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1. INTRODUÇÃO 

 
De acordo com a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA, 2004) 

uma das maiores preocupações na área de saúde é a alta incidência de infecção 
hospitalar, ou seja, infecções adquiridas em ambientes hospitalares durante a 
internação ou após a alta do paciente, quando este esteve hospitalizado ou 
passou por procedimentos médicos. Segundo SREY, JAHID e HA (2013) em 
ambientes inóspitos e em condições adversas, como estratégia de sobrevivência, 
para algumas bactérias é fundamental ter capacidade para formar um biofilme. 
Biofilmes são sistemas biológicos formados por comunidades de células 
agregadas, organizadas e funcionais embebidas em matriz extracelular composta 
por substâncias poliméricas, a qual possibilita a aderência irreversível a 
superfícies bióticas ou abióticas (DONLAN; COSTERTON, 2002). Além de 
estarem relacionados com infecções alimentares, a presença de micro-
organismos capazes de produzir biofilmes em locais de processamento de 
alimentos tornam esses ambientes potenciais fontes de contaminação, reduzindo 
a ação dos produtos de limpezas e sanitizantes (DEWANTI; WONG 1995).  

O desenvolvimento de técnicas moleculares contribui para a identificação 
bacteriana, através do sequenciamento do ácido desoxirribonucléico (DNA) 
especificamente do gene 16S do ácido ribonucléico ribossômico (rRNA), o qual é 
altamente conservado e presente a todas as bactérias (CLARRIDGE, 2004). A 
atribuição de uma sequência do gene 16S pode determinar a espécie de uma 
bactéria e sua patogenicidade ou benefício ao hospedeiro. Dentre alguns métodos 
para identificação do gene 16S, destaca-se a reação em cadeia da polimerase 
(PCR) com subsequente sequenciamento. É possível ainda que seja feita a 
identificação de genes responsáveis pela produção de biofilme e resistência 
antimicrobiana presentes nas bactérias. 

Sendo assim, o presente estudo teve por objetivo avaliar o perfil de DNA 
genômico e produção de biofilme referente às espécies bacterianas isoladas em 
uma Unidade de Alimentação e Nutrição (UAN) hospitalar e ainda analisar 
possíveis genes formadores de biofilme presente nos isolados 

 
2. METODOLOGIA 

 
Este trabalho foi desenvolvido em uma UAN hospitalar na cidade de 

Pelotas, Rio Grande do Sul, Brasil. Os micro-organismos foram isolados de 
equipamentos como bancada de vegetais, bancada de carne, micro-ondas, tábua 
de corte de carne e tábua de corte de vegetais. Este trabalho foi aprovado pelo 
Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Católica de Pelotas (UCPel). 

Avaliação da capacidade de formação de biofilme 



 

Foi analisado a capacidade de formação de biofilme do isolado de acordo 
com STEPANOVIC et al. (2000). Como controle positivo foi utilizado 
Sthaphylococcus epidermidis. As cepas foram classificadas com base na 
densidade ótica, nas seguintes categorias: não há produção de biofilme, fraco, 
moderado ou forte produtor de biofilme, como descrito anteriormente por 
Stepanovic. 

Extração de DNA genômino 
O DNA genômico foi extraído de células de nove isolados, incubados em 

100 µL de EAR Buffer e 5 µL de Proteinase K (20 mg/mLInvitrogen®) a 55 °C 
durante 4 h. Após resfriamento foram adicionados 750 µL de TE Buffer. Após 
centrifugação, foi utilizado 1µL do sobrenadante contendo o DNA extraído para a 
técnica de Reação em Cadeia da Polimerase. 

Amplificação do DNA pela PCR 
Os genes 16S dos isolados foram amplificados utilizando oligonucleotídeos 

iniciadores universais 27Fe 1492R (LANE, 1991). Foram preparadas reações 
contendo 17 µL de mistura para PCR (GoTaq- Promega, Madison, WI USA), 1 µl 
de cada oligonucleotídeo iniciadores, 1 µL de amostra e 1 µL de água ultra pura 
(milli-q), totalizando 20 µL de volume final. A reação foi realizada em um 
termociclador da marca Amplitherm. Os produtos das reações foram analisados 
em gel de agarose a 1% após eletroforese em fotodocumentador com 
transluminação ultravioleta após coloração com Syber Safe (Invitrogen®). Os 
produtos da PCR foram enviados ao Laboratório Helixxa (São Paulo - SP) para 
purificação e sequenciamento. 

O sequenciamento de DNA 
Para o ciclo de sequenciamento de DNA utilizou-se o kit BigDye® 

Terminator Cycle Sequencing de acordo com instruções do fabricante, juntamente 
com o oligonucleotídeo iniciador 519r em reações independentes (Helixxa, São 
Paulo, SP). 

Análise genotípica 
Quatro genes relacionados à formação de biofilme foram analisados 

através de PCR para detectar a presença do gene de adesão intercelular A (icaA), 
gene de  adesão intercelular B (icaB), gene de adesão intercelular C (icaC) e 
gene de adesão intercelular D (icaD) em todos os isolados e um controle positivo 
de amostra formadora de biofilme, Staphylococcus epidermidis ATCC 25923. Foi 
feito a amplificação através do protocolo de PCR com oligonucleotídeos 
específicos de cada gene. 

 
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
Através da avaliação do perfil de DNA genômico a maioria dos isolados 

foram identificados como patogênicos, conforme Tabela 1. A família 
Enterobacteriaceae tem como habitat natural o trato gastrointestinal, porém pode 
vir a ser patogênica dentro ou fora do mesmo. A família Peudomonadaceae são 
um grupo de patógenos oportunistas que se encontram principalmente em 
ambiente hospitalar, são caracteristicamente resistentes a sanitizantes e possuem 
possível resistência a antimicrobianos. As espécies de Klebsiella têm sido 
responsável por diversos casos de surtos em unidades de internação, causando 
um tipo grave de pneumonia em humanos. O primeiro surto ocorreu em 2011 nos 
Estados Unidos, colonizando pelo menos 19 pacientes e causou sete mortes 
entre pacientes com patologias subjacentes graves, sendo considerada uma 
super bactéria. Em 2015 duas UTIs Neonatais foram fechadas no Rio Grande do 
Sul por tempo indeterminado por ter sido constatado a presença de Klebsiella no 



 

local (NORDMANN et. al. 2011; SNITKIN et. al. 2012; PAIVA et. al. 2013). Outra 
espécie encontrada neste estudo, que segundo Pires et al.(2009) vem se 
destacando ao longo dos anos entre os agentes infecciosos mais frequentemente 
isolados em ambientes hospitalares é a Pseudomonas aeruginosa. Ela dissemina-
se facilmente no local, tendo capacidade de melhor adaptação em ambientes 
úmidos. As infecções causadas por essa espécie, após processos cirúrgicos ou 
queimaduras podem resultar em bacteremias, podendo ainda infectar qualquer 
região do corpo em um paciente susceptível. 

A capacidade de formação de biofilme dos isolados, analisada in vitro, 
detectou que dos nove isolados analisados, oito foram considerados fracos 
formadores de biofilme, e um isolado como moderado formador de biofilme, 
conforme demonstrado na tabela 2. Mesmo que a maioria tenha sido classificado 
como fraco formador, tendo em vista que foram coletados de utensílios em uma 
UAN hospitalar, gera um risco eminente ao local. PUFFAL (2013) relata sobre a 
capacidade de formação de biofilme ser levada em consideração no momento de 
escolha do tipo de material mais apropriado para ser utilizado no ambiente de 
uma UAN, bem como quais produtos químicos seriam mais adequados para a 
correta higienização. 

Na análise genotípica em que foram submetidos, os isolados não 
demonstraram conter a presença de genes marcadores de formação de biofilme. 
Wojtyczka et al. (2014) confirmaram em seu estudo, dados anteriores 
apresentados por outros autores, que a presença molecular de genes de icaA, 
icaB, icaC e icaD no genoma bacteriano está associada com a capacidade de 
formar biofilmes, porém a ausência desses genes não exclui este fenômeno 
fenotipicamente. 

 
Tabela 1. Identificação dos isolados pelo sequenciamento do 16S rRNA. 

Espécie Família Similaridade Pb* 

Enterobacter sp. Enterobacteriaceae 99% 502 

Klebsiella sp. Enterobacteriaceae 98% 502 

Raoultellaornithinolytica Enterobacteriaceae 99% 500 

Enterobacter sp. Enterobacteriaceae 97% 504 

Klebsiellapneumoniae Enterobacteriaceae 99% 499 

Klebsiellapneumoniae Enterobacteriaceae 99% 497 

Pseudomonasaeruginosa Pseudomonadaceae 99% 493 

Escherichia coli Enterobacteriaceae 100% 176 

Pseudomonasaeruginosa Pseudomonadaceae 99% 94 

* pares de bases 
 
Tabela 2. Classificação de capacidade de formação de biofilme 

Espécie Classificação 

Enterobacter sp. Fraco 
Klebsiella sp. Moderado 
Raoultellaornithinolytica Fraco 
Enterobacter sp. Fraco 
Klebsiellapneumoniae Fraco 
Klebsiellapneumoniae Fraco 
Pseudomonasaeruginosa Fraco 
Escherichia coli Fraco 
Pseudomonasaeruginosa Fraco 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Enterobacteriaceae
http://pt.wikipedia.org/wiki/Enterobacteriaceae
http://pt.wikipedia.org/wiki/Enterobacteriaceae
http://pt.wikipedia.org/wiki/Enterobacteriaceae
http://pt.wikipedia.org/wiki/Enterobacteriaceae
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Pseudomonadaceae&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Enterobacteriaceae
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Pseudomonadaceae&action=edit&redlink=1


 

 
4. CONCLUSÕES 

 
A identificação de bactérias potencialmente patogênicas, e a detecção das 

mesmas em equipamentos da UAN hospitalar, alerta para o alto risco de 
disseminação destas no ambiente hospitalar. Os resultados desde estudo 
sugerem que medidas adicionais devem ser tomadas para a higienização das 
UANs hospitalares. 
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