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RESUMO 

Nas últimas décadas Acinetobacter spp. emergiu como um importante patógeno 

nosocomial oportunista que afeta principalmente indivíduos imunocomprometidos, causando 

infecções no trato respiratório, trato urinário e em feridas os quais podem eventualmente 

progredir para septicemia. Inúmeros surtos de infecções hospitalares envolvendo 

Acinetobacter baumannii multi-resistentes a antibióticos tem sido relatado em diversas partes 

do mundo. A habilidade potencial de A. baumannii formar biofilme pode explicar sua 

proeminente resistência a antibióticos e propriedades de sobrevivência no ambiente hospitalar 

e em aparelhos médicos. Analisando o genoma de A. baumannii foi verificado a presença da 

proteína WspR, uma diguanilato ciclase com domínio GGDEF, a qual forma um mensageiro 

secundário c-di-GMP que está envolvido no processo de formação de biofilme bacteriano e 

em mecanismos de virulência. No presente trabalho observamos que duas amostras clínicas de 

Acinetobacter spp. obtidas em hospitais da cidade de Porto Alegre, RS, foram capazes de 

formar biofilme em superfície plástica e ambas apresentam o gene wspR. Quando inoculados 

estaticamente em meio LB com crescentes concentrações de glicose por 24 horas a 37ºC, a 

maior produção de biofilme (de moderadamente a fortes formadoras) ocorreu na maior 

suplementação de glicose (LB + 1% glicose).  Estes resultados demonstram que as amostras 

clínicas de Acinetobacter spp. são capazes de formar biofilme e um possível indício que a 

mudança da vida planctônica para a vida séssil possa estar relacionada com a proteína WspR.  

 

Palavras-chave: Acinetobacter spp., biofilme, glicose, WspR, c-di-GMP.  
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1. INTRODUÇÃO 

Acinetobacter spp. é um cocobacilo gram negativo, aeróbio estrito, não fermentador,  

oxidase negativo que nas últimas décadas tem emergido como um importante patógeno 

nosocomial (BERGOGNEBEREZIN E TOWNER, 1996; DIJKSHOORN et al., 2007). 

Infecções hospitalares por Acinetobacter spp. envolvem principalmente o trato respiratório, 

trato urinário e feridas podendo progredir para septicemia. Nos últimos anos, tem sido 

reportado inúmeros surtos de infecções hospitalares envolvendo Acinetobacter spp. multi-

resistentes a antibióticos em diversas partes do mundo (D'AREZZO et al., 2009; DENT et al., 

2010; HO et al., 2010; LIVERMORE et al., 2010; ROSENTHAL et al., 2010; WADL et al., 

2010) e em alguns destes lugares cepas pan-resistentes tem sido identificadas (VALENCIA et 

al., 2009), sendo Acinetobacter baumannii a principal espécie associada. Esse patógeno atinge 

especialmente pacientes severamente doentes internados em UTIs. Possivelmente, as 

principais razões para a difusão e persistência dos surtos são a co-transmissão pelas mãos da 

equipe que entra em contato com pacientes colonizados (BARCHITTA et al., 2009; 

KOHLENBERG et al., 2009) e a contaminação do ambiente hospitalar (JOSEPH et al.,2010). 

A sua alta capacidade de sobreviver na maioria das superfícies ambientais, inclusive em 

condições de seca (JAWAD et al., 1998), tem aumentando as preocupações. 

(SCHRECKENBERGER et al., 2007; DIJKSHOORN et al., 2007) 

A habilidade potencial de A. baumannii formar biofilme pode explicar sua proeminente 

resistência a antibióticos e propriedades de sobrevivência (TOMARAS et al., 2003; LI et al., 

2007). É aparente que a habilidade desse patógeno em formar biofilme é multifatorial e 

diversa, assim como adaptável a natureza da superfície nas quais as células estão interagindo. 

(GADDY et al., 2009) Os estudos sobre a formação de biofilme e sobre os genes envolvidos 

na  regulação de biofilme em A. baumannii tem aumentado, mas ainda pouco é conhecido. As 

proteínas até então identificadas e relacionadas com a formação de biofilme em A. baumannii 

são: Bap, AbaI, Bla-PER1, OmpA, CsuABCDE e PgaABCD. Analisando o genoma de A. 

baumannii foi verificado a presença do gene wspR. Sabe-se que WspR é umas das proteínas 

que influenciam a formação de biofilme em Pseudomonas aeruginosa. Quando fosforilada a 

enzima forma um mensageiro secundário c-di-GMP que interfere nas funções de virulência 

aguda e inibe várias formas de motilidade: controla a troca entre estilo de vida planctônico 

para a forma séssil em biofilme. (D'ARGENIO et al., 2002; HENGGE, 2009)  
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No Brasil, desde a década de 90 tem sido reportada a presença de cepas de Acinetobacter 

spp. resistentes a antibióticos em hospitais. (SADER et al.,2001) Na cidade de Porto Alegre 

os primeiros relatos aconteceram em 2004 e até 2008 foi constatado um surto causado por A. 

baumannii resistente aos carpapenêmicos (BREIER, MARTINS, 2008). O objetivo desse 

trabalho foi avaliar a formação de biofilme em duas amostras clínicas obtidas em hospitais da 

cidade de Porto Alegre. Especificamente, realizar experimentos in vitro de formação de 

biofilme, bem como caracterizar genotipicamente o gene wspR como um fator envolvido no 

processo de formação de biofilme em Acinetobacter spp.    
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 IDENTIFICAÇÃO 

O gênero Acinetobacter spp. é aeróbio estrito, Gram negativo, embora algumas vezes 

difícil de identificar, cocobacilo, não móvel, catalase positivo, oxidase negativo e não 

fermentativo. Cresce bem a temperaturas entre 20 a 35oC, pode crescer em meios laboratoriais 

comuns como ágar nutriente e ágar soja triptona sem necessidade da presença de fatores de 

crescimento. Cresce também em meio mineral simples contendo sais de amônia ou nitrato 

com uma única fonte de carbono e energia como acetato, lactato e piruvato. As colônias são 

lisas, às vezes mucóides, opacas, amarela pálida a branco acinzentadas em meio sólido, 

arredondadas e pequenas, possuem 1,0 a 1,5 por 1,5 a 2,5 µm na fase log, mas geralmente se 

tornam mais cocóide na fase estacionária. Ser oxidase negativo geralmente distingue 

Acinetobacter spp. de outras bactérias não fermentativas. (BERGOGNEBEREZIN E 

TOWNER, 1996; SCHRECKENBERGER et al., 2007) 

2.2 IMPORTÂNCIA CLÍNICA 

No gênero Acinetobacter spp. há 25 genomoespécies (grupos com DNA homólogos), 

porém, somente 11 espécies foram nomeadas, entre elas o A. baumannii, mas testes 

bioquímicos e de crescimento tem sido publicados para pelo menos 19 espécies 

(SCHRECKENBERGER et al., 2007). As espécies de Acinetobacter spp. estão amplamente 

distribuídas na natureza, podem formar parte da microbiota bacteriana da pele, há relatos que 

25% de indivíduos saudáveis carregam Acinetobacter spp. em sua pele (SOMERVIL.DA E 

NOBLE, 1970). Foi encontrado na cavidade oral de adultos saudáveis  (GRIFFITH et al., 

2006), mas a presença em pacientes não hospitalizados é normalmente baixa. Acinetobacter 

spp. é geralmente considerado não patogênico a indivíduos saudáveis, mas pode causar 

infecções em indivíduos debilitados. Algumas espécies de Acinetobacter spp. têm sido 

associadas em surtos de infecções hospitalares como Acinetobacter espécie genômica 3 e 

Acinetobacter espécie genômica 13TU  (DIJKSHOORN et al., 1993; DIJKSHOORNC et al., 

2007; TJERNBERG E URSING, 2007; WISPLINGHOFF et al., 2008; VAN DEN BROEK et 

al., 2009; PARK et al., 2010), mas o A. baumannii é a principal espécie relacionada aos surtos 

(DONNARUMMA  et al., 2010).  
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A manifestação clínica mais relevante são as infecções respiratórias hospitalares 

causadas por A. baumannii em UTIs (unidades de tratamento intensivo). Cerca de 6% das 

pneumonias em hospitais são causadas por esse microrganismo. As infecções estão 

relacionadas a traqueotomias e a utilização de tubos endotraqueais e de ventilação mecânica 

(CARNEIRO et al., 2010; JONES, 2010; MAGRET et al., 2010). A pneumonia adquirida 

pela comunidade, fora do ambiente hospitalar, causada por A. baumannii é incomum, mas 

importante atingindo principalmente pacientes idosos com alguma doença crônica e em 

pacientes mais novos observou-se que o alcoolismo está associado às infecções ( CHEN et al., 

2001; LEUNG et al., 2006), havendo uma maior ocorrência em climas tropicais, em particular 

no sudeste da Ásia e Austrália tropical (ANSTEY et al., 2002).  

A. baumannii também pode causar bacteremia, meningites e infecções urinárias. 

Pacientes imunocomprometidos fazem parte do maior grupo de pacientes adultos que 

contraíram bacteremia por A. baumannii, com as maiores taxas de bacteremia hospitalar 

ocorrendo na segunda semana de hospitalização, principalmente, após procedimentos 

invasivos (JUNG et al., 2010; LEE et al., 2010). Cateteres intravasculares e do trato 

respiratório, doenças malignas, trauma, e queimaduras parecem estar entre os fatores de 

predisposição (CISNEROS E RODRIGUEZ-BANO, 2002; RESSNER et al., 2008). Ainda há 

relatos de neonatos com baixo peso de nascimento, internados em UTIs que adquiriram 

infecção por A. baumannii resultando em bacteremia (BERNARDS et al., 1997; LITZOW et 

al., 2009; MADER et al., 2010). Meningites secundárias causadas por A. baumannii são a 

forma predominante, especialmente após procedimentos neurocirúrgico ou traumatismo 

craniano (CHANG et al., 2000; KIM et al., 2009). Infecções urinárias, embora pouco 

freqüentes, podem ocorrer em pacientes idosos debilitados ou em pacientes confinados em 

UTIs, principalmente com cateteres urinários permanentes (BERGOGNEBEREZIN E 

TOWNER, 1996; TANKHIWALE et al., 2004; ROSENTHAL et al., 2010).   

Livermore et al. (2010) constataram que o A. baumannii  causou ou contribuiu para 

mortes em 18 das 84 infecções revisadas por eles. Apesar disso, há controvérsia se a 

mortalidade é aumentada pela infecção com Acinetobacter spp. visto que a maioria dos 

pacientes apresentavam quadros clínicos bastante graves e com pobres prognósticos de 

sobrevivência. Assim, acredita-se que as mortes observadas seriam causadas por sua doença 

basal preferencialmente, ao invés de uma conseqüente infecção com A. baumannii. Estas 

conclusões contraditórias mostram que o debate sobre o impacto clínico desse microrganismo 
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ainda esta em andamento (DIJKSHOORN et al., 2007). Experimentalmente, infecções mistas 

combinadas com outras bactérias e A. baumannii são mais virulentas que infecções a penas 

por A. baumannii (OBANA Y, 1986). Entretanto, há fortes indícios, com o aumento de relatos 

de casos, que infecções por A. baumannii estão associadas diretamente com mortalidades, 

principalmente em paciente que apresentam bacteremia ou pneumonia variando de 1,8 a 23%, 

(SEIFERT et al., 1995; CISNEROS et al., 1996; DIJKSHOORN et al., 2007; FALAGAS E 

KARVELI, 2007; DENT et al., 2010), com uma maior taxa associada à falência de órgãos e 

com o aumento do tempo de permanência em UTIs (EBERLE et al., 2010).  

O fato de A. baumannii classificar-se entre os patógenos causadores de infecções 

nosocomiais mais importantes, tanto em UTIs como fora delas é alarmante, pois demonstra o 

potencial desse patógeno em se tornar a maior causa de infecções associadas a hospitais, 

podendo-se expandir para a população de risco (FALAGAS E KARVELI, 2007). Os 

pacientes geralmente apresentam colonização da pele em surtos, possuindo um papel 

importante na contaminação das mãos da equipe hospitalar durante contatos triviais, e assim 

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

(GETCHELLWHITE et al., 1989; ROBERTS et al., 2001; MARKOGIANNAKIS et al., 

2008; BARCHITTA et al., 2009; KOHLENBERG et al., 2009; JOSEPH et al., 2010). 

Foi observado que algumas linhagens possuem maior tendência em causar epidemia 

que outras (TURTON et al., 2004) e que o número de microrganismos resistentes aos 

antimicrobianos usualmente utilizados vem aumentando. A introdução terapêutica de novos 

antibióticos de amplo espectro em hospitais durante os anos 70 foi seguida de uma alta 

incidência de bacilos gram negativos aeróbios estritos, incluindo P. aeruginosa, Xanthomonas 

e Acinetobacter spp., resistentes a antibióticos e o conseqüente envolvimento em infecções 

nosocomiais (BERGOGNEBEREZIN E TOWNER, 1996). Porém, a manifestação clínica 

mais notável do Acinetobacter spp. como um patógeno nosocomial emergiu em 1980 

(DIJKSHOORN et al., 2007). Desde então, numerosos estudos têm reportado a ocorrência de 

A. baumannii multiresistentes a drogas em todo mundo  (D'AREZZO et al., 2009; DENT et 

al., 2010; HO et al., 2010; KULAH et al., 2010; LIVERMORE et al., 2010; PEREZ et al., 

2010; WADL et al., 2010) e em alguns lugares cepas pan-resistentes tem sido identificadas 

(VALENCIA  et al., 2009). Um consórcio internacional de controle de infecção hospitalar 

realizado com 173 UTIs participantes da America latina, Ásia, África e Europa demonstrou 

que o A. baumannii é um patógeno recorrente em diversas UTIs. Em media 50% dos  isolados 
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apresentaram resistência aos antibióticos β-lactâmicos não clássicos carbapenemicos: 

imipinem ou meropenem (ROSENTHAL et al., 2010), os quais agem inibindo a síntese da 

parede celular e possuem um amplo espectro de atividade antimicrobiana ( RANG et al. 

2000).  

No Brasil, de um total de 3.728 linhagens obtidas dos centros de saúde que 

participaram do Programa de Vigilância de Resistência Antimicrobiana (SENTRY) em 1997, 

1998, e 1999, o Acinetobacter spp. foi o quinto gênero gram negativo mais freqüente isolado 

(6.7% dos isolados) e o terceiro patógeno mais comum isolado de pacientes internados com 

pneumonia (10.8% dos isolados) (SADER et al.,2001). De Janeiro de 2001 a dezembro de 

2003 um total de 463 isolados de Acinetobacter spp. foram isolados de centros médicos da 

America Latina pelo SENTRY. Durante esse período um total de 33 isolados de 

Acinetobacter spp. mostraram resistência aos β-lactâmicos  testados (SADER et al., 2005). 

Segundo a secretaria municipal de saúde o primeiro caso de infecção por A. baumannii 

resistente aos carbapenêmicos em Porto Alegre ocorreu em 2004, desde então surtos 

envolvendo 16 hospitais e mais de 500 casos foram detectados de 2004 a 2008 (BREIER E 

MARTINS, 2008).    

Clones de bactérias que já causaram infecções são linhagens geneticamente estáveis 

particularmente bem sucedidas no ambiente hospitalar. Até agora sua resistência a agentes 

antimicrobianos é a sua vantagem seletiva mais conhecida. A resistência a agentes 

antimicrobianos é mediada pelos mais significativos mecanismos que podem ocorrer em 

bactérias: modificações dos sítios alvos, inativação enzimática, efluxo ativo e diminuição do 

influxo de drogas (DIJKSHOORN et al., 2007). Beta-lactamases são o grupo enzimático mais 

diverso associado a resistência microbiana, e mais de 50 enzimas diferentes, ou suas formas 

alélicas, foram identificadas em A. baumannii. A resistência a aminoglicosídeos tem sido 

atribuída a pelo menos, 9 enzimas distintas modificadas, as quais podem ser encontradas em 

diferentes combinações em algumas espécies (SEWARD et al., 1998; DIJKSHOORN et al., 

2007; MONIRI et al., 2010).   

A habilidade desse microrganismo de adquirir multiresistência a antimicrobianos e sua 

alta capacidade de sobreviver na maioria das superfícies ambientais tem aumentando as 

preocupações sobre infecção nosocomial. Para contornar esses problemas, deve-se evitar a 

administração de antibióticos não necessários aos pacientes a fim de evitar a seleção de 

microrganismos resistentes e deve-se realizar a revisão das práticas de higiene das mãos da 
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equipe hospitalar,  da descontaminação do ambiente e dos protocolos de limpeza (ROBERTS 

et al., 2001; BARCHITTA et al., 2009; VALENCIA et al., 2009). 

2.3 FATORES DE VIRULÊNCIA 

Além da resistência a antibióticos, certas características intrínsecas do microrganismo  

aumentam  a virulência das linhagens envolvidas nas infecções, estas características incluem: 

a presença de uma cápsula polissacarídica formada de L-ramanose, D-glicose, e D-manose o 

qual torna a superfície das linhagens mais hidrofílicas; a capacidade de adesão a células 

epiteliais humanas com a presença de fímbrias e/ ou cápsula polissacarídica  e o papel tóxico 

do componente lipopolissacarídeo da parede celular pela presença de lipídio A. A produção 

de endotoxina in vivo é a possível responsável pelos sintomas da doença observados durante 

septicemia por A. baumannii. (SMITH et al., 1990; ECHENIQUE et al., 1992; ACTIS et al., 

1993; BERGOGNEBEREZIN E TOWNER, 1996; LEONE et al., 2007).  

O sequenciamento de A. baumannii revelou que este organismo adquiriu um número 

considerável de genes por transferência horizontal, que provavelmente desempenham um 

papel direto em sua virulência. Esse microrganismo possui 16 ilhas genômicas  (Figura 1) que 

carregam os possíveis genes de virulência os quais estão associados com biogênese do 

envelope celular, resistência a antibióticos, biogênese de pilus e metabolismo lipídico 

(SMITH et al., 2007). Resistência a dessecação, desinfetantes e a antibióticos é importante 

para a sobrevivência ambiental, assim como sua versatilidade metabólica que permite 

sobreviver em diversas condições ambientais (JAWAD et al., 1998; DIJKSHOORN et al., 

2007; PEREZ et al., 2007). 

Sabe-se que A. baumannii pode sobreviver em condições adversas provavelmente pela 

habilidade dele crescer em várias temperaturas e pHs diferentes (JAWAD et al., 1998). Em 

surtos tem sido isolado de vários locais no ambiente do paciente incluindo, cama, cortinas, 

mobília e equipamentos hospitalares (VAN DEN BROEK et al., 2006; GETCHELLWHITE 

et al., 1989; BARCHITTA et al., 2009; KOHLENBERG et al., 2009). Observou-se também 

que a limpeza e desinfecção dos quartos dos pacientes e de UTIs foi eficaz em interromper 

esses surtos. Isso indica a importância do ambiente hospitalar como um reservatório para A. 

baumannii  (DIJKSHOORN et al., 2007). Uma provável explicação para sua persistência e 

para a reincidência das infecções seja devido a sua capacidade de formar biofilme. 
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Figura 1. Mapa circular do genoma de A. baumannii. Adaptado de Smith, Gianoulis et al., 2007. 
O círculo externo mostra os genes diferenciados por cores (por sua categoria funcional) atribuídos pelo COG 
(clusters of orthologous groups). O círculo representa a porcentagem média G + C. As caixas em azul indicam 
pAs (supostas ilhas exógenas), as caixas vermelhas, amarelas e laranjas mostram as 16 ilhas genômicas que 
carregam os genes de virulência putativos. As amarelas indicam ilhas previstas por estarem envolvidas na 
patogenicidade através da homologia e diferenças de composição das seqüências, as vermelhas e laranjas 
indicam ilhas confirmadas estando envolvidas na patogenicidade pelos screens. As caixas e os círculos foram 
desenhados utilizando o programa GenomeViz (http://www.uniklinikumgiessen. de / genoma / genomeviz / 
intro.html).  

 

2.3.1 BIOFILME 

Biofilmes são populações bacterianas inclusas em uma matriz, aderidas umas as outras 

e/ou a superfícies ou interfaces (COSTERTON et al., 1995), cujas células expressam genes 

em um padrão (SAUER et al., 2002) que diferem profundamente do que quando em vida 

planctônica, dentre eles estão proteínas envolvidas no metabolismo, translação, transporte de 

membrana e/ou secreção regulação gênica (WHITELEY et al., 2001; STOODLEY et al., 

2002). A comunicação célula-a-célula, ou quorum sensing (QS) permite as bactérias 

coordenarem suas atividades e agruparem-se em comunidades que trazem benefícios. Dentro 

de uma comunidade de biofilme, as bactérias são capazes de compartilhar os nutrientes e 

estão protegidas de fatores prejudiciais inerentes ao ambiente, como a dessecação, os 

antibióticos e o sistema imunológico do hospedeiro (TORTORA et al., 2005). 
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As bactérias agrupadas em biofilme formam estruturas tipo pilares, com canais por 

onde a água pode transportar os nutrientes para seu interior e também por onde os resíduos 

saem, como um sistema circulatório primitivo, que demonstram um grande nível de 

diferenciação. Um biofilme geralmente é composto por uma camada de superfície de cerca de 

10 µm de espessura, com pilares que se estendem em até 200 µm acima. A principal 

conseqüência da arquitetura é que a água pode fluir pelos canais e então entregar os nutrientes 

profundamente na comunidade complexa o que mantêm as células individuais em condições 

ótimas de nutriente em muitos locais no biofilme. (STOODLEY et al., 2002)  

Condições externas desencadeiam alterações na expressão de um subconjunto de 

genes requeridos para a formação do biofilme.  A formação de um biofilme por sua vez altera 

o microambiente de seus próprios habitantes os quais então levam a alterações adicionais na 

expressão gênica e posterior maturação do biofilme, e assim por diante. Mesmo bactérias em 

biofilme de única espécie são heterogêneos com respeito a expressão gênica. Isso devido a 

limitações de difusão transmitidos pelo biofilme, o que resulta em variação local do pH, 

disponibilidade de nutriente e oxigênio e concentrações de metabólitos bacterianos 

(JEFFERSON, 2004). O desenvolvimento do biofilme pode ser dividido em pelo menos 4 

estágios: i) ligação reversível; ii) ligação irreversível; iii) maturação iv) desprendimento. As 

células que se desligam do biofilme retornam ao modo planctônico de crescimento, então 

fechando o ciclo de desenvolvimento do biofilme. Bactérias em cada estágio do biofilme são 

fisiologicamente distintas das células em outros estágios. Esses processos não são 

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

que a qualquer momento uma pequena área na superfície pode conter biofilme em cada 

estágio de desenvolvimento. (STOODLEY et al., 2002) 

Durante esses estágios de adesão reversível as bactérias exibem alguns 

comportamentos espécie-específicos, antes que comecem a exsudar exopolissacarideos e se 

aderir irreversivelmente (MARSHALL et al., 1971). Microcolônias individuais podem se 

destacar da superfície ou podem dar origem a organismos planctônicos. Um meio de transição 

da ligação reversível para a irreversível é mediado por pili tipo IV. Motilidade por espasmos é 

a maneira de locomoção usada por P. aeruginosa na qual o pili tipo IV se estende e retrai, 

impulsionando assim a bactéria pela superfície. Trabalhando com Staphylococcus 

epidermidis, Gerke et al. (1998) mostraram que células aderentes produzem um 

polissacarídeo intracelular denominado adesina que liga as células e facilita a formação de 



16 

 

microcolônias, dando o suporte para a estrutura, contribuindo para posterior maturação do 

biofilme. A marca do biofilme bacteriano que segrega estas das bactérias que simplesmente se 

ligam a substratos é o fato destes biofilmes conterem substâncias poliméricas extracelulares 

(EPS) que circunda as bactérias residentes. O EPS microbiano é um polímero biossintético 

que pode ser altamente diverso na composição química e pode incluir proteínas substituíveis 

ou insubstituíveis, polissacarídeos, ácidos nucléicos, e fosfolipídeos (STOODLEY et al., 

2002). Ele pode conferir as bactérias resistência a forças de cisalhamento e fagocitose por 

células inflamatórias (JEFFERSON, 2004) e aumenta a resistência a antibióticos. Após a 

adesão irreversível ocorre a maturação do biofilme resultando na geração da arquitetura 

complexa, canais, poros, e redistribuição de bactérias longe do substrato (DAVIES et al., 

1998; STOODLEY et al., 2002). 

Biofilmes se desenvolvem preferencialmente em superfícies inertes, ou em tecidos 

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

Organismos em biofilme podem suportar privação de nutrientes, mudanças de pH, radicais de 

oxigênio, desinfetantes e antibióticos melhor que os organismos planctônicos e também são 

resistentes a fagocitose (STOODLEY et al., 2002). A natureza crônica de certas infecções é 

devido ao desenvolvimento de um biofilme resistente (JEFFERSON, 2004). Os 

microrganismos em biofilme são provavelmente mil vezes mais resistentes a microbicidas. Os 

especialistas do centro de controle de prevenção de doenças dos EUA (CDC - Centers for 

Disease Control and Prevention) estimam que 65% das infecções bacterianas envolvam 

biofilme. A maioria das infecções hospitalares está provavelmente relacionada a biofilmes em 

cateteres venosos. De fato, os biofilmes se formam em quase todos os dispositivos médicos de 

uso interno. Tecidos obtidos de infecções crônicas não relacionadas a aparelhos médicos 

também mostraram a presença de biofilme bacteriano cercado por uma matriz de 

exopolissacarideo  (COSTERTON et al., 1999).   

As células bacterianas sésseis liberam antígenos e estimulam a produção de anticorpo, 

mas os anticorpos não são eficientes em matar as bactérias no biofilme (COCHRANE et al., 

1988) mesmo em indivíduos com excelente reação imunológica celular e humoral, infecções 

por biofilme são raramente resolvidas pelas defesas do hospedeiro. A terapia antimicrobiana 

reverte os sintomas causados pelas células planctônicas liberadas do biofilme, mas falha em 

erradicar o biofilme. Por essa razão infecções causadas por biofilme geralmente mostram 
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sintomas recorrentes, após ciclos de terapia com antibiótico, até que a população séssil seja 

cirurgicamente removida do corpo. (COSTERTON et al., 1999)  

2.4 FORMAÇÃO DE BIOFILME POR ACINETOBACTER BAUMANNII.  

A habilidade potencial de A. baumannii formar biofilme pode explicar sua 

proeminente resistência a antibióticos e propriedades de sobrevivência. Essa possibilidade é 

suportada por um número pequeno de publicações as quais mostraram que isolados clínico 

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

abióticas como vidro e (VIDAL, 1996) plástico (TOMARAS et al., 2003; LI et al., 2007) 

havendo uma ligação entre a formação de biofilme e a capacidade de se aderir a células 

epiteliais humanas. (LEE et al., 2006; LEE et al., 2008; GADDY et al., 2009) A formação de 

biofilme pode servir como um importante mecanismo de patogenicidade durante infecções 

urinárias, cateteres-associadas, bacteremia, e pneumonia hospitalar em pacientes com 

ventiladores mecânicos. Um estudo realizado por Rodríguez-Baño et al. (2008), embora 

limitado pelo baixo número de casos, sugeriu que o biofilme tem um papel na patogenicidade 

de algumas infecções associadas a aparelhos (cateter de Foley, cateteres venosos, desvio do 

fluido  cerebroespinhal). Contudo, pouco é conhecido sobre a formação de biofilme em A. 

baumannii. 

Tomaras et al (2003) realizaram a caracterização inicial da estrutura do biofilme 

formada pelo A. baumannii sobre diferentes condições de culturas. Concluíram que A. 

baumannii forma biofilme em superfícies hidrofóbicas (plásticos) e hidrofílicas (vidro), cresce 

em diferentes condições de temperatura e produz cápsula de exopolissacarídeos. As análises 

quantitativas mostraram que o grupo de células se ligou ao poliestireno e polipropileno 

similarmente, mas sua ligação ao borosilicato foi significantemente reduzida. Culturas 

agitadas também reduziram a quantidade de células ligadas à superfície, quando comparadas 

com as não agitadas. A formação do biofilme foi mais eficiente a 30oC do que a 37oC. A 

incubação em meio mínimo com quelante de ferro resultou em um acréscimo na produção de 

biofilme. Os dados do estudo suportam a hipótese que A. baumannii produz 

exopolissacarideos, que são parte da estrutura celular formada por essa bactéria quando cresce 

ligada a superfícies plásticas. Aglomerados mais densos foram observados na superfície 

líquido-ar. (TOMARAS et al., 2003)  
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Formação de biofilme em instrumentos médicos, como tubos endotraqueais ou 

cateteres intravasculares, fornece um nicho para a bactéria provavelmente, a partir dos quais 

elas podem colonizar pacientes e dar origem a infecções sangüíneas ou do trato respiratório. 

(DIJKSHOORN et al., 2007) Tem sido observado também que isolados clínicos de A. 

baumannii tem a habilidade de sobreviver longos períodos de tempo em condições altamente 

dissecadas em superfícies abióticas (GADDY E ACTIS, 2009) e possuem a capacidade de 

sobreviver em ambiente hospitalar por longos períodos de tempo resistindo a desinfecção 

(RAJAMOHAN et al., 2009). King et al. (2009) encontraram uma associação entre alta 

produção de biofilme e resistência sérica. Parece haver alguma interação entre esses fatores de 

virulência: talvez a resistência sérica possa ajudar a bactéria a formar quantidade de biofilme 

abundante, uma vez que sobrevive na presença da resposta imune do hospedeiro; ou através 

das substâncias secretadas para formar biofilme que podem contribuir para resistência sérica.  

Mecanismos da resistência a antibióticos do biofilme bacteriano: 1) o EPS do biofilme 

pode agir como um adsorvente, reduzindo a quantidade de antibiótico; 2) a estrutura do 

biofilme age como uma barreira de penetração; 3) o biofilme bacteriano aumenta a expressão 

das bombas de efluxo; 4) a presença de uma subpopulação bacteriana dormente e agrupada a 

qual é protegida da morte induzida por antibióticos.  Shin et al (2008) demonstraram que 

isolados clínicos de A. baumannii multiresistentes apresentam uma alta capacidade para 

formar biofilme e Rao et al. (2008) encontrou uma associação significante entre 

multiresistência e biofilme.  Então, as funções da estrutura do biofilme formada por essa 

bactéria envolvem sua habilidade de resistir a terapias antimicrobianas assim como outros 

estresses ambientais como desidratação e disponibilidade limitada de nutrientes (GADDY E 

ACTIS, 2009). Li et al. (2007) constataram um significante decréscimo na formação de 

biofilme em linhagens resistentes a colistina o que beneficiará a situação clínica, considerando 

que o biofilme de A. baumannii está relacionado com decréscimo na suscetibilidade a 

antibióticos. Outro estudo mostrou que biocidas induzem a formação de biofilme de isolados 

clínicos em concentrações subinibitórias, o que levanta uma preocupação sobre o uso 

inapropriado de biocidas/desinfectantes e também a persistência de A. baumannii através da 

indução de biofilme (RAJAMOHAN et al., 2009).  

Produção de biofilme pelo A. baumannii é considerada o principal fator responsável 

pelo aumento da virulência em infecções mistas, embora nenhuma correlação foi achada entre 

a quantidade de filme e o grau de virulência. Algumas pesquisas não acharam correlação entre 
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a habilidade de formar biofilme e o tipo molecular, resistência a carbapenêmicos e 

ciprofloxacino ou sítios de isolamento das linhagens clínicas cultivadas de pacientes 

hospitalizados (RODRIGUEZ-BANO et al., 2008; WROBLEWSKA et al., 2008). Há dados 

que apontam que os maiores produtores de biofilme foram sensíveis a muitos antibióticos e 

parecem ser menos epidêmicos, enquanto linhagens mais resistentes a drogas produziram 

pouca quantidade de biofilme. Outros estudos não acharam correlação da produção de 

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

biofilme com o tempo de infecção no paciente (WROBLEWSKA et al., 2008; KING et al., 

2009). Uma possível explicação é que isolados formadores de biofilme não são tão 

dependentes como os não formadores de biofilmes de genes e mecanismos de resistência a 

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

anitmicrobiana, e características epidêmicas para sobrevivência no ambiente hospitalar 

(RODRIGUEZ-BANO et al., 2008). 

É aparente que a habilidade desse patógeno de formar biofilme é multifatorial e 

diversa assim como adaptável a natureza da superfície nas quais as células estão interagindo. 

Similarmente relevante é a produção de fatores bacterianos que também determinam o 

resultado dessa interação quando tipos particulares de superfícies bióticas estão envolvidos. A 

elucidação dessas interações complexas é importante, não apenas para entender melhor a 

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

estratégias antimicrobianas (GADDY et al., 2009). 

2.5 REGULAÇÃO DE BIOFILME EM ACINETOBACTER BAUMANNII. 

Há muitos fatores que controlam a formação de biofilme em A. baumannii que 

precisam ser elucidados, até o momento pouco é sabido sobre os mecanismos envolvidos na 

regulação da produção do biofilme. As proteínas até o momento identificadas são: Bap, AbaI, 

Bla-PER1, OmpA, CsuABCDE, PgaABCD e Proteína Diguanilato Ciclase. 

Shin et al (2009) investigaram as proteínas diferencialmente expressas por A. 

baumannii cultivado em condições planctônicas e de biofilme. As proteínas significantemente 

mais expressas em células de biofilme foram a NAD-linked malatodesidrogenase (MDH), 

proteína receptora de membrana externa envolvida no transporte de ferro (TonB-dependente), 

a PER-1 e a enzima tipo I aminoglicosideo acetiltransferase (6’) que são responsáveis pela 

resistência a antibióticos e também foram altamente induzidas durante a cultura de biofilme. 
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Exodeoxiribonuclease III, codificada pelo gene xth de A. baumannii. Nas células de biofilme, 

as proteínas relacionadas à sinalização mais expressas foram: Aldo/ceto redutase, uma 

histidina quinase sensora que é parte de um sistema de transdução de sinal com dois 

componentes (TCSTS). Identificaram também as proteínas expressas somente nas células do 

biofilme dentre elas estão a UDP-galactose 4-epimerase (GalE), a enzima GidA, N-

acetilmuramoil-L-alanina amidase, e a proteína  diguanilato ciclase (fosfodiesterase) que 

contém um domínio EAL (associado com atividade fosfodiesterase do c-di-GMP), um 

domínio GGDEF (associado com atividade diguanilato ciclase c-di-GMP sintetizadora), e um 

domínio PAS que age como sensor de luz, oxigênio, redox (GALPERIN, 2004;  SHIN et al., 

2009). 

2.5.1 Proteína Bap 

Membros da família Bap são definidos como proteínas de alto peso molecular que 

estão presentes na superfície da bactéria e conferem a ela a habilidade de formar biofilme. 

Loehfelm et al (2008) identificaram um gene codificando um homólogo da Bap em A 

baumannii 307-0294. A comparação quantitativa da formação de biofilme por um mutante 

Bap-deficiente e uma bactéria tipo selvagem demonstrou que os mutantes são incapazes de 

sustentar o volume e a espessura do biofilme.  Bap tem uma estrutura predita similar a 

adesinas bacterianas e pode funcionar como uma adesina intercelular de maneira que suporta 

a estrutura madura do biofilme.  

2.5.2 Proteína AbaI  

As bactérias estão de fato frequentemente envolvidas em atividades coordenadas em 

um grupo, e muitas bactérias gram negativas produzem lactonas N-acil homoserinas (AHSLs) 

como moléculas sinalizadoras no sistema regulatório quorum sensing (BASSLER, 1999; 

GONZALEZ et al., 2009). O gene para uma sintase autoindutora designado abaI de uma 

linhagem de A. baumannii M2, foi clonado e caracterizado no estudo que demonstrou que ele 

direciona a produção de sinais de uma lactona acil-homoserina (AHL). A AbaI sintase 

autoindutora foi requerida para o desenvolvimento normal de biofilme, sua inativação 

resultou em um decréscimo de até 40% da produção de biofilme, sugerindo que as vias de 

quorum sensing  abaI-diretas são requeridas para os estágios tardios da maturação do biofilme 

(NIU et al., 2008).  
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2.5.3 Proteína Bla-PER1 

PER-1 é uma betalactamase de espectro estendido (ESBL) tipo classe A, a qual é 

responsável pela resistência de bactérias gram negativas a antibióticos beta-lactâmicos de 

espectro estendido. Em um estudo com 23 isolados clínicos multiresistentes de A. baumannii 

demonstrou que os isolados que continham blaPER-1 mostraram uma capacidade 

significativamente maior para a aderência em células epiteliais e formação de biofilme, 

quando comparados com isolados sem o gene blaPER-1 (LEE et al., 2008). Baseado nesse dado 

é possível especular que a aquisição do gene blaPER-1 além de conferir resistência a 

antibióticos em A baumanni também aumenta a habilidade de formar biofilme, podendo ser 

considerado um importante gene de virulência para essa espécie.  

2.5.4 Proteína OmpA 

O trabalho de Gaddy et al (2009) mostra que uma proteína maior da membrana 

externa A (OmpA) tem um papel parcial na formação de biofilme em plástico e que é 

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

da produção do csuA/BABCDE pili mediado. OmpA provou ser essencial para a habilidade 

do A. baumannii se ligar a superfícies bióticas assim como aquelas representadas em células 

epiteliais alveolares humanas. OmpA tem também um papel na produção de compostos 

citotóxicos desconhecidos  que demonstraram ser sensíveis ao calor e a protease (GADDY et 

al., 2009). 

2.5.5 Proteínas CsuABCDE 

Através de uma análise genética e molecular do A. baumannii linhagem 19606 Dorsey 

et al. (2002) identificaram dois genes, csuE e csuB, na mesma região cromossômica, os quais 

sugeriam uma organização potencialmente similar aquela descrita para Vibrio 

parahaemolyticus csuABCDE locus. Inserções nos genes csuB- e csuE-like, os quais afetaram 

em diferentes graus a expressão da ligação e funções do biofilme, indica que a A. baumannii 

contem o locus csuABCDE . O papel desse predito locus é suportado pelo fato de que os 

produtos da translação previstos para os genes csuC e csuD são altamente relacionados a 

proteínas da membrana externa chaperonas e usher assembly. Esse tipo de sistema de 

secreção de proteínas, o qual foi descrita para outra bactéria esta envolvida na reunião de uma 
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variedade de estruturas de superfície que tem um papel na interação entre células bacterianas 

e superfícies abióticas e bióticas.  

Tomaras et al (2003) confirmaram a presença da estrutura pili-like em A. baumannii, 

sabe-se que a motilidade celular mediada por apêndices como flagelo e pili ou a ação da dos 

glicopeptideolipidios é requerida para formação de biofilme por bactérias como P. aeruginosa 

(O'toole e Kolter, 1998). A motilidade por contração e deslizamento tem sido observada 

quando alguns isolados foram testados em meio semi-sólido. Esse trabalho provou que a 

presença de estruturas pili-like na superfície do A. baumannii é essencial para os primeiros 

passos para o processo que gera a formação de estruturas de biofilme em superfícies plásticas. 

Comprovaram que a expressão de csuC e csuE, o qual pertence a um grupamento de genes 

relacionados com o locus bacteriano que codifica a produção de pili, sua secreção e funções, 

são requeridos nos primeiros passos do processo que leva a formação de biofilme.  

Uma histidina quinase sensora é parte de um sistema de transdução de sinal com dois 

componentes (TCSTS) sendo uma interface de comunicação onipresente distribuído em 

bactérias. TSCSTS permite respostas adaptativas a uma ampla variedade de estímulos 

ambientais (Shin et al., 2009). Tomaras et al. (2008) caracterizaram um TCSTS de A. 

baumannii ATCC19606, a qual foi nomeado operon  bfmRS, no qual bfmS codifica uma 

kinase sensora e bfmR codifica um regulador de resposta e concluíram que esses genes 

controlam a expressão do operon csu e a montagem do pili, controlando assim a formação de 

biofilme e a morfologia celular. A expressão do csuAB aparentemente codifica a maioria da 

subunidade do pili produzido por esse sistema integrado. Entretanto, os sinais ambientais ou 

sinais que esse sistema sensor reconhece e os genes alvos que ele controla, em adição ao csu, 

ainda esta indefinido.  

2.5.6 Proteínas PgaABCD 

Um dos polissacarídeos importantes que compõe a matriz do biofilme é o poli-beta-N-

acetilglucosamina (PNAG). Em adição ao seu papel na superfície e da aderência célula-a-

célula, PNAG é um importante fator de virulência e protege a bactéria contra as defesas inatas 

do hospedeiro. Estudos genéticos e bioquímicos demonstraram que o locus pgaABCD de A. 

baumannii codifica proteínas para a síntese de PNAG nesse organismo e que esses genes 

estão presentes em 30 isolados clínicos, a maioria dos quais produz polissacarídeo PNAG 

detectável. De todas as moléculas diferentes identificadas como componentes de biofilme, 



23 

 

PNAG é talvez uma das mais importantes e o fator amplamente conservado por diferentes 

espécies bacterianas. PNAG é fundamental para manter a integridade do biofilme de A. 

baumannii. (CHOI et al., 2009) 

2.5.7 Proteína Diguanilato Ciclase  

A diguanilato cilcase (DGC´s) produz a molécula de c-di-GMP a partir de dois GTPs e 

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

guanosina (pGpG) que é posteriormente separado em duas moléculas de GMP (HENGGE, 

2009). O c-di-GMP (dímero de monofosfato cíclico de guanosina) é uma molécula solúvel 

que funciona como um mensageiro secundário em bactérias. Em geral, c-di-GMP estimula a 

biossíntese de adesinas e substância de exopolissacarideos da matriz  (SPIERS et al., 2003) 

em biofilmes, interfere nas funções de virulência aguda e inibe várias formas de motilidade: 

controla a troca entre estilo de vida planctônico móvel e o biofilme séssil da bactéria 

(D'ARGENIO et al., 2002). A atividade DGC esta associada com o domínio GGDEF e a 

atividade PDE c-di-GMP especifica esta associada com os domínios EAL ou HD-GYP. 

Muitas das proteínas com esses domínios contem hélices transmembranas, que em bactérias 

Gram negativas pode localizar os sítios sensores no periplasma. Sinais percebidos incluem 

oxigênio e condições redox, luz, falta de nutrientes e varias substâncias extracelulares como 

antibióticos poliaminas ou moléculas de sinalização intracelular. Estes sinais são percebidos, 

por exemplo, por um domínio PAS flavina-associado (HENGGE, 2009).   

O largo número de proteínas com domínios GGDEF e EAL em uma única espécie tem 

sido enigmático. Em geral, bactérias Gram-negativas tem mais dessas proteínas que as Gram-

positivas, e as Gram-negativas exibem uma ampla variedade de proteínas com domínio 

GGDEF e EAL. As proteínas podem ter um domínio GGDEF, um domínio EAL ou dois 

domínios (HENGGE, 2009). Essas proteínas estão sendo identificadas, assim como os fatores 

que as regulam.  Um estudo mostrou que a P. aeruginosa possui um sistema de transdução de 

sinal Wsp que é predito ativar a proteína WspR, uma proteína resposta reguladora com 

domínio GGDEF, por fosforilação  (GOYMER et al., 2006; GUVENER E HARWOOD, 

2007). 

O c-di-GMP tem emergido como mensageiro secundário de bactérias que esta 

universalmente envolvida na decisão molecular entre o estilo de vida bacteriano móvel-

planctônico e sedentário. A notável multiplicidade de DGCs, PDEEs c-di-GMP e 
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componentes associados a ligação do c-di-GMP uma única espécie, especialmente em 

Proteobacteria, permite uma pletora de sinais a serem integrados e muitos processos alvos 

serem regulados. Quatro tipos de proteínas efetoras c-di-GMP são conhecidas. A família de 

proteínas PilZ representa a classe melhor estudada. (HENGGE, 2009) 

Amikam et al. (2006) identificaram o domínio PilZ indicando  que esse domínio é 

parte das proteínas ligadoras de c-di-GMP (AMIKAM E GALPERIN, 2006). As proteínas 

PilZ-like estudadas até agora parecem ser ativas pelo c-di-GMP e funcionam por interações 

proteína-proteína, sendo que suas funções podem ser negativa ou positivamente controladas. 

A ligação afeta a motilidade em enterobactéria, pela atividade flagelar de E. coli e Salmonella 

spp, a motilidade por contração de P. aeruginosa  (RYJENKOV et al., 2006),  a produção de 

exopolissacarideo alginato em Pseudomonas sp. (MERIGHI et al., 2007), a expressão de 

genes de virulência em Vibrio cholerae  (PRATT et al., 2007) e a síntese de celulose de 

varias bactérias Gram negativas (HENGGE, 2009). 

Evidências indicam que bactérias Gram negativas podem responder a 

aminoglicosideos por formar biofilme resistente a antibióticos. Em P. aeruginosa essa 

resposta do biofilme requer o produto do gene arr que atua como um regulador que altera os 

níveis de c-di-GMP por possuir uma fosfodiesterase interna da membrana (EAL). Baseado 

nos resultados foi proposto que a tobramicina, mesmo direta ou indiretamente, aumenta a 

atividade da fosfodiesterase do domínio citoplasmático EAL da Arr levando a inativação do c-

di-GMP e aumentando a formação de biofilme. É possível que a tobramicina e Arr estejam 

regulando a formação de biofilme por alterar os apêndices da superfície como pili e flagelo 

(HOFFMAN et al., 2005). Assim, o c-di GMP pode estar envolvido também com fatores de 

resistência a antibióticos. 
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3. OBJETIVO 

 

Avaliar a capacidade de formação de biofilme de duas amostras clínicas obtidas em 

hospitais da cidade de Porto Alegre, realizando experimentos in vitro em placas de 

poliestireno testando diferentes concentrações de glicose no meio de cultura.  

  Caracterizar a presença do gene wspR como um fator envolvido no processo de 

formação de biofilme em Acinetobacter spp. pela amplificação do gene utilizando a técnica de 

PCR e posterior clonagem do produto da amplificação em vetor de expressão.    
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 AMOSTRAS BACTERIANAS 

As duas cepas de Acinetobacter spp. (amostra 1 e amostra 2) testadas para a formação 

de biofilme e as três cepas utilizadas para identificação da presença do gene wspR, foram 

cedidas pelos hospitais de Porto Alegre HPS (amostra 1 e 1.2) e HCPA (amostra 2).  

Para análise da morfologia e confirmação da pureza das culturas, estas foram crescidas 

em meio MacConkey por 24 horas a 37°C. Foram feitos os testes com meio TSI, de catalase e 

de oxidase. A pureza das cepas foi confirmada pela característica morfológica no meio sólido 

e pelos resultados dos testes verificados.  

Para as análises de biofilme uma cepa de Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 foi 

usada como controle positivo por ser caracterizada como um microrganismo forte formador 

de biofilme. 

4.2 ENSAIO DE BIOFILME EM MICROPLACAS DE POLIESTIRENO 

4.2.1 SUSPENSÃO BACTERIANA 

As cepas de Acinetobacter spp. e do controle positivo foram inoculadas em meio LB 

sólido e incubadas a 37°C por 48 horas. Após este período procedeu-se a padronização dos 

inóculos de acordo com o protocolo de detecção de biofilme em microplaca pelo método de 

cristal violeta (Schmidt, 2009). As colônias crescidas nas placas de LB foram transferidas 

para a solução salina até turvação de 0,5 de acordo com a Escala Mac Farland (1 x 108 

UFC/mL). Assim foi determinada a suspensão bacteriana inicial para cada cepa teste. 

 4.2.2 ENSAIO DE BIOFILME 

O protocolo utilizado para os testes de formação de biofilme in vitro foi o descrito por 

Schmidt (2009) com adaptações. Para este teste foram utilizados as placas de microtitulação 

de poliestireno com 96 poços (8x12) estéreis permitindo oito repetições para cada condição 

(concentração de glicose) testada. 
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Após a preparação e padronização das suspensões bacterianas, 20 µL de cada 

suspensão foram transferidos para os poços das microplacas junto com alíquotas de 180 µL de 

caldo LB suplementado com 0,25%, 0,75%, 0,50%, 0,75% e 1% de glicose e com LB sem 

suplemento de glicose, cada meio foi testado em oito repetições para cada amostra. Foram 

inoculados 20 µL de S. epidermidis ATCC 35984, forte formador de biofilme, em 180 µL dos 

meios de culturas testados como controle positivo. Foi utilizado como controle negativo o 

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

foram incubadas por 24 horas. Após este período, foram descartados os conteúdos dos poços 

com as células planctônicas e foram lavadas três vezes com 200 µL de salina estéril. Após a 

retirada do excesso de solução salina foram adicionados 150 µL de metanol, por 20 minutos, 

para a fixação do biofilme e então as microplacas foram secas “overnight”. A seguir, os poços 

foram corados com solução de Cristal Violeta 0,5% por 15 minutos, a temperatura ambiente, 

lavados com água e levemente secos a temperatura ambiente com papel absorvente para a 

adição de 150 µL de etanol 95% por 30 minutos.  

A densidade óptica (DO) dos biofilmes bacterianos aderidos e corados foi lida com o 

auxílio de um leitor automatizado de Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) em 

comprimento de onda de 450 nm.  

Todas as cepas foram separadas em categorias usando a DO dos biofilmes bacterianos, 

como descrito anteriormente por Christensen et al. (1985) e adaptado por Marinho (2009) 

com 99% de significância. As amostras foram classificadas como: não formador de biofilme, 

fraco formador de biofilme, moderado formador de biofilme e forte formador de biofilme. 

4.3 IDENTIFICAÇÃO DO GENE wspR 

4.3.1  DESENHO DOS PRIMERS 

Para a montagem dos primers do gene wspR foi realizada uma busca no banco de 

dados NCBI e escolhido a sequência genômica, com 1230 pares de base, wspR - putative two-

component response regulator (GeneID:4919481) de uma linhagem de A. baumannii ATCC 

17978.  Ao início da seqüência do primer forward foi adicionado um sítio de restrição para a 

enzima de restrição NdeI e ao início do primer reverse foi adicionado um sítio de restrição 

para a enzima de restrição BamHI, para posterior clonagem em vetor de expressão.  
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4.3.2 EXTRAÇÃO DE DNA 

A extração do DNA das três amostras, duas do Hospital de Pronto Socorro de Porto 

Alegre (Amostra 1 e amostra 1.2) e uma amostra do Hospital de Clinicas de Porto Alegre 

(Amostra 2), foi feita Segundo o protocolo de extração de DNA: fenol-clorofórmio Fredricks 

e Relman (1998) modificado. Uma alíquota de 5 ml de cultura sob crescimento a 37°C 

overnight em caldo LB foi centrifugada por 5min a 6000 rotações por minuto (rpm), o 

sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado com tampão TE-1X (Tris 10 mM, EDTA 1 

mM – pH7,8) e ressuspendido com o mesmo tampão; Foi adicionado TE5N (TE-5X + NaCl), 

10% do volume de SDS e Proteinase K [20 mg/ml];  Incubou-se, em banho, por 1h a 37°C;  

Adicionou-se  NaCl 5 M e fenol-clorofórmio (1:1), centrifugou-se 15 min a 14000 rpm e 

coletou-se a fase aquosa e colocando-a em um outro eppendorf; depois foi adicionado 

clorofórmio-alcoolisoamílico (9:1) na fase aquosa, centrifugou-se 15 min a 14000 rpm e 

coletou-se a fase aquosa, colocando-a em um outro eppendorf ; foi adicionado etanol 100% a 

fase aquosa coletada. A amostra foi incubada por 1h a -20°C; Centrifugou-se por 15 min a 

13.000rpm e desprezou-se o sobrenadante; O pellet foi ressuspendido em TE-1X. 

4.3.3 PCR  

A identificação do gene wspR foi realizada pela técnica de PCR com os primers 

desenhados, utilizando a enzima Taq DNA polimerase (CBiot), com o auxílio de um 

termociclador. Após, 10 µl da reação foram aplicadas em gel de agarose 1%, juntamente com 

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

4.3.4 CLONAGEM DO GENE wspR 

Para a clonagem do gene wspR foi realizado uma reação de PCR com a amostra 1 

utilizando a DNA polimerase Taq platinum (Invitrogen) e o fragmento foi ligado à um vetor 

de expressão, o plasmídeo pCR-Blunt (Invitrogen), utilizando a enzima T4 DNA ligase 

(Promega). O plasmídeo foi inserido por choque térmico na linhagem bacteriana de E. coli 

Top10, a qual foi semeada em meio seletivo sólido LB com kanamicina (50 µg/ml), overnight 

a 37ºC. A colônia crescida foi inoculada em 5mL de meio LB líquido overnight a 37ºC e 

depois foi realizado uma  extração plasmidial (miniprep) por lise alcalina e purificação em 

coluna (Plasmid Miniprep - Invitrogen).  
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Para a comprovação da clonagem os plasmídeos foram digeridos overnight a 37ºC 

com as enzimas de restrição NdeI e BamHI, que clivam o DNA alvo nos sítios de restrição 5’ 

CA*TATG 3’ e 5’G*GATCC 3’, respectivamente.   

4.3.5 SEQUENCIAMENTO 

Foi feito o seqüenciamento para verificação do grau de homologia do gene clonado 

com o gene de referência wspR - putative two-component response regulator 

(GeneID:4919481) de A. baumannii ATCC 17978. A qualidade do sequenciamento foi 

confirmada pelo programa BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html), e o grau 

de homologia foi analisado por alinhamento de seqüências utilizando o programa EBI-

clustalW2 (European Bioinformatics Institute – www.ebi.ac.uk) e NCBI-BLAST (National 

Center for Biotechnology Information – www.ncbi.nlm.nih.gov). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

As amostras 1 e 2 cresceram em meio sólido MacConkey e as colônias observadas 

possuíam as seguintes características morfológicas: lisas, mucóides, opacas, levemente 

rosadas e arredondadas. Nos testes bioquímicos elas foram catalase positiva, oxidase negativa 

e não fermentadoras, assim sendo caracterizadas como pertencentes ao gênero Acinetobacter 

spp. (SCHRECKENBERGER et al., 2007) 

5.1 Formação de biofilme 

Ambas as cepas produziram biofilme em 24 h a 37ºC em meio LB (Figura 2) sem 

agitação em microplacas de ELISA. As amostras produziram maior volume de biofilme com 

o aumento da concentração de glicose no meio (gráfico 1). Quando testadas em LB 

suplementado com 1% de glicose a amostra 1 foi forte formadora e a amostra 2 foi 

moderadamente formadora de biofilme; enquanto que em LB sem suplemento de glicose a 

amostra 1 foi moderadamente produtora de biofilme e a amostra 2 foi fraca produtora. 

Indicando assim, que a formação de biofilme, pelas cepas hospitalares de Acinetobacter spp. 

testadas, está diretamente relacionada com a presença de glicose do meio. Esse resultado vai 

ao encontro do fato constatado por Lee et al (2008) de que isolados clínicos de A. baumannii 

multiresistentes possuem grande habilidade para formar biofilme, mas contraria o fato de que 

a formação de biofilme ocorre em maior grau quando o A. baumannii está em meio mínimo 

de crescimento (TOMARAS et al., 2003). A capacidade das linhagens clínicas testadas de 

formar biofilme em superfície plástica é preocupante, pois o poliestireno é um polímero 

comumente usado na fabricação de vários aparelhos médicos; assim como um aumento da 

quantidade de biofilme em maiores concentrações de glicose, pois pode favorecer a formação 

de biofilme em dispositivos médicos ou tecidos do hospedeiro visto que o sangue e urina 

possuem uma considerável concentração de glicose. 

Além disso, a habilidade potencial de A. baumannii formar biofilme pode explicar sua 

proeminente resistência a antibióticos e propriedades de sobrevivência no ambiente hospitalar. 

A formação de biofilme por linhagens hospitalares é um fator preocupante, pois favorece a 

persistência no ambiente hospitalar, visto que biofilme podem suportar privação de nutrientes, 

mudanças de pH, radicais de oxigênio, desinfetantes (JEFFERSON, 2004; RAJAMOHAN et 

al., 2009), assim como  aumenta a resistência a antibióticos. A maioria das infecções 

hospitalares está provavelmente relacionada a biofilmes em cateteres médicos, na verdade, os 
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biofilmes se formam em quase todos os dispositivos médicos de uso interno (TORTORA et 

al., 2005). O biofilme pode resistir a forças de cisalhamento e fagocitose por células 

inflamatórias (JEFFERSON, 2004), também há uma ligação entre a formação de biofilme e a 

capacidade de se aderir a células epiteliais humanas (LEE et al., 2006; LEE et al., 2008; 

GADDY et al., 2009), um importante fator de patogenicidade.  

 

 

 

                     

Figura 2. Análise da formação de biofilme pela Amostra 1, corresponde a linhagem isolada do HPS, e amostra 2, 

corresponde a linhagem isolada do HCPA. Para as análises foram realizadas oito repetições para cada condição 

testado. Cada coluna a partir da esquerda para direita corresponde, respectivamente ao branco (a) e aos meios de 

cultura LB (b), LB suplementado com 0,25% de glicose (c), com 0,50% de glicose (d), com 0,75% de glicose 

(e), e com 1,0% de glicose (f).   

 

  a    b     c      d      e     f 

Amostra 2 Amostra 1 

  a    b     c      d      e     f 
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Gráfico 1.: Análise da formação de biofilme pela amostra 1 (Acinetobacter sp. HPS) e pela amostra 2 

(Acinetobacter sp. HCPA). Os resultados foram comparados com o padrão Staphylococcus epidermides, em 

função da densidade óptica observada para cada meio de cultura testado: LB, LB + 0,25% de glicose, LB + 

0,50% de glicose, LB + 0,75% de glicose, LB + 1,0% de glicose.   

 

5.2 Análise genotípica do gene wspR  

Pela análise da reação de PCR com os primers montados (Tabela 1) foi identificado a 

presença do gene wspR nas 3 amostras de Acinetobacter spp. testadas (Figura 3), indicando 

que esse gene é provavelmente bem conservado entre as linhagens patogênicas de 

Acinetobacter spp. Podemos deduzir que, assim como para P. aeruginosa, é um gene 

amplamente distribuído nesse gênero também. A proteína WspR é uma proteína resposta 

reguladora com domínio GGDEF, que quando ativada por fosforilação, forma um mensageiro 

secundário c-di-GMP  (GOYMER et al., 2006; GUVENER E HARWOOD, 2007). O c-di-

GMP se liga a outras proteínas, como a proteínas PilZ-like, regulando-as positiva ou 

negativamente (HENGGE, 2009) afetando a atividade flagelar ou a motilidade por contração 

como em P. aeruginosa (RYJENKOV et al., 2006), a produção de exopolissacarideo alginato 

em P. aeruginosa (MERIGHI et al., 2007), a expressão de genes de virulência em Vibrio 

cholerae  (PRATT et al., 2007) e a síntese de celulose de varias bactérias Gram negativas. É 
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assim, considerada uma proteína relacionada com a formação de biofilme e patogenicidade de 

microrganismos, podendo ser um alvo para futuros fármacos no tratamento de infecções com 

Acinetobacter spp.   

 

Primer Forward  5´  (NdeI)     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: Primers forward e reverse. Na posição 5’ da seqüência do primer forward foi adicionado um sítio de 

restrição para a enzima de restrição  NdeI e na posição 5’ do primer reverse foi adicionado um sítio de restrição 

para a enzima BamHI.  

 

                                                    

   Figura 3.: Gel agarose 1%  corado com brometo de etídio e visualizado em luz UV. Marcador de peso 

molecular (1Kb invitrogen) (M);  amostra 1 (1) amostra 1.2 (2) amostra 2 (3) e controle negativo (4), indicando a 

presença do gene wspR (1230pb) nas amostras analisadas. 

Foi feita a reação de PCR com a DNA polimerase Taq platinum da amostra 1. O 

amplicon do gene wspR foi ligado ao vetor de clonagem pCR-Blunt e transformado por 

choque térmico em  E. coli TOP10. Após, os plasmídeos foram extraídos por lise alcalina e 

digeridos com as enzimas de restrição NdeI e BamHI, que digeriram o DNA plasmidial em 

seus respectivos sítios de restrição, previamente inseridos nos primers de amplificação do 

gene de interesse (tabela 1). O vetor recombinante pCR-Blunt::wspR  contendo o gene de 

interesse foi confirmado pela verificação do fragmento do gene wspR de tamanho correto 

M      1      2       3       4 

1,0Kb - 

1,5Kb - 

100 bp - 
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(1.2Kb) (Figura 4). Posteriormente, o wspR será ligado a um vetor de expressão para futuras 

análises da proteína WspR de Acinetobacter spp.       

                                                      

Figura 4.:  Gel agarose 1%  corado com brometo de etídio e visualizado em luz UV. Marcador de peso molecular 

(1Kb invitrogen) (1), pCRBlunt::wspR clivado com as enzimas de restrição NdeI e BamHI (2) onde podemos 

observar os fragmentos de DNA de tamanho 1,2 Kb referente ao gene wspR e de 3,5 Kb referente ao plasmídeo;  

pCRBlunt::wspR clivado com a enzima de rstrição NdeI (3) e pCRBlunt::wspR clivado com a enzima de 

restrição BamHI (4) ambas clivagens geraram um fragmento de DNA de 5 Kb indicando a ligação do gene com 

o plasmídeo.   

O plasmídeo foi seqüenciado para verificação do grau de homologia do gene clonado 

com o gene de referência wspR - putative two-component response regulator 

(GeneID:4919481) de A. baumannii ATCC 17978. O grau de homologia foi analisado pelo 

programa EBI- clustal W. Pela análise podemos afirmar que o gene clonado é o wspR de 

Acinetobacter spp. 

 

Alinhamento do fragmento seqüenciado (reverse) com o gene wspR de Acinetobacter 

baumannii ATCC 17978 reverse translated: 
 
CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment 
 
 
ACTGene317_001             --------------------ATTCTTCATTCAA-GCATTTTGATATTGATTGCGGCCATT 39 
atcc_revtanslated          TTAAGTTAGATCTACAATTTGTTCTTCATTCAAAGCAATTTGATATTGATTGCGGCCATT 60 
                                                ************ *** ********************** 
 
ACTGene317             TGTTTTTGCCTGATAGAGCGCATGATCAGCACGACTAACAAAAGCAGAAATTGAATCATT 99 
atcc_revtanslated      TGTTTTTGCCTGATAGAGCGCATGATCAGCACGACTAACAAAAGCAGAAATTGAATCATT 120 
                       ************************************************************ 
 
ACTGene317             TAAACGTGGAATTGTGGTCGCCACGCCAACACTAATAGTTACGTATGGTGAAACACTACT 159 
atcc_revtanslated      TAAACGTGGAATTGTGGTCGCCACGCCAACACTAATGGTTACGTATGGTGAAACACTACT 180 
                       ************************************ *********************** 
 

  1        2        3         4    

 

 

   5Kb- 

3,5Kb- 

 
 

1,5Kb- 

  1Kb- 
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ACTGene317             ACATGGATGAACAATAGCAATTTTCTTAATTGCATTCATTAATCTTTCGGCCTGAATTTT 219 
atcc_revtanslated      ACATGGATGAACAATAGCAATTTTCTTAATTGCATTCATTAATCTTTCGGCCTGAATTTT 240 
                       ************************************************************ 
 
ACTGene317             GGCTTGTTGTGCATTTGTCATTGGGAACAGAAGTAAGAATTCTTCACCGCCATAACGGGC 279 
atcc_revtanslated      GGCTTGTTGTGCATTTGTCATTGGGAATAGAAGTAAGAATTCTTCACCGCCATAACGGGC 300 
                       *************************** ******************************** 
 
ACTGene317             AACCAAATCGCCACTACGAGCAGCAATTGAGGAAATTGCAGTCGCAATATCCTTTAAACA 339 
atcc_revtanslated      AACCAAATCGCCACTACGAGCAGCAATTGAGGAAATTGCAGTCGCAATATCTTTTAAACA 360 
                       *************************************************** ******** 
 
ACTGene317             CTGATCACCCTTGAGATGGCCTAAGCTATCGTTATATGGTTTAAAGAAGTCGATATCAAC 399 
atcc_revtanslated      CTGATCACCCTTGAGATGGCCTAAGCTATCGTTATATGGTTTAAAGAAGTCGATATCAAC 420 
                       ************************************************************ 
 
ACTGene317             CATCATAATAGTAAGAGGAGTCTCATGGCGTAATGCGCGTCGCCATTCATTATCAAGTGT 459 
atcc_revtanslated      CATCATAATAGTAAGAGGAGTCTCATGGCGTAATGCGCGTCGCCATTCATTATCAAGTGT 480 
                       ************************************************************ 
 
ACTGene317             TTCATCAAGATAACGTCGGTTAGCAAGCCCGGTTAAAGCATCTTGTTGAGAAAGCAGTGA 519 
atcc_revtanslated      TTCATCAAGATAACGTCGGTTAGCAAGTCCGGTTAAAGCATCTTGTTGAGAAAGCAGTGA 540 
                       *************************** ******************************** 
 
ACTGene317             CAGTTGTTGAGCTTGTTGCATGAGTTCAATACGGTTGAGCTCAATCATACAGTTTTGTAA 579 
atcc_revtanslated      CAGTTGTTGAGCTTGTTGCATAAGTTCAATACGATTGAGCTCAATCATACAGTTTTGTAA 600 
                       ********************* *********** ************************** 
 
ACTGene317             ATAGTTTTCACGGTGCTGACGATCCGTAGCATAGGCAAGGGTCATGCCTAAGAAACTACT 639 
atcc_revtanslated      ATAGTTTTCACGGTGCTGACGATCCGTAGCATAGGCAAGGGTCATGCCTAAGAAACTACT 660 
                       ************************************************************ 
 
ACTGene317             AAACGTATATGTACGGTTCAAGAAAGTCCAGTCTATGTCTCCGTTCAAATAGGTGCTTAC 699 
atcc_revtanslated      AAACGTATATGTACGGTTCAGGAAGGTCCAGTCTATGTCTCCGTTCAAATAGGTACTTAC 720 
                       ******************** *** ***************************** ***** 
 
ACTGene317             CAAA-TACCAATAAGACCGCCGACCCAA-------------------------------- 726 
atcc_revtanslated      CAAAATACCAATAAGACCGCCGACCCATCCTGCAATAATGGCAGTATAAAAACGCATGCC 780 
                       **** **********************                                  
 
ACTGene317             ------------------------------------------------------------ 
atcc_revtanslated      TACCGCACCATAGATAATCACAATGGCATACATCATTGCAGCATGAAAAAGTACATTATC 840 
                                                                                    
 
ACTGene317             ------------------------------------------------------------ 
atcc_revtanslated      TTGGCCATTTTCTAAAACGTTAATTAAGATAAATGTTATGGCAACGGCAGCGGAAGAACC 900 
                                                                                    
 
ACTGene317             ------------------------------------------------------------ 
atcc_revtanslated      AATTCCGACATAATAATCAAACCACTGATTTAATTTTTTAATAAATGATAAAATCCAGGC 960 
                                                                                    
 
ACTGene317             ------------------------------------------------------------ 
atcc_revtanslated      GATTAAAACAATTATGCCTACCCAAGAATAATAGCTTAACCAGGATAAAACTTGTTCGGT 1020 
                                                                                    
 
ACTGene317             ------------------------------------------------------------ 
atcc_revtanslated      TGGTAAAACTTGGTATATACCAAAGCTTAAAAATAAATATAATATTAAAATAATAGGTGC 1080 
                                                                                    
 
ACTGene317             ------------------------------------------------------------ 
atcc_revtanslated      TCTATAGCGAAACTCATAGGCTGCACCATTTTGATATTGAAAACGATATATCGTTTCAAG 1140 
                                                                                    
 
ACTGene317             ------------------------------------------------------------ 
atcc_revtanslated      TTGCTTTGGAAACCATACGAAATTTAATCCGCGTGTGGTTAATAAATCTATTTGTTCCTG 1200 
                                                                                    
 
ACTGene317             ------------------------------ 
atcc_revtanslated      TCCCAATATATTGGAACCTTGCAACTTCAT 1230 
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Alinhamento do fragmento seqüenciado (forward) com o gene wspR de Acinetobacter 

baumannii ATCC 17978: 
 
 
CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment 
 
 
ACTGene317_002      ---------------------GTATTGGGACAGGAACAA-TAGATTTATTAACCACACGC 38 
atcc                ATGAAGTTGCAAGGTTCCAATATATTGGGACAGGAACAAATAGATTTATTAACCACACGC 60 
                                          ***************** ******************** 
 
ACTGene317_002      GGATTAAATTTCGTATGGTTTCCAAAGCAACTTGAAACGATATATCGTTTTCAATATCAA 98 
atcc                GGATTAAATTTCGTATGGTTTCCAAAGCAACTTGAAACGATATATCGTTTTCAATATCAA 120 
                    ************************************************************ 
 
ACTGene317_002      AATGGTGCAGCCTATGAGTTTCGCTATAGAGCACCTATTATTTTAATATTATATTTATTT 158 
atcc                AATGGTGCAGCCTATGAGTTTCGCTATAGAGCACCTATTATTTTAATATTATATTTATTT 180 
                    ************************************************************ 
 
ACTGene317_002      TTAAGCTTTGGTATATACCAAGTTTTACCAACCGAACAAGTTTTATCCTGGTTAAGCTAT 218 
atcc                TTAAGCTTTGGTATATACCAAGTTTTACCAACCGAACAAGTTTTATCCTGGTTAAGCTAT 240 
                    ************************************************************ 
 
ACTGene317_002      TATTCTTGGGTAGGCATAATTGTTTTAATCGCCTGGATTTTATCATTTATTAAAAAATTA 278 
atcc                TATTCTTGGGTAGGCATAATTGTTTTAATCGCCTGGATTTTATCATTTATTAAAAAATTA 300 
                    ************************************************************ 
 
ACTGene317_002      AATCAGTGGTTTGATTATTATGTCGGCATTGGTTCTTCCGCTGCCGTTGCCATAACATTT 338 
atcc                AATCAGTGGTTTGATTATTATGTCGGAATTGGTTCTTCCGCTGCCGTTGCCATAACATTT 360 
                    ************************** ********************************* 
 
ACTGene317_002      ATTTTAATTAACGTTTTAGAAAATGGCCAAGATAATGTACTTTTTCATGCAGCAATGATG 398 
atcc                ATCTTAATTAACGTTTTAGAAAATGGCCAAGATAATGTACTTTTTCATGCTGCAATGATG 420 
                    ** *********************************************** ********* 
 
ACTGene317_002      TATGCCATTGTGATTATCTATGGTGCGGTAGGCATGCGTTTTTATACTGCCATTATTGCA 458 
atcc                TATGCCATTGTGATTATCTATGGTGCGGTAGGCATGCGTTTTTATACTGCCATTATTGCA 480 
                    ************************************************************ 
 
ACTGene317_002      GGATGGGTCGGCGGTCTTATTGGTATTTTGGTAAGCACCTATTTGAACGGAGACATAGAC 518 
atcc                GGATGGGTCGGCGGTCTTATTGGTATTTTGGTAAGTACCTATTTGAACGGAGACATAGAC 540 
                    *********************************** ************************ 
 
ACTGene317_002      TGGACTTTCTTGAACCGTACATATACGTTTAGTAGTTTCTTAGGCATGACCCTTGCCTAT 578 
atcc                TGGACCTTCCTGAACCGTACATATACGTTTAGTAGTTTCTTAGGCATGACCCTTGCCTAT 600 
                    ***** *** ************************************************** 
 
ACTGene317_002      GCTACGGATCGTCAGCACCGTGAAAACTATTTACAAAACTGTATGATTGAGCTCAACCGT 638 
atcc                GCTACGGATCGTCAGCACCGTGAAAACTATTTACAAAACTGTATGATTGAGCTCAATCGT 660 
                    ******************************************************** *** 
 
ACTGene317_002      ATTGAACTCATGCAACAAGCTCAACAACTGTCACTGCTTTCTCAACAAGATGCTTTAACC 698 
atcc                ATTGAACTTATGCAACAAGCTCAACAACTGTCACTGCTTTCTCAACAAGATGCTTTAACC 720 
                    ******** *************************************************** 
 
ACTGene317_002      GGGCTTG----------------------------------------------------- 705 
atcc                GGACTTGCTAACCGACGTTATCTTGATGAAACACTTGATAATGAATGGCGACGCGCATTA 780 
                    ** ****                                                      
 
ACTGene317_002      ------------------------------------------------------------ 
atcc                CGCCATGAGACTCCTCTTACTATTATGATGGTTGATATCGACTTCTTTAAACCATATAAC 840 
                                                                                 
 
ACTGene317_002      ------------------------------------------------------------ 
atcc                GATAGCTTAGGCCATCTCAAGGGTGATCAGTGTTTAAAAGATATTGCGACTGCAATTTCC 900 
                                                                                 
 
ACTGene317_002      ------------------------------------------------------------ 
atcc                TCAATTGCTGCTCGTAGTGGCGATTTGGTTGCCCGTTATGGCGGTGAAGAATTCTTACTT 960 
                                                                                 
 
ACTGene317_002      ------------------------------------------------------------ 
atcc                CTATTCCCAATGACAAATGCACAACAAGCCAAAATTCAGGCCGAAAGATTAATGAATGCA 1020 
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ACTGene317_002      ------------------------------------------------------------ 
atcc                ATTAAGAAAATTGCTATTGTTCATCCATGTAGTAGTGTTTCACCATACGTAACCATTAGT 1080 
                                                                                 
 
ACTGene317_002      ------------------------------------------------------------ 
atcc                GTTGGCGTGGCGACCACAATTCCACGTTTAAATGATTCAATTTCTGCTTTTGTTAGTCGT 1140 
                                                                                 
 
ACTGene317_002      ------------------------------------------------------------ 
atcc                GCTGATCATGCGCTCTATCAGGCAAAAACAAATGGCCGCAATCAATATCAAATTGCTTTG 1200 
                                                                                 
 
ACTGene317_002      ------------------------------ 
atcc                AATGAAGAACAAATTGTAGATCTAACTTAA 1230 
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6. CONCLUSÃO 

As duas amostras clínicas de pacientes hospitalizados na cidade de Porto Alegre 

mostraram-se eficazes formadoras de biofilme em microplacas de ELISA à temperatura de 

37ºC durante 24 horas em meio LB. A glicose adicionada ao meio de cultura LB em 

crescentes concentrações influenciou positivamente a formação de biofilme. O aumento da 

produção de biofilme pelas duas amostras testadas foi diretamente proporcional ao aumento 

de glicose no meio, onde a maior produção ocorreu com a suplementação de 1% de glicose ao 

LB. Houve uma variação entre as amostras testadas quanto ao grau de formação de biofilme; 

a amostra 1 foi forte formadora de biofilme enquanto que a amostra 2 foi apenas 

moderadamente formadora. Deste modo, a formação de biofilme pode estar relacionada com a 

patogenicidade de Acinetobacter spp., principalmente na contaminação do ambiente 

hospitalar e de dispositivos médicos além de ter demonstrado capacidade de formar biofilme 

em condições similares as encontradas nos tecidos dos hospedeiros.  

As amostras testadas possuem o gene wspR, o qual pode estar envolvido na formação 

do biofilme por Acinetobacter spp. A proteína WspR , uma diguanilato ciclase, possui um 

domínio GGDEF e quando sinalizada pode ser capaz de formar o mensageiro secundário c-di-

GMP, o qual regula genes e proteínas modificando os maquinários celulares fazendo com que 

a bactéria passe da vida planctônica para a vida séssil. Sendo assim, um interessante alvo para 

novas terapias antimicrobianas combinadas, visto o aumento de resistência desse 

microrganismo aos antibióticos convencionalmente utilizados e sua capacidade de formar 

biofilme.  
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