al., 2010), mas é. baumannii é a principal espécie relacionada aos surtos
(DONNARUMMA et al., 2010).
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A manifestacdo clinica mais relevante sdo as ibfETgespiratorias hospitalares
causadas poA. baumannii em UTIs (unidades de tratamento intensivo). Celed&% das
pneumonias em hospitais sao causadas por essergaimgmo. As infeccdes estao
relacionadas a tragueotomias e a utilizagdo destehdotraqueais e de ventilagdo mecanica
(CARNEIRO et al., 2010; JONES, 2010; MAGRE#® al., 2010). A pneumonia adquirida
pela comunidade, fora do ambiente hospitalar, ceugarA. baumannii € incomum, mas
importante atingindo principalmente pacientes idosom alguma doenca cronica e em
pacientes mais novos observou-se que o alcoolistaassociado as infec¢gbes ( CHENMI .,
2001; LEUNGet al., 2006), havendo uma maior ocorréncia em climgsdais, em particular
no sudeste da Asia e Australia tropical (ANST&¥l., 2002).

A. baumannii também pode causar bacteremia, meningites e dd¥scarinarias.
Pacientes imunocomprometidos fazem parte do maiopogde pacientes adultos que
contrairam bacteremia pd. baumannii, com as maiores taxas de bacteremia hospitalar
ocorrendo na segunda semana de hospitalizacdocigadimente, apds procedimentos
invasivos (JUNGet al., 2010; LEE et al.,, 2010). Cateteres intravasculares e do trato
respiratorio, doencas malignas, trauma, e queiragdparecem estar entre os fatores de
predisposicdo (CISNEROS E RODRIGUEZ-BANO, 2002; BEERet al., 2008). Ainda ha
relatos de neonatos com baixo peso de nascimearternados em UTIs que adquiriram
infecg@o porA. baumannii resultando em bacteremia (BERNARBSAl., 1997; LITZOWet
al., 2009; MADERet al., 2010). Meningites secundarias causadasApdiaumannii sdo a
forma predominante, especialmente apds procedimengurocirirgico ou traumatismo
craniano (CHANGet al., 2000; KIM et al., 2009). Infec¢Bes urinarias, embora pouco
freqlientes, podem ocorrer em pacientes idosositddbos ou em pacientes confinados em
UTls, principalmente com cateteres urinarios peentes (BERGOGNEBEREZIN E
TOWNER, 1996; TANKHIWALEet al., 2004; ROSENTHALet al., 2010).

Livermore et al. (2010) constataram queAo baumannii causou ou contribuiu para
mortes em 18 das 84 infeccOes revisadas por elpssahk disso, ha controvérsia se a
mortalidade é aumentada pela infeccdo odecmetobacter spp. visto que a maioria dos
pacientes apresentavam quadros clinicos bastaatesgre com pobres progndsticos de
sobrevivéncia. Assim, acredita-se que as mortesreddas seriam causadas por sua doenga
basal preferencialmente, ao invés de uma consexjilefgiccdo comA. baumannii. Estas

conclusdes contraditérias mostram que o debate solpacto clinico desse microrganismo
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ainda esta em andamento (DIJKSHOO®&MI., 2007). Experimentalmente, infeccbes mistas
combinadas com outras bactériad.aumannii sdo mais virulentas que infec¢bes a penas
por A. baumannii (OBANA Y, 1986).Entretanto, ha fortes indicios, com o aumento ti¢a®

de casos, que infecgcOes parbaumannii estdo associadas diretamente com mortalidades,
principalmente em paciente que apresentam bacte@mpneumonia variando de 1,8 a 23%,
(SEIFERTEet al., 1995; CISNEROSt al., 1996; DIJKSHOORNtt al., 2007; FALAGAS E
KARVELI, 2007; DENT et al., 2010),com umamaior taxa associada a faléncia de 6rgéos e
com o aumento do tempo de permanéncia em UTIs (EBERal., 2010).

O fato deA. baumannii classificar-se entre os patdgenos causadores felec@es
nosocomiais mais importantes, tanto em UTIs coma delas € alarmante, pois demonstra o
potencial desse patdgeno em se tornar a maior chusafeccdes associadas a hospitais,
podendo-se expandir para a populacdo de risco (BMA E KARVELI, 2007). Os
pacientes geralmente apresentam colonizagdo da gmelesurtos, possuindo um papel
importante na contaminagdo das méaos da equipetaldspiurante contatos triviais, e assim
contribuindo com a difusédo e persisténcia dos sytda co-transmissao entre os individuos
(GETCHELLWHITE et al., 1989; ROBERTSet al., 2001; MARKOGIANNAKIS et al.,
2008; BARCHITTAet al., 2009; KOHLENBERGet al., 2009; JOSEPIdt al., 2010).

Foi observado que algumas linhagens possuem neidéncia em causar epidemia
que outras (TURTONet al., 2004) e que o0 numero de microrganismos resisteabs
antimicrobianos usualmente utilizados vem aumemaAdintroducao terapéutica de novos
antibiéticos de amplo espectro em hospitais durasteanos 70 foi seguida de uma alta
incidéncia de bacilos gram negativos aerdbiostestrincluindoP. aeruginosa, Xanthomonas
e Acinetobacter spp., resistentes a antibidticos e o consequeamne\@mento em infec¢des
nosocomiais (BERGOGNEBEREZIN E TOWNER, 1996). Paorémmanifestacéo clinica
mais notavel doAcinetobacter spp. como um patdgeno nosocomial emergiu em 1980
(DIJKSHOORNEt al., 2007). Desde entdo, numerosos estudos tém rdpatacorréncia de
A. baumannii multiresistentes a drogas em todo mundo (D'AREZZE@l., 2009; DENTet
al., 2010; HOet al., 2010; KULAH et al., 2010; LIVERMOREget al., 2010; PEREZt al.,
2010; WADL et al., 2010) e em alguns lugares cepas pan-resistatesitio identificadas
(VALENCIA et al., 2009). Um consorcio internacional de controleirfecgdo hospitalar
realizado com 173 UTlIs participantes da AmericamdatAsia, Africa e Europa demonstrou

que OA. baumannii € um patégeno recorrente em diversas UTIs. Emartifioc dos isolados
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apresentaram resisténcia aos antibidtighkactamicos nao classicos carbapenemicos:
imipinem ou meropenem (ROSENTHAd al., 2010), os quais agem inibindo a sintese da
parede celular e possuem um amplo espectro deladivi antimicrobiana ( RANGt al.
2000).

No Brasil, de um total de 3.728 linhagens obtidas @entros de salde que
participaram do Programa de Vigilancia de ResisééAatimicrobiana (SENTRY) em 1997,
1998, e 1999, écinetobacter spp. foi 0 quinto género gram negativo mais fretgiésolado
(6.7% dos isolados) e o terceiro patdgeno mais oomsolado de pacientes internados com
pneumonia (10.8% dos isolados) (SADERal.,2001). De Janeiro de 2001 a dezembro de
2003 um total de 463 isolados Aeinetobacter spp. foram isolados de centros médicos da
America Latina pelo SENTRY. Durante esse periodo total de 33 isolados de
Acinetobacter spp. mostraram resisténcia gbfactamicos testados (SADER al., 2005).
Segundo a secretaria municipal de saude o pringgisp de infeccdo pok. baumannii
resistente aos carbapenémicos em Porto Alegre eacagm 2004, desde entdo surtos
envolvendo 16 hospitais e mais de 500 casos foetecthdos de 2004 a 2008 (BREIER E
MARTINS, 2008).

Clones de bactérias que ja causaram infeccOesrd@agéns geneticamente estaveis
particularmente bem sucedidas no ambiente hospitatéa agora sua resisténcia a agentes
antimicrobianos € a sua vantagem seletiva mais emitida A resisténcia a agentes
antimicrobianos é mediada pelos mais significatimoscanismos que podem ocorrer em
bactérias: modificacdes dos sitios alvos, inativagdzimatica, efluxo ativo e diminuigcdo do
influxo de drogas (DIJKSHOORMH al., 2007). Beta-lactamases sé&o o0 grupo enzimatice mai
diverso associado a resisténcia microbiana, e de0 enzimas diferentes, ou suas formas
alélicas, foram identificadas e baumannii. A resisténcia a aminoglicosideos tem sido
atribuida a pelo menos, 9 enzimas distintas madifis, as quais podem ser encontradas em
diferentes combina¢gBes em algumas espécies (SEWAARD 1998; DIJKSHOORNMNt al.,
2007; MONIRIet al., 2010)

A habilidade desse microrganismo de adquirir megtgténcia a antimicrobianos e sua
alta capacidade de sobreviver na maioria das dosrfambientais tem aumentando as
preocupacgdes sobre infeccdo nosocomial. Para camtesses problemas, deve-se evitar a
administracdo de antibioticos ndo necessarios aomermies a fim de evitar a selecdo de

microrganismos resistentes e deve-se realizarigaewas praticas de higiene das méaos da
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equipe hospitalar, da descontaminacdo do ambgedts protocolos de limpeza (ROBERTS
et al., 2001; BARCHITTAet al., 2009; VALENCIAE€t al., 2009).

2.3 FATORES DE VIRULENCIA

Além da resisténcia a antibiéticos, certas caristieas intrinsecas do microrganismo
aumentam a viruléncia das linhagens envolvidasniaesgfes, estas caracteristicas incluem:
a presencga de uma cépsula polissacaridica formratlar@manose, D-glicose, e D-manose o
qual torna a superficie das linhagens mais hidcatil a capacidade de adesdo a células
epiteliais humanas com a presenca de fimbrias eApsula polissacaridica e o papel toxico
do componente lipopolissacarideo da parede cegbalar presenca de lipidio A. A producéo
de endotoxinan vivo é a possivel responsavel pelos sintomas da dadrsgavados durante
septicemia poA. baumannii. (SMITH et al., 1990; ECHENIQUEet al., 1992; ACTISet al.,
1993; BERGOGNEBEREZIN E TOWNER, 1996; LEONEAI., 2007).

O sequenciamento d& baumannii revelou que este organismo adquiriu um namero
consideravel de genes por transferéncia horizontat, provavelmente desempenham um
papel direto em sua virulénciasse microrganismo possui 16 ilhas genémicas (&ifuque
carregam 0s possiveis genes de viruléncia os gqsi@ associados com biogénese do
envelope celular, resisténcia a antibidticos, bhiegé de pilus e metabolismo lipidico
(SMITH et al., 2007). Resisténcia a dessecacao, desinfetardeangbioticos € importante
para a sobrevivéncia ambiental, assim como suaatigfade metabdlica que permite
sobreviver em diversas condigdes ambientais (JAWABI., 1998; DIJKSHOORNet al.,
2007; PERE#t al., 2007).

Sabe-se quA. baumannii pode sobreviver em condi¢cdes adversas provavetnpeta
habilidade dele crescer em varias temperaturassediferentes (JAWADet al., 1998). Em
surtos tem sido isolado de varios locais no ameéidat paciente incluindo, cama, cortinas,
mobilia e equipamentos hospitalares (VAN DEN BRO#EHl., 2006; GETCHELLWHITE
et al., 1989; BARCHITTAEt al., 2009; KOHLENBERGset al., 2009).0Observou-se também
que a limpeza e desinfeccdo dos quartos dos pesientle UTIs foi eficaz em interromper
esses surtos. Isso indica a importancia do ambhedpitalar como um reservatorio p#a
baumannii (DIJKSHOORNEet al., 2007). Uma provavel explicacdo para sua persistén

para a reincidéncia das infec¢des seja devido aapacidade de formar biofilme.
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Figura 1. Mapa circular do genoma deA. baumannii. Adaptado de Smith, Gianouliset al., 2007.

O circulo externo mostra os genes diferenciadoscpms(por sua categoria funcional) atribuidos pelo COG
(clusters of orthologous group<) circulo representa a porcentagem média G +SCtafxas em azul indicam
pAs (supostas ilhas exdgenas), as caixas vermahaaielas e laranjas mostram as 16 ilhas gendmioas
carregam 0s genes de viruléncia putativos. As daesaiiedicam ilhas previstas por estarem envolvidas
patogenicidade através da homologia e diferencasodgosicdo das sequiéncias, as vermelhas e laranjas
indicam ilhas confirmadas estando envolvidas nageaticidade pelos screens. As caixas e 0s cir¢ofam
desenhados utilizando o programa GenomeViz (hitwW.uniklinikumgiessen. de / genoma / genomeviz /

intro.html).

2.3.1 BIOFILME

Biofilmes séo populacdes bacterianas inclusas emroairiz, aderidas umas as outras
e/ou a superficies ou interfaces (COSTERT@NMI., 1995), cujas células expressam genes
em um padrdo (SAUERt al., 2002) que diferem profundamente do que quandovidm
planctonica, dentre eles estdo proteinas envolvidasetabolismo, translacdo, transporte de
membrana e/ou secrecdo regulacdo génica (WHITEEEA., 2001; STOODLEYet al.,
2002). A comunicacdo célula-a-célula, guorum sensing (QS) permite as bactérias
coordenarem suas atividades e agruparem-se em madas que trazem beneficios. Dentro
de uma comunidade de biofilme, as bactérias sdazeapde compartilhar os nutrientes e
estdo protegidas de fatores prejudiciais ineremi@sambiente, como a dessecacdo, 0s

antibioticos e o sistema imunolégico do hosped@iRTORAEt al., 2005).
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As bactérias agrupadas em biofilme formam estrattipo pilares, com canais por
onde a 4gua pode transportar os nutrientes parategior e também por onde os residuos
saem, como um sistema circulatorio primitivo, quemdnstram um grande nivel de
diferenciacdo. Um biofilme geralmente é compostoyma camada de superficie de cerca de
10 um de espessura, com pilares que se estendemitée@00 pm acima. A principal
consequéncia da arquitetura € que a agua pod@dias canais e entdo entregar os nutrientes
profundamente na comunidade complexa o que margé&elalas individuais em condi¢cdes
Otimas de nutriente em muitos locais no biofiln8TQODLEY et al., 2002)

CondicOes externas desencadeiam alteracdes nasskprele um subconjunto de
genes requeridos para a formacéo do biofilme. rdvdgéo de um biofilme por sua vez altera
0 microambiente de seus préoprios habitantes os cuméo levam a alteracGes adicionais na
expressao génica e posterior maturacéo do biofénsssim por diante. Mesmo bactérias em
biofilme de Unica espécie sao heterogéneos coneitesp expressao génica. Isso devido a
limitagbes de difusdo transmitidos pelo biofiimegue resulta em variacéo local do pH,
disponibilidade de nutriente e oxigénio e conceltes de metabdlitos bacterianos
(JEFFERSON, 2004). O desenvolvimento do biofiimdeser dividido em pelo menos 4
estagios: i) ligacdo reversivel; ii) ligacao irresigel; iii) maturacao iv) desprendimento. As
células que se desligam do biofilme retornam aoamadncténico de crescimento, entdo
fechando o ciclo de desenvolvimento do biofiimectBeas em cada estagio do biofilme séo
fisiologicamente distintas das células em outrotagess. Esses processos ndo séao
necessariamente sincronizados em todo biofilme, sdasgeralmente localizados de modo
gue a qualquer momento uma pequena area na sigpgrfide conter biofilme em cada
estagio de desenvolvimento. (STOODLEYal., 2002)

Durante esses estadgios de adesdo reversivel aridmctexibem alguns
comportamentos espécie-especificos, antes que eamaaexsudar exopolissacarideos e se
aderir irreversivelmente (MARSHALIet al., 1971). Microcolonias individuais podem se
destacar da superficie ou podem dar origem a ang@si planctonicos. Um meio de transigéo
da ligacao reversivel para a irreversivel € medpaqili tipo IV. Motilidade por espasmos é
a maneira de locomoc¢ao usada pPomeruginosa na qual o pili tipo IV se estende e retrai,
impulsionando assim a bactéria pela superficie.bdlrmndo com Saphylococcus
epidermidis, Gerke et al. (1998) mostraram que células aderentes produzem u

polissacarideo intracelular denominado adesinaligaeas células e facilita a formacéo de
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microcol6nias, dando o suporte para a estrutunatribaindo para posterior maturacédo do
biofilme. A marca do biofilme bacteriano que segregtas das bactérias que simplesmente se
ligam a substratos é o fato destes biofilmes cemntesubstancias poliméricas extracelulares
(EPS) que circunda as bactérias residentes. O H&®hiano é um polimero biossintético
que pode ser altamente diverso na composicédo cuienpode incluir proteinas substituiveis
ou insubstituiveis, polissacarideos, acidos nuotgie fosfolipideos (STOODLE¥ al.,
2002). Ele pode conferir as bactérias resisténdiar@as de cisalhamento e fagocitose por
células inflamatérias (JEFFERSON, 2004) e aumentasiaténcia a antibioticos. Apds a
adeséao irreversivel ocorre a maturacdo do biofilesiltando na geracdo da arquitetura
complexa, canais, poros, e redistribuicdo de bastéonge do substrato (DAVIE& al.,
1998; STOODLEYet al., 2002).

Biofilmes se desenvolvem preferencialmente em $iges inertes, ou em tecidos
mortos (COSTERTOMt al., 1978), mas estes também podem se formar em s$evidos.
Organismos em biofilme podem suportar privacdoudaentes, mudancas de pH, radicais de
oxigénio, desinfetantes e antibidticos melhor gsemanismos planctonicos e também sao
resistentes a fagocitose (STOODLIEYal., 2002). A natureza cronica de certas infeccdes é
devido ao desenvolvimento de um biofiime resisteflEEFFERSON, 2004).0s
microrganismos em biofilme s&o provavelmente nmzlegemais resistentes a microbicidas. Os
especialistas do centro de controle de prevencadodacas dos EUA (CDC - Centers for
Disease Control and Prevention) estimam que 65%imfascOes bacterianas envolvam
biofilme. A maioria das infeccdes hospitalares estvavelmente relacionada a biofilmes em
cateteres venosos. De fato, os biofilmes se foremanguase todos os dispositivos médicos de
uso interno.Tecidos obtidos de infeccbes cronicas ndo reladema aparelhos médicos
também mostraram a presenca de biofilme bacteriee@ado por uma matriz de
exopolissacarideo (COSTERTGdNal., 1999).

As células bacterianas sésseis liberam antigeesreulam a producéo de anticorpo,
mas 0s anticorpos nao sao eficientes em matarcaéérioa no biofilme (COCHRANE al.,
1988) mesmo em individuos com excelente reacadoahagita celular e humoral, infec¢des
por biofilme s&o raramente resolvidas pelas defdedsospedeiro. A terapia antimicrobiana
reverte 0s sintomas causados pelas células placesbiiberadas do biofilme, mas falha em

erradicar o biofilme. Por essa razéo infeccdes actass por biofilme geralmente mostram
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sintomas recorrentes, apods ciclos de terapia cdibi@ico, até que a populacdo séssil seja
cirurgicamente removida do corpo. (COSTERTAQIMI., 1999)

2.4 FORMACAO DE BIOFILME PORACINETOBACTER BAUMANNII.

A habilidade potencial deA. baumannii formar biofilme pode explicar sua
proeminente resisténcia a antibidticos e propriedate sobrevivéncia. Essa possibilidade é
suportada por um numero pequeno de publicac6esias mostraram que isolados clinico
dessa bactéria sdo capazes de se aderir e formmatuess de biofilme em superficies
abidticas como vidro e (VIDAL, 1996) plastico (TONRAS et al., 2003; Llet al., 2007)
havendo uma ligagdo entre a formacédo de biofilnge eapacidade de se aderir a células
epiteliais humanas. (LE& al., 2006; LEEet al., 2008; GADDYet al., 2009) A formacao de
biofilme pode servir como um importante mecanisrsopdtogenicidade durante infeccbes
urinarias, cateteres-associadas, bacteremia, emuméa hospitalar em pacientes com
ventiladores mecanicos. Um estudo realizado porriBoez-Bafioet al. (2008), embora
limitado pelo baixo nimero de casos, sugeriu ghmfiilme tem um papel na patogenicidade
de algumas infeccdes associadas a aparelhos (cd¢ekoley, cateteres venosos, desvio do
fluido cerebroespinhal). Contudo, pouco € conlesiobre a formacéo de biofilme e

baumannii.

Tomaraset al (2003) realizaram a caracterizacao inicial dauesta do biofilme
formada peloA. baumannii sobre diferentes condicbes de culturas. Concluigam A.
baumannii forma biofilme em superficies hidrofébicas (pléss$) e hidrofilicas (vidro), cresce
em diferentes condigBes de temperatura e prodwsigdpge exopolissacarideos. As andlises
quantitativas mostraram que o grupo de célulasigeri lao poliestireno e polipropileno
similarmente, mas sua ligacdo ao borosilicato fgnicantemente reduzida. Culturas
agitadas também reduziram a quantidade de célgkdak a superficie, quando comparadas
com as ndo agitadas. A formacéo do biofilme foisveficiente a 3 do que a 3. A
incubacdo em meio minimo com quelante de ferrdtmsem um acréscimo na producao de
biofilme. Os dados do estudo suportam a hipotese Qu baumannii produz
exopolissacarideos, que sao parte da estruturkaic@umada por essa bactéria quando cresce
ligada a superficies plasticas. Aglomerados maissake foram observados na superficie
liquido-ar. (TOMARASet al., 2003)
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Formacédo de biofiime em instrumentos médicos, cdolms endotraqueais ou
cateteres intravasculares, fornece um nicho p&@cséria provavelmente, a partir dos quais
elas podem colonizar pacientes e dar origem addéscsangulineas ou do trato respiratorio.
(DIJKSHOORN et al., 2007) Tem sido observado também que isolados clinicoA.de
baumannii tem a habilidade de sobreviver longos periodoeaigo em condi¢cdes altamente
dissecadas em superficies abiéti@ADDY E ACTIS, 2009) e possuem a capacidade de
sobreviver em ambiente hospitalar por longos pesode tempo resistindo a desinfeccdo
(RAJAMOHAN et al., 2009). Kinget al. (2009) encontraram uma associagcdo entre alta
producao de biofilme e resisténcia sérica. Paraeertalguma interacdo entre esses fatores de
viruléncia: talvez a resisténcia sérica possa ajadaactéria a formar quantidade de biofilme
abundante, uma vez que sobrevive na presenca plastasmune do hospedeiro; ou através
das substancias secretadas para formar biofiim@apem contribuir para resisténcia sérica.

Mecanismos da resisténcia a antibidticos do bi@fibacteriano: 1) o EPS do biofilme
pode agir como um adsorvente, reduzindo a quartided antibidtico; 2) a estrutura do
biofilme age como uma barreira de penetracéo;@pfdme bacteriano aumenta a expressao
das bombas de efluxo; 4) a presenca de uma sulggdpubacteriana dormente e agrupada a
qual é protegida da morte induzida por antibioticé&&hinet al (2008) demonstraram que
isolados clinicos deéA. baumannii multiresistentes apresentam uma alta capacidade pa
formar biofilme e Rao et al. (2008) encontrou uma associacdo significante eentr
multiresisténcia e biofilme. Entéo, as funcbesedtrutura do biofilme formada por essa
bactéria envolvem sua habilidade de resistir gptasaantimicrobianas assim como outros
estresses ambientais como desidratacéo e dispdadsl limitada de nutrientes (GADDY E
ACTIS, 2009).Li et al. (2007) constataram um significante decréscimo medgdo de
biofilme em linhagens resistentes a colistina olugreficiara a situacéo clinica, considerando
que o biofilme deA. baumannii esta relacionado com decréscimo na suscetibilidade
antibiéticos. Outro estudo mostrou que biocidasizedn a formacao de biofilme de isolados
clinicos em concentra¢cdes subinibitérias, o quearev uma preocupagdo sobre 0 uso
inapropriado de biocidas/desinfectantes e tambg@arsisténcia dé. baumannii através da
inducéo de biofiime (RAJAMOHAN al., 2009).

Producdo de biofilme pela. baumannii é considerada o principal fator responsavel
pelo aumento da viruléncia em infecgbes mistas oemibenhuma correlacéo foi achada entre

a quantidade de filme e o grau de viruléncia. Algamesquisas ndo acharam correlacao entre
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a habilidade de formar biofiime e o tipo moleculaesisténcia a carbapenémicos e
ciprofloxacino ou sitios de isolamento das linhagesiinicas cultivadas de pacientes
hospitalizados (RODRIGUEZ-BANGt al., 2008; WROBLEWSKAet al., 2008). Ha dados
gue apontam ques maiores produtores de biofilme foram sensiveisudos antibioticos e
parecem ser menos epidémicos, enquanto linhagerss resstentes a drogas produziram
pouca quantidade de biofiim®utros estudos ndo acharam correlacdo da produgdo d
biofiilme com a gravidade da doenca, somente obsesgoum aumento na producéo de
biofilme com o tempo de infeccdo no paciente (WREBBISKA et al., 2008; KINGet al.,
2009). Uma possivel explicacdo é que isolados formadomesbidfiime ndo sdo téo
dependentes como os ndo formadores de biofilmegedes e mecanismos de resisténcia a
antibidticos, visto que o préprio biofilme possapacidade de proteger as células da agéo
anitmicrobiana, e caracteristicas epidémicas pat&resivéncia no ambiente hospitalar
(RODRIGUEZ-BANOet al., 2008).

E aparente que a habilidade desse patdégeno de rfdnioiiime é multifatorial e
diversa assim como adaptavel a natureza da superfis quais as células estao interagindo.
Similarmente relevante € a producdo de fatoresebanbs que também determinam o
resultado dessa interacdo quando tipos particutlrasiperficies bioticas estdo envolvidos. A
elucidacdo dessas interagBes complexas é impgrtaéite apenas para entender melhor a
patobiologia doA. baumannii, mas também para identificacdo de novos alvos fodwaas
estratégias antimicrobianas (GADR¥al., 2009).

2.5 REGULACAO DE BIOFILME EMACINETOBACTER BAUMANNII,

Ha muitos fatores que controlam a formacdo de Ibiefiem A. baumannii que
precisam ser elucidados, até o0 momento pouco édcsabbre os mecanismos envolvidos na
regulacdo da producdo do biofilme. As proteina®at®dmento identificadas sdo: Bap, Abal,
Blaper, OmpA, CsuABCDE, PgaABCD e Proteina Diguanilatol&e.

Shin et al (2009) investigaram as proteinas diferencialmestpressas poA.
baumannii cultivado em condic¢des planctonicas e de biofil&kgproteinas significantemente
mais expressas em células de biofilme foram a NiARKet malatodesidrogenase (MDH),
proteina receptora de membrana externa envolvideansporte de ferro (TonB-dependente),
a PER-1 e a enzima tipo | aminoglicosideo acetiifarase (6’) que sao responsaveis pela

resisténcia a antibiéticos e também foram altamimubgzidas durante a cultura de biofilme.
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Exodeoxiribonuclease lll, codificada pelo getie de A. baumannii. Nas células de biofilme,

as proteinas relacionadas a sinalizacdo mais egweforam: Aldo/ceto redutase, uma
histidina quinase sensora que € parte de um sistEmgansducdo de sinal com dois
componentes (TCSTS). Identificaram também as praseéxpressas somente nas células do
biofilme dentre elas estdo a UDP-galactose 4-episeer(GalE), a enzima GidA, N-
acetilmuramoil-L-alanina amidase, e a proteina ualigato ciclase (fosfodiesterase) que
contém um dominio EAL (associado com atividade ddisfsterase do c-di-GMP), um
dominio GGDEF (associado com atividade diguanitattase c-di-GMP sintetizadora), e um
dominio PAS que age como sensor de luz, oxigéadnx (GALPERIN, 2004; SHINt al.,
2009).

2.5.1 Proteina Bap

Membros da familia Bap séo definidos como protettmslto peso molecular que
estdo presentes na superficie da bactéria e conferela a habilidade de formar biofilme.
Loehfelm et al (2008) identificaram um gene codificando um horgélala Bap emA
baumannii 307-0294. A comparacdo quantitativa da formacadidiime por um mutante
Bap-deficiente e uma bactéria tipo selvagem demmngiue os mutantes sao incapazes de
sustentar o volume e a espessura do biofilme. tBapuma estrutura predita similar a
adesinas bacterianas e pode funcionar como umaadetercelular de maneira que suporta

a estrutura madura do biofilme.

2.5.2 Proteina Abal

As bactérias estdo de fato frequentemente enveheda atividades coordenadas em
um grupo, e muitas bactérias gram negativas praodilaetonas N-acil homoserinas (AHSLS)
como moléculas sinalizadoras no sistema regulatguarum sensing (BASSLER, 1999;
GONZALEZ et al., 2009).0 gene para uma sintase autoindutora desigabdbde uma
linhagem deA. baumannii M2, foi clonado e caracterizado no estudo que destnou que ele
direciona a produgcéo de sinais de uma lactonahaaieserina (AHL). A Abal sintase
autoindutora foi requerida para o desenvolvimentomal de biofilme, sua inativagcéo
resultou em um decréscimo de até 40% da producdmofiBne, sugerindo que as vias de
qguorum sensing abal-diretas séo requeridas pagatégios tardios da maturacdo do biofilme
(NIU et al., 2008).
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2.5.3 Proteina Blapggr;

PER-1 é uma betalactamase de espectro estendidl)Eipo classe A, a qual é
responsavel pela resisténcia de bactérias grantivegga antibioticos beta-lactamicos de
espectro estendido. Em um estudo com 23 isoladioisad multiresistentes d& baumannii
demonstrou que o0s isolados que continhdh@per; mMostraram uma capacidade
significativamente maior para a aderéncia em cglapiteliais e formacdo de biofilme,
quando comparados com isolados sem o bkper1 (LEE et al., 2008).Baseado nesse dado
€ possivel especular que a aquisicdo do daagr: alem de conferir resisténcia a
antibiéticos emA baumanni também aumenta a habilidade de formar biofilmelepdo ser
considerado um importante gene de viruléncia pssa espécie.

2.5.4 Proteina OmpA

O trabalho de Gaddgt al (2009) mostra que uma proteina maior da membrana
externa A (OmpA) tem um papel parcial na formac@&obibfilme em plastico e que é
absolutamente requerida para a ligacdo a céluigdiais, processos que séo independentes
da producéo do csuA/BABCDE pili mediado. OmpA proser essencial para a habilidade
do A. baumannii se ligar a superficies bidticas assim como agueja®sentadas em células
epiteliais alveolares humanas. OmpA tem também apelpna producdo de compostos
citotoxicos desconhecidos que demonstraram seiv&d$ ao calor e a protease (GADIBY
al., 2009).

2.5.5 Proteinas CsuABCDE

Através de uma analise genética e moleculak.dmumannii linhagem 19606 Dorsey
et al. (2002) identificaram dois genesUE e csuB, na mesma regido cromossdmica, 0s quais
sugeriam uma organizacdo potencialmente similar elaqudescrita para Vibrio
parahaemol yticus csUABCDE locus. Inser¢des nos geressB- e csuk-like, os quais afetaram
em diferentes graus a expressao da ligacao e femgbeiofilme, indica que A. baumannii
contem o locussuABCDE . O papel desse predito locus é suportado petodatque os
produtos da translacdo previstos para 0s ges#s e csuD sdo altamente relacionados a
proteinas da membrana externa chaperonasher assembly. Esse tipo de sistema de

secrec¢do de proteinas, o qual foi descrita para bactéria esta envolvida na reunido de uma
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variedade de estruturas de superficie que tem yl pa interacdo entre células bacterianas

e superficies abidticas e bidticas.

Tomaraset al (2003) confirmaram a presenca da estruturaipédiem A. baumannii,
sabe-se que a motilidade celular mediada por ap&ndomo flagelo e pili ou a acdo da dos
glicopeptideolipidios é requerida para formacadidéime por bactérias com®. aeruginosa
(O'toole e Kolter, 1998). A motilidade por contracé deslizamento tem sido observada
quando alguns isolados foram testados em meio S&idb. Esse trabalho provou que a
presenca de estruturas pili-like na superficieAdbaumannii € essencial para os primeiros
passos para o processo que gera a formacao deiestrde biofilme em superficies plasticas.
Comprovaram que a expressaocdeC e csuE, o qual pertence a um grupamento de genes
relacionados com o locus bacteriano que codifipeoducéo de pili, sua secrecdo e funcoes,

sao requeridos nos primeiros passos do procesdeua formacéo de biofilme.

Uma histidina quinase sensora € parte de um sisdenti@nsducédo de sinal com dois
componentes (TCSTS) sendo uma interface de conu#micanipresente distribuido em
bactérias. TSCSTS permite respostas adaptativama ampla variedade de estimulos
ambientais (Shiret al., 2009). Tomarast al. (2008) caracterizaram um TCSTS @e
baumannii ATCC19606, a qual foi nomeado operdosfmRS no qualbfmS codifica uma
kinase sensora BfmR codifica um regulador de resposta e concluiram egses genes
controlam a expressao do opensa e a montagem do pili, controlando assim a formalgio
biofilme e a morfologia celular. A expressao @nAB aparentemente codifica a maioria da
subunidade do pili produzido por esse sistema riatkg Entretanto, os sinais ambientais ou
sinais que esse sistema sensor reconhece e osajjeresgue ele controla, em adicaocan,

ainda esta indefinido.
2.5.6 Proteinas PgaABCD

Um dos polissacarideos importantes que compde rizrdatbiofilme é o poli-beta-N-
acetilglucosamina (PNAG). Em adicdo ao seu papeduperficie e da aderéncia célula-a-
célula, PNAG é um importante fator de virulénciaretege a bactéria contra as defesas inatas
do hospedeiro. Estudos genéticos e bioquimicos dsmamam que o locysgaABCD de A.
baumannii codifica proteinas para a sintese de PNAG negsnismo e que esses genes
estdo presentes em 30 isolados clinicos, a maiomgaquais produz polissacarideo PNAG
detectavel. De todas as moléculas diferentes fi=mtas como componentes de biofilme,
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PNAG é talvez uma das mais importantes e o fatglamente conservado por diferentes
espécies bacterianas. PNAG é fundamental para manietegridade do biofiime dé.
baumannii. (CHOl et al., 2009)

2.5.7 Proteina Diguanilato Ciclase

A diguanilato cilcase (DGC’s) produz a moléculadb-GMP a partir de dois GTPs e
fosfodiesterases especificas (PDEs) quebram es$acutao em 5°-fosfoguanilil-(3"-57)-
guanosina (pGpG) que é posteriormente separadoues) rdoléculas de GMP (HENGGE,
2009). O c-di-GMP (dimero de monofosfato ciclicogimnosina) € uma molécula soltuvel
gue funciona como um mensageiro secundario emrizct&m geral, c-di-GMP estimula a
biossintese de adesinas e substéncia de exopalisems da matriz (SPIERS al., 2003)
em biofilmes, interfere nas funcdes de viruléngadae inibe varias formas de motilidade:
controla a troca entre estilo de vida planctbnicoveh e o biofilme séssil da bactéria
(D'ARGENIO et al., 2002). A atividade DGC esta associada com o donGGDEF e a
atividade PDE c-di-GMP especifica esta associada o8 dominios EAL ou HD-GYP.
Muitas das proteinas com esses dominios contemrebdliansmembranas, que em bactérias
Gram negativas pode localizar os sitios sensorggeriplasma. Sinais percebidos incluem
oxigénio e condigdes redox, luz, falta de nutrierdevarias substancias extracelulares como
antibioticos poliaminas ou moléculas de sinalizaigii@acelular. Estes sinais sdo percebidos,

por exemplo, por um dominio PAS flavina-associddleNGGE, 2009).

O largo numero de proteinas com dominios GGDEF ke &A uma Unica espécie tem
sido enigmatico. Em geral, bactérias Gram-negate@smais dessas proteinas que as Gram-
positivas, e as Gram-negativas exibem uma ampleedate de proteinas com dominio
GGDEF e EAL. As proteinas podem ter um dominio GED&N dominio EAL ou dois
dominios (HENGGE, 2009). Essas proteinas estamddedtificadas, assim como os fatores
que as regulam. Um estudo mostrou g&e aeruginosa possui um sistema de transducao de
sinal Wsp que é predito ativar a proteina WspR, pmdeina resposta reguladora com
dominio GGDEF, por fosforilacdo (GOYMER al., 2006; GUVENER E HARWOOD,
2007).

O c-di-GMP tem emergido como mensageiro secunddeobactérias que esta
universalmente envolvida na decisdo molecular eatrestilo de vida bacteriano moével-

planctbnico e sedentario. A notavel multiplicidade DGCs, PDEEs c-di-GMP e
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componentes associados a ligacdo do c-di-GMP uniza tgspécie, especialmente em

Proteobacteria, permite uma pletora de sinais @rs@ntegrados e muitos processos alvos
serem regulados. Quatro tipos de proteinas efeteda&sMP sdo conhecidas. A familia de

proteinas PilZ representa a classe melhor estutdBAlGGE, 2009)

Amikam et al. (2006) identificaram o dominio PilZ indicando egasse dominio é
parte das proteinas ligadoras de c-di-GMP (AMIKAMGRALPERIN, 2006).As proteinas
PilZ-like estudadas até agora parecem ser ativiascpdi-GMP e funcionam por interacdes
proteina-proteina, sendo que suas funcdes podenegativa ou positivamente controladas.
A ligacéo afeta a motilidade em enterobactériaa pélidade flagelar dE. coli e Salmonella
spp, a motilidade por contracao leaeruginosa (RYJENKOV et al., 2006), a producéo de
exopolissacarideo alginato eRseudomonas sp. (MERIGHI et al., 2007), a expressado de
genes de viruléncia emibfio cholerae (PRATT et al., 2007)e a sintese de celulose de

varias bactérias Gram negativas (HENGGE, 2009).

Evidéncias indicam que bactérias Gram negativas ermpodresponder a
aminoglicosideos por formar biofilme resistente rdiladticos. Em P. aeruginosa essa
resposta do biofilme requer o produto do gameque atua como um regulador que altera os
niveis de c-di-GMP por possuir uma fosfodiesteliagerna da membrana (EALBaseado
nos resultados foi proposto que a tobramicina, medireta ou indiretamente, aumenta a
atividade da fosfodiesterase do dominio citoplamm&AL da Arr levando a inativacéo do c-
di-GMP e aumentando a formac&o de biofiime. E pessjue a tobramicina e Arr estejam
regulando a formacao de biofilme por alterar omd&s da superficie como pili e flagelo
(HOFFMAN et al., 2005). Assim, o c-di GMP pode estar envolvidoiém com fatores de

resisténcia a antibiodticos.
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3. OBJETIVO

Avaliar a capacidade de formacéo de biofilme desdaraostras clinicas obtidas em
hospitais da cidade de Porto Alegre, realizandoemx@ntosin vitro em placas de
poliestireno testando diferentes concentragfedictesg no meio de cultura.

Caracterizar a presenca do gemR como um fator envolvido no processo de
formacéao de biofilme erAcinetobacter spp. pela amplificacdo do gene utilizando a técdeca

PCR e posterior clonagem do produto da amplificagwetor de expressao.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 AMOSTRAS BACTERIANAS

As duas cepas dicinetobacter spp. (amostra 1 e amostra 2) testadas para adaoma
de biofilme e as trés cepas utilizadas para ideatifio da presenca do genspR, foram
cedidas pelos hospitais de Porto Alegre HPS (amdstr1.2) e HCPA (amostra 2).

Para analise da morfologia e confirmacdo da putagaulturas, estas foram crescidas
em meio MacConkey por 24 horas a 37°C. Foram fesagstes com meio TSI, de catalase e
de oxidase. A pureza das cepas foi confirmadaqaekecteristica morfolégica no meio sélido
e pelos resultados dos testes verificados.

Para as analises de biofilme uma cep&adghyl ococcus epidermidis ATCC 35984 foi
usada como controle positivo por ser caracterizasao um microrganismo forte formador

de biofilme.

4.2 ENSAIO DE BIOFILME EM MICROPLACAS DE POLIESTIR¥O

4.2.1 SUSPENSAO BACTERIANA

As cepas décinetobacter spp. e do controle positivo foram inoculadas emonhé
sélido e incubadas a 37°C por 48 horas. Apés estedo procedeu-se a padronizacdo dos
indculos de acordo com o protocolo de deteccaoiaféntre em microplaca pelo método de
cristal violeta (Schmidt, 2009). As colbnias crdssi nas placas de LB foram transferidas
para a solucdo salina até turvacdo de 0,5 de acmmioa Escala Mac Farland (1 x®10

UFC/mL). Assim foi determinada a suspenséao bactaiigsicial para cada cepa teste.

4.2.2 ENSAIO DE BIOFILME

O protocolo utilizado para os testes de formacgéabiafdme in vitro foi o descrito por
Schmidt (2009) com adaptacdes. Para este testm fatihzados as placas de microtitulacéo
de poliestireno com 96 pocos (8x12) estéreis pardutoito repeticdes para cada condicao

(concentracao de glicose) testada.
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AplOs a preparacdo e padronizacdo das suspensOesidmas, 20 puL de cada
suspensao foram transferidos para os pog¢os dagpiaicas junto com aliquotas de 180 uL de
caldo LB suplementado com 0,25%, 0,75%, 0,50%,%,@51% de glicose e com LB sem
suplemento de glicose, cada meio foi testado emrejpeticbes para cada amostra. Foram
inoculados 20 pL d&. epidermidis ATCC 35984, forte formador de biofilme, em 180 gds
meios de culturas testados como controle posithad.utilizado como controle negativo o
mesmo volume dos meios de cultura, porém auseni@ddelo microbiano. As microplacas
foram incubadas por 24 horas. Apés este periodamfa@lescartados os conteudos dos pogos
com as células planctbénicas e foram lavadas tr&ssveom 200 pL de salina estéril. Apos a
retirada do excesso de solucao salina foram adidms1150 pL de metanol, por 20 minutos,
para a fixacédo do biofilme e entdo as microplaogsnfi secas “overnight”. A seguir, 0S po¢os
foram corados com solucéao de Cristal Violeta 0,%% 1% minutos, a temperatura ambiente,
lavados com agua e levemente secos a temperatini@araencom papel absorvente para a

adicao de 150 pL de etanol 95% por 30 minutos.

A densidade ¢ptica (DO) dos biofilmes bacteriamberidos e corados foi lida com o
auxilio de um leitor automatizado de Enzyme-linkedmunosorbent Assay (ELISA) em
comprimento de onda de 450 nm.

Todas as cepas foram separadas em categorias wsB@@aos biofilmes bacterianos,
como descrito anteriormente por Christensen e(1885) e adaptado por Marinho (2009)
com 99% de significancia. As amostras foram clasglhs como: ndo formador de biofilme,

fraco formador de biofilme, moderado formador d#ilthe e forte formador de biofilme.

4.3 IDENTIFICACAO DO GENEwnspR

4.3.1 DESENHO DOS PRIMERS

Para a montagem dos primers do gemspR foi realizada uma busca no banco de
dados NCBI e escolhido a sequéncia gendmica, c@d A2res de basespR - putative two-
component response regulator (GenelD:4919481) de uma linhagem Alebaumannii ATCC
17978. Ao inicio da sequéncia do prinfienward foi adicionado um sitio de restricdo para a
enzima de restricdbldel e ao inicio do primereverse foi adicionado um sitio de restricao

para a enzima de restricBamHI, para posterior clonagem em vetor de expressao.
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4.3.2 EXTRACAO DE DNA

A extragao do DNA das trés amostras, duas do Huospet Pronto Socorro de Porto
Alegre (Amostra 1 e amostra 1.2) e uma amostra dspithl de Clinicas de Porto Alegre
(Amostra 2), foi feita Segundo o protocolo de ex@mde DNA: fenol-cloroformio Fredricks
e Relman (1998) modificado. Uma aliquota de 5 micdiura sob crescimento a 37°C
overnight em caldo LB foi centrifugada por 5min a 6000 ro&s; por minuto (rpm), o
sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavano ampéo TE-1X (Tris 10 mM, EDTA 1
mM — pH7,8) e ressuspendido com o mesmo tampacdicionado TEN (TE-5X + NaCl),
10% do volume de SDS e Proteinase K [20 mg/miulmu-se, em banho, por 1h a 37°C;
Adicionou-se NaCl 5 M e fenol-cloroformio (1:1)erdrifugou-se 15 min a 14000 rpm e
coletou-se a fase aquosa e colocando-a em um eppendorf; depois foi adicionado
cloroférmio-alcoolisoamilico (9:1) na fase aquosantrifugou-se 15 min a 14000 rpm e
coletou-se a fase aquosa, colocando-a em um ooendorf ; foi adicionado etanol 100% a
fase aquosa coletada. A amostra foi incubada pa 420°C; Centrifugou-se por 15 min a
13.000rpm e desprezou-se o0 sobrenadante; O pmlletstuspendido em TE-1X.

4.3.3 PCR

A identificagdo do genevspR foi realizada pela técnica de PCR com os primers
desenhados, utilizando a enziriag DNA polimerase (CBiot), com o auxilio de um
termociclador. Apés, 10 pl da reacédo foram aplisagta gel de agarose 1%, juntamente com

um marcador de peso molecular de 1 Kb (Fermentas).

4.3.4 CLONAGEM DO GENBEvspR

Para a clonagem do gemspR foi realizado uma reacdo de PCR com a amostra 1
utilizando a DNA polimeras&aq platinum (Invitrogen) e o fragmento foi ligado a um vetor
de expressdo, o plasmideo pCR-Blunt (Invitrogetijizando a enzima T4 DNA ligase
(Promega). O plasmideo foi inserido por choque it®yma linhagem bacteriana &e coli
Topl0, a qual foi semeada em meio seletivo séliBaam kanamicina (50 pug/ml), overnight
a 37°C. A col6nia crescida foi inoculada em 5mLnaeio LB liquido overnight a 37°C e
depois foi realizado uma extracdo plasmidial (prep) por lise alcalina e purificacdo em

coluna (Plasmid Miniprep - Invitrogen).



29

Para a comprovacao da clonagem os plasmideos fdiganidosovernight a 37°C
com as enzimas de restrigfidel e BamHI, que clivam o DNA alvo nos sitios de restricdo 5
CA'TATG 3’ e 5G GATCC 3, respectivamente.

4.3.5 SEQUENCIAMENTO

Foi feito o sequenciamento para verificagcdo do glalhomologia do gene clonado
com o gene de referénciavspR - putative two-component response regulator
(GenelD:4919481) deé\. baumannii ATCC 17978. A qualidade do sequenciamento foi
confirmada pelo programa BioEdit (http://www.mbicsn.edu/bioedit/bioedit.html), e o grau
de homologia foi analisado por alinhamento de segj@é utilizando o programa EBI-
clustalW2 European Bioinformatics Institute — www.ebi.ac.uk) e NCBI-BLAST (National

Center for Biotechnology Information — www.ncbi.nirih.gov).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras 1 e 2 cresceram em meio solido MacGoekas colonias observadas
possuiam as seguintes caracteristicas morfologitsss, mucodides, opacas, levemente
rosadas e arredondadas. Nos testes bioquimicofoedas catalase positiva, oxidase negativa
e ndo fermentadoras, assim sendo caracterizadas pemnencentes ao génekoinetobacter
spp. (SCHRECKENBERGER al., 2007)

5.1 Formacao de biofilme

Ambas as cepas produziram biofilme em 24 h a 3MGneio LB (Figura 2) sem
agitacdo em microplacas de ELISA. As amostras micglm maior volume de biofilme com
0 aumento da concentracdo de glicose no meio ¢graf). Quando testadas em LB
suplementado com 1% de glicose a amostra 1 foe flstmadora e a amostra 2 foi
moderadamente formadora de biofilme; enquanto gud.B sem suplemento de glicose a
amostra 1 foi moderadamente produtora de biofilma amostra 2 foi fraca produtora.
Indicando assim, que a formacao de biofilme, petgems hospitalares deinetobacter spp.
testadas, esté diretamente relacionada com a geedenglicose do meio. Esse resultado vai
ao encontro do fato constatado por ktel (2008) de que isolados clinicos Alebaumannii
multiresistentes possuem grande habilidade pamaaiobiofilme, mas contraria o fato de que
a formacao de biofilme ocorre em maior grau quamdo baumannii esta em meio minimo
de crescimento (TOMARAS! al., 2003). A capacidade das linhagens clinicas tastae
formar biofilme em superficie plastica € preocupamois o poliestireno é um polimero
comumente usado na fabricacdo de varios aparelédscos; assim como um aumento da
quantidade de biofilme em maiores concentracdegicese, pois pode favorecer a formacgéao
de biofilme em dispositivos médicos ou tecidos dspedeiro visto que o sangue e urina

possuem uma consideravel concentracdo de glicose.

Além disso, a habilidade potencial Aebaumannii formar biofilme pode explicar sua
proeminente resisténcia a antibidticos e propriedal® sobrevivéncia no ambiente hospitalar.
A formacédo de biofilme por linhagens hospitalaresré fator preocupante, pois favorece a
persisténcia no ambiente hospitalar, visto qualbiefpodem suportar privacdo de nutrientes,
mudancas de pH, radicais de oxigénio, desinfetddE&SFERSON, 2004; RAJAMOHAst
al., 2009), assim como aumenta a resisténcia a aitis. A maioria das infec¢des
hospitalares esta provavelmente relacionada drbegiem cateteres meédicos, na verdade, os
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biofilmes se formam em quase todos os dispositmédicos de uso interno (TORTORA
al., 2005). O biofilme pode resistir a forcas de lbamento e fagocitose por células
inflamatorias (JEFFERSON, 2004), também ha umadigaentre a formacao de biofilme e a
capacidade de se aderir a células epiteliais husnérizE et al., 2006; LEEet al., 2008;
GADDY et al., 2009), um importante fator de patogenicidade.

Amostra 1

Figura 2. Andlise da formagédo de biofilme pela Ar4, corresponde a linhagem isolada do HPS, etaand,
corresponde a linhagem isolada do HCPA. Para dsesdram realizadas oito repeticbes para caddic@o
testado. Cada coluna a partir da esquerda paitadimaresponde, respectivamente ao branco (a} enams de
cultura LB (b), LB suplementado com 0,25% de ghkcés), com 0,50% de glicose (d), com 0,75% de géco

(e), e com 1,0% de glicose (f).
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Gréfico 1.: Andlise da formacéo de biofilme pelacatra 1 Acinetobacter sp. HPS) e pela amostra 2
(Acinetobacter sp. HCPA). Os resultados foram comparados comdoapataphylococcus epidermides, em
funcdo da densidade éptica observada para cadadeeinltura testado: LB, LB + 0,25% de glicose, +B
0,50% de glicose, LB + 0,75% de glicose, LB + 1 @&glicose.

5.2 Andlise genotipica do genespR

Pela andlise da reacdo de PCR com os primers nusn@dbela 1) foi identificado a
presenca do gengspR nas 3 amostras d&cinetobacter spp. testadas (Figura 3), indicando
que esse gene é provavelmente bem conservado astrBnhagens patogénicas de
Acinetobacter spp. Podemos deduzir que, assim como pRraaeruginosa, € um gene
amplamente distribuido nesse género também. A ipeotd/spR € uma proteina resposta
reguladora com dominio GGDEF, que quando ativaddgsforilacado, forma um mensageiro
secundario c-di-GMP (GOYMERt al., 2006; GUVENER E HARWOOD, 2007). O c-di-
GMP se liga a outras proteinas, como a protein&slike, regulando-as positiva ou
negativamente (HENGGE, 2009) afetando a ativid&gelar ou a motilidade por contragéao
como emP. aeruginosa (RYJENKOV et al., 2006), a producéo de exopolissacarideo alginato
em P. aeruginosa (MERIGHI et al., 2007), a expressao de genes de viruléncia dmov/

cholerae (PRATTet al., 2007)e a sintese de celulose de varias bactérias Grgatives. E
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assim, considerada uma proteina relacionada camea¢ao de biofilme e patogenicidade de
microrganismos, podendo ser um alvo para futunoadéos no tratamento de infec¢cdes com

Acinetobacter spp.

Primer Forward ~ 5° (Ndel) CCACA TATG ATG AAG TTG CAA GGT TCC AAT 3

Primer Reverse  5° (BamHI) CCAG GATCC TTA AGT TAG ATC TAC AAT TTG 3’

Tabela 1: Primerforward ereverse. Na posicao 5’ da seqiiéncia do prirf@ward foi adicionado um sitio de
restricdo para a enzima de restrigidel e na posicdo 5’ do primeeverse foi adicionado um sitio de restricdo

para a enzim8amHlI.

Figura 3.: Gel agarose 1% corado com bromet@titho e visualizado em luz UV. Marcador de peso
molecular (1Kb invitrogen) (M); amostra 1 (1) armasl.2 (2) amostra 2 (3) e controle negativo iicando a

presenca do gemespR (1230pb) nas amostras analisadas.

Foi feita a reacdo de PCR com a DNA polimeréag platinum da amostra 1. O
amplicon do genevspR foi ligado ao vetor de clonagem pCR-Blunt e transfado por
choque térmico emE. coli TOP10. Apds, os plasmideos foram extraidos perdisalina e
digeridos com as enzimas de restrijduiel e BamHI, que digeriram o DNA plasmidial em
seus respectivos sitios de restricdo, previamerseridos nos primers de amplificacdo do
gene de interesse (tabela 1). O vetor recombina@®-Blunt:wspR contendo o gene de

interesse foi confirmado pela verificagcdo do fragtnedo genewspR de tamanho correto
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(1.2Kb) (Figura 4). PosteriormentewepR sera ligado a um vetor de expressao para futuras

andlises da proteina WspR Algnetobacter spp.

Figura 4.: Gel agarose 1% corado com brometdidime visualizado em luz UV. Marcador de pesoeuolar
(1Kb invitrogen) (1), pCRBIluntwspR clivado com as enzimas de restrigddel e BamHI (2) onde podemos
observar os fragmentos de DNA de tamanho 1,2 Kdreafe ao genaspR e de 3,5 Kb referente ao plasmideo;
pCRBIlunt:wspR clivado com a enzima de rstricldel (3) e pCRBluntwspR clivado com a enzima de
restricioBamHI (4) ambas clivagens geraram um fragmento de DA Kb indicando a ligagdo do gene com

o plasmideo.

O plasmideo foi seqlienciado para verificagdo da gemhomologia do gene clonado
com o gene de referénciavspR - putative two-component response regulator
(GenelD:4919481) dé&. baumannii ATCC 17978. O grau de homologia foi analisado pelo
programa EBI- clustal W. Pela andlise podemos afirque o gene clonado éwspR de

Acinetobacter spp.

Alinhamento do fragmento sequenciado (reverse) ag@anewspR de Acinetobacter

baumannii ATCC 17978 reverse translated:

CLUSTAL 2.0.12 nultiple sequence alignment

ACTGene317_001 = cememmmeeiea e ATTCTTCATTCAA- GCATTTTGATATTGATTGCGGCCATT 39
atcc_revtansl at ed TTAAGTTAGATCTACAATTTGI TCTTCATTCAAAGCAATTTGATATTGATTGCGGCCATT 60
EEEEEEEEEEEEIEEEIEEEEEEEEEEEEEEEESEESSESEES
ACTGene317 TGTTTTTGCCTGATAGAGCGCATGAT CAGCACGACTAACAAAAGCAGAAATTGAATCATT 99
atcc_revtansl ated TGTTTTTGCCTGATAGAGCGCATGATCAGCACGACTAACAAAAGCAGAAATTGAATCATT 120
R EEEREEREEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEREEEERERERERERERERERESRESRESEESEESSE]
ACTGene317 TAAACGT GGAAT TGT GGTCGCCACGCCAACACT AATAGT TACGTATGGTGAAACACTACT 159

atcc_revtansl at ed TAAACGT GGAAT TGT GGT CGCCACGCCAACACTAATGGT TACGTATGGT GAAACACTACT 180

LR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R



ACTGene317
atcc_revtansl ated

ACTGene317
atcc_revtansl ated

ACTGene317
atcc_revtansl ated

ACTGene317
atcc_revtansl ated

ACTGene317
atcc_revtansl ated

ACTGene317
atcc_revtansl ated

ACTGene317
atcc_revtansl ated

ACTGene317
atcc_revtansl ated

ACTCGene317
atcc_revtansl ated

ACTCGene317
atcc_revtansl ated

ACTGene317
atcc_revtansl ated

ACTGene317
atcc_revtansl ated

ACTGene317
atcc_revtansl ated

ACTGene317
atcc_revtansl ated

ACTGene317
atcc_revtansl ated

ACTGene317
atcc_revtansl ated

ACTGene317
atcc_revtansl ated

ACTGene317
atcc_revtansl ated

ACATGGATGAACAATAGCAATTTTCTTAATTGCATTCATTAATCTTTCGGCCTGAATTTT
ACATGGATGAACAATAGCAATTTTCTTAATTGCATTCATTAATCTTTCGGCCTGAATTTT

R e R R

GGCTTGITGTGCATTTGI CATTGGGAACAGAAGT AAGAAT TCTTCACCGCCATAACGGEEC
GGCTTGITGTGCATTTGI CATTGGGAATAGAAGT AAGAAT TCTTCACCGCCATAACGGEEC

khkhkkhkhkhhkhhhkhhhhkhhhkhhkhhkhhhdhh Fhhhhhhhhdhhhhhhdhkhhk kb hdhkhhkhkhk*x

AACCAAAT CGCCACTACGAGCAGCAAT TGAGGAAAT TGCAGT CGCAATATCCTTTAAACA
AACCAAAT CGCCACTACGAGCAGCAAT TGAGGAAAT TGCAGT CGCAATATCTTTTAAACA

khkhkkhkhkhhkhhkhkhkhkhhkhhkhkhkhkhhkhhkhkhkhkhkhhkhkhhkhkhhkhkhkhkhkhhhkhkhkhkd *hkhkhkhkkx

CTGATCACCCTTGAGATGGCCTAAGCTATCGT TATATGGT TTAAAGAAGT CGATATCAAC
CTGATCACCCTTGAGATGGCCTAAGCTATCGT TATATGGT TTAAAGAAGT CGATATCAAC

R R e R R

CATCATAATAGT AAGAGGAGT CTCAT GGCGT AATGCGCGT CGCCATTCATTATCAAGT GT!
CATCATAATAGT AAGAGGAGT CTCAT GGCGT AATGCGCGT CGCCATTCATTATCAAGT GT!

R R e R R

TTCATCAAGATAACGT CGGT TAGCAAGCCCGGT TAAAGCATCTTGT TGAGAAAGCAGT GA
TTCATCAAGATAACGT CGGT TAGCAAGT CCGGT TAAAGCATCTTGT TGAGAAAGCAGT GA

khkhkkhhkhhkhhhkhhkhhkhhhkhhhhkhhhdhh Fhhhhhhhhdhh kb hdhkhhkhkhhkhhkhkhk*x

CAGITGT TGAGCT TGT TGCATGAGT TCAATACGGT TGAGCTCAATCATACAGT TTTGTAA
CAGITGTTGAGCTTGT TGCATAAGT TCAATACGATTGAGCTCAATCATACAGT TTTGTAA

R EEEEEEEEEEEEEEEEEEENEEEEEEEEEEEIEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEESESEESSE]

ATAGTTTTCACGGT GCTGACGAT CCGT AGCATAGGCAAGGGT CATGCCTAAGAAACTACT
ATAGTTTTCACGGT GCTGACGAT CCGT AGCAT AGGCAAGGEGT CATGCCTAAGAAACTACT

R EEEEEEEEEEEEEEREEEREEEEEERERREREREEEEREREEREEEEEREEEEEESEERESEESESES]

AAACGTATATGTACGGT TCAAGAAAGT CCAGT CTATGT CTCCGT TCAAATAGGTGCTTAC
AAACGTATATGTACGGT TCAGGAAGGT CCAGT CTATGT CTCCGT TCAAATAGGTACTTAC

R EEEEEEEEEEEEEEEEEEIEEEIEEEEEEEEEEEREREREESERESRESEESRESEEINESEESESE]

CAAA- TACCAAT AAGACOGCOGACCCAA: - - = - - = < = = < cw e o e c o e oea e
CAAAATACCAAT AAGACOGCOGACCCAT CCTGCAATAAT GGCAGTATAAAAACGCATGCC

EEEE IR EEEEEEEEEEEEEEEEESESESES

TCCCAATATATTGGAACCTTGCAACTTCAT 1230

219
240

279
300

339
360

399
420

459
480

519
540

579
600

639
660

699
720

726

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200
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Alinhamento do fragmento sequenciado (forward) cogenewspR de Acinetobacter

baumannii ATCC 17978:

CLUSTAL 2.0.12 nmultiple sequence alignment

ACTGene317_002
atcc

ACTGene317_002
atcc

ACTGene317_002
atcc

ACTGene317_002
atcc

ACTGene317_002
atcc

ACTGene317_002
atcc

ACTGene317_002
atcc

ACTGene317_002
atcc

ACTGene317_002
atcc

ACTGene317_002
atcc

ACTGene317_002
atcc

ACTGene317_002
atcc

ACTGene317_002
atcc

ACTGene317_002
atcc

ACTGene317_002
atcc

ACTGene317_002
atcc

ACTGene317_002
atcc

--------------------- GTATTGGGACAGGAACAA- TAGATTTATTAACCACACGC
ATGAAGT TGCAAGGT TCCAATAT ATTGGGACAGGAACAAAT AGATTTATTAACCACACGC

IR EEEREEREEEEEEEEEEIEEEEEEEREEREEERESESESES]

GGATTAAATTTCGTATGGT TTCCAAAGCAACT TGAAACGATATATCGT TTTCAATATCAA
GGATTAAATTTCGTATGGT TTCCAAAGCAACT TGAAACGATATATCGT TTTCAATATCAA

R EEEEEEEEEEEEEEREEEREREEEEE R R R R R R EREEEEEEEEEEEEEEEEESEESESESE]

AATGGTGCAGCCTATGAGT TTCGCTATAGAGCACCTATTATTTTAATATTATATTTATTT
AATGGTGCAGCCTATGAGT TTCGCTATAGAGCACCTATTATTTTAATATTATATTTATTT

R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEERE R R R R EREEEEEEEEEEEEEEEEESESESESSE]

TTAAGCTTTGGTATATACCAAGT TTTACCAACCGAACAAGT TTTATCCTGGT TAAGCTAT
TTAAGCTTTGGTATATACCAAGT TTTACCAACCGAACAAGT TTTATCCTGGT TAAGCTAT

R EEEEEEEEEEEEEEREEEEEEEEEEEREREREREEEREREEEEEEEEEEEEEEEEESEESESES]

TATTCTTGGGTAGCCATAATTGT TTTAATCGCCTGGATTTTATCATTTATTAAAAAATTA
TATTCTTGGGTAGCCATAATTGT TTTAATCGCCTGGATTTTATCATTTATTAAAAAATTA

R EEEEEEEEEEEEEEREEEEEEEREEEEREEEREREEREREREEEEEEEEEEEEREESRESRESEESSE]

AATCAGTGGTTTGATTATTATGTCGGCATTGGT TCTTCCGCTGCCGT TGCCATAACATTT
AATCAGTGGTTTGATTATTATGTCGGAATTGGT TCTTCCGCTGCCGT TGCCATAACATTT

R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEENEEEEREEEEEEEREEEESRERESRESRERESRESESEESSE]

ATTTTAATTAACGT TTTAGAAAATGCCCAAGATAATGTACTTTTTCATGCAGCAATGATG
ATCTTAATTAACGT TTTAGAAAATGCCCAAGATAATGTACTTTTTCATGCTGCAATGATG

R R EEEEEEEEEEEEREEEEEEEEEEEREREEREEEEEREEREEREEREEESRESEEIEEEEESEESSE]

TATGCCATTGTGATTATCTATGGTGCGGTAGGCATGCGTI TTTTATACTGCCATTATTGCA
TATGCCATTGTGATTATCTATGGTGCGGTAGGCATGCGT TTTTATACTGCCATTATTGCA

R EEEEEEEEEEEEEEREEEEEEEEEEEREEEREREEEREREEEEEEEEEEEEEEEEESEESESES]

GGATGGEGTCGECGGTCTTATTGGTATTTTGGTAAGCACCTATTTGAACGGAGACATAGAC
GGATGGEGTCGECGGTCTTATTGGTATTTTGGTAAGTACCTAT TTGAACGGAGACATAGAC

R EEEEEEEEEEEEEEREEEEEEEREEEEREEEREEEEIEEEREEEEEEESEEEERESRESEESRESSE]

TGGACTTTCTTGAACCGTACATATACGT TTAGTAGT TTCTTAGGCATGACCCT TGCCTAT
TGGACCTTCCTGAACCGTACATATACGT TTAGTAGT TTCTTAGGCATGACCCT TGCCTAT

EEEEEIEEEIEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEREEEEEREREEEEEEEEEEEEREESRESRESEESSE]

GCTACGGATCGT CAGCACCGT GAAAACTATTTACAAAACT GTATGATTGAGCTCAACCGT
GCTACGGATCGT CAGCACCGT GAAAACTATTTACAAAACT GTATGATTGAGCTCAATCGT

R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEREREEREREEEREREEEEREEREERESRERESRESEEINESESE]

ATTGAACT CATGCAACAAGCT CAACAACT GTCACTGCTTTCTCAACAAGATGCTTTAACC
ATTGAACTTATGCAACAAGCT CAACAACTGTCACTGCTTTCTCAACAAGATGCTTTAACC

khkhkkhkhkhhk hhkhhhhhh ko hhhkhh ko hhkhhkhkhhkhkhdkhkhkhkhhkhhkhkhkhkhkhhkhkhkkh k&

GGACTTGCTAACCGACGT TATCTTGATGAAACACT TGATAAT GAATGGCGACGCGCATTA

*k kkkk

CTATTCCCAATGACAAAT GCACAACAAGCCAAAAT TCAGGCCGAAAGATTAATGAATGCA

38
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98
120

158
180

218
240

278
300

338
360

398
420

458
480

518
540

578
600

638
660

698
720

705

780

840

900

960

1020
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6. CONCLUSAO

As duas amostras clinicas de pacientes hospitabzad cidade de Porto Alegre
mostraram-se eficazes formadoras de biofilme enropligcas de ELISA a temperatura de
37°C durante 24 horas em meio LB. A glicose adaiianao meio de cultura LB em
crescentes concentracdes influenciou positivamarftemacédo de biofilme. O aumento da
producao de biofilme pelas duas amostras testadlasrétamente proporcional ao aumento
de glicose no meio, onde a maior producao ocomeua suplementacao de 1% de glicose ao
LB. Houve uma variacéo entre as amostras testadgaga@ao grau de formacéo de biofilme;
a amostra 1 foi forte formadora de biofilme enqoawojue a amostra 2 foi apenas
moderadamente formadora. Deste modo, a formachmfiene pode estar relacionada com a
patogenicidade deAcinetobacter spp., principalmente na contaminacdo do ambiente
hospitalar e de dispositivos médicos além de tarahstrado capacidade de formar biofilme

em condicdes similares as encontradas nos tecaoBaspedeiros.

As amostras testadas possuem o gesp®, o qual pode estar envolvido na formagéo
do biofilme porAcinetobacter spp. A proteina WspR , uma diguanilato ciclase, possni
dominio GGDEF e quando sinalizada pode ser cap&arab@r o mensageiro secundario c-di-
GMP, o qual regula genes e proteinas modificandaagguinarios celulares fazendo com que
a bactéria passe da vida planctonica para a visd.sBendo assim, um interessante alvo para
novas terapias antimicrobianas combinadas, vistoaumento de resisténcia desse
microrganismo aos antibiéticos convencionalmenikzados e sua capacidade de formar

biofilme.
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