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1. INTRODUCAO

O género Klebsiella pertence a familia Enterobacteriaceae e é composto por
17 espécies, com algumas de importancia etiolégica em infec¢cdes hospitalares
(LPSN, 2019). Nestes ambientes, o uso indiscriminado de antibidticos de amplo
espectro, produz pressao seletiva que favorece a proliferacdo de cepas
multirresistentes (CANDAN; AKSOZ, 2015). Klebsiella spp. apresentam cépsula
polissacaridica e fimbrias, estruturas que auxiliam na aderéncia as mucosas do
trato respiratorio e geniturinario do hospedeiro, locais comuns de infeccdo em
humanos (RYAN et al., 2010). Além disso, sdo caracterizadas por serem tanto
aerébias quanto anaerObias, ndo produzirem esporos, fermentarem lactose,
positivas para catalase e pouco exigentes nutricionalmente (MURAY, 2014). As
principais espécies representantes deste género sdo K. pneumoniae, K. oxytoca,
K. variicola e K. ozaenae.

Podemos destacar os mecanismos de resisténcia encontrados no grupo,
como a expressdo de B-lactamases, resisténcia a carbapenémicos, que fazem
com que os farmacos percam sua eficiéncia terapéutica (YANG et al., 2008). K.
pneumoniae produtora de carbapemase (KPC) é uma bactéria resistente a
multiplas drogas, com elevado custo de tratamento e alta taxa de mortalidade.
Segundo a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS), Enterobacteriaceae resistente
a carbapenémicos tém alta prioridade e requerem novos antibioticos, com
urgéncia (OMS, 2017). Nos casos de resisténcia aos carbapenémicos o
antimicrobiano de escolha é a polimixina B. As polimixinas foram amplamente
utilizadas até a década de 80, quando foram abandonadas devido a sua alta
toxicidade. Nos udltimos anos, estdo sendo reintroduzidas na terapéutica como
droga de ultimo recurso, para o tratamento de infecgbes causadas por bactérias
Gram-negativas multirresistentes, como K. pneumoniae KPC (KASSAMALLI, et al.,
2015).

Grande parte da atividade bacteriana na natureza ocorre ndo com as células
individualizadas, livres, em suspensdo, mas sim com as células bacterianas
organizadas em comunidades de diferentes graus de complexidade, associadas a
superficies diversas, geralmente compondo um biofiime. A associacdo dos
organismos em biofime é uma forma de protecdo ao seu desenvolvimento,
fomentando relagBes simbidticas e permitindo a sobrevivéncia em ambientes
hostis (IST, 2008). Biofilmes s&o arranjos multicelulares complexos capazes de
formar um bloqueio, funcionando como barreira protetora, podendo ser composto
por diversas espécies bacterianas ligadas entre si por uma matriz extracelular.
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Esses conjuntos sé@o capazes de expulsar antimicrobianos e ainda, capturar
nutrientes para as células dentro desta protecdo (RYAN et al., 2010).

Em ambientes hospitalares, o biofilme esta frequentemente associado as
infecgBes cronicas pois resistem ao sistema imune do hospedeiro, tornando-as de
dificil tratamento e ainda elevam taxas de resisténcia a antimicrobianos e
desinfetantes (CANTON & MOROSINI, 2011). Ainda, biofilmes propiciam a
adesdo de micro-organismos a superficie dos cateteres, de uma forma que
dificulta sua remocdo (TERNAVASIO et al., 2016), ainda, os biofilmes constituem
o principal fator de risco para IRAS (Infeccédo Relacionada a Assisténcia a Saude),
estimando-se que cerca de 65% a 80% das infeccbes relacionadas a dispositivos
invasivos estejam associadas a sua presenca (TENKE et al., 2012). Segundo
Dohnt et al. (2011) quando em cateteres, biofilmes sdo considerados importantes
fatores que conduzem a tratamentos prolongados, de custos elevados e altas
taxas de mortalidade.

Diante disto, torna-se importante o estudo de um método de deteccédo da
formacdo de biofiimes em dispositivos hospitalares utilizados nos pacientes
internados, uma vez que o género Klebsiella tem diversos fatores de viruléncia
gue auxiliam na formacéo, fixacdo e permanéncia do biofilme nestes individuos.

2. METODOLOGIA

Os isolados de K. pneumoniae KPC utilizados neste estudo foram cedidos
pelo Laboratério de Bacteriologia, do Centro de Especialidades do Hospital Escola
da Universidade Federal de Pelotas, e compdem a bacterioteca do Laboratério de
Biologia Molecular de Micro-organismos. Foram utilizados 2 isolados clinicos de
K. pneumoniae KPC para a realizacdo dos experimentos, além de K. pneumoniae
ATCC 700603.

A padronizagao deste método, foi baseada em Peralta et al. (2015). Assim,
0s micro-organismos foram cultivados em Agar Brain Heart Infusion (BHI) e
incubados por 24h a 37°C. Logo, uma diluicdo na escala 0,5 MacFarland (1,5 x
108 UFC/mL?) foi feita para preparo do inéculo. Corpos de prova foram
confeccionados com cateteres esterilizados, com 1cm de comprimento e
encaixados nos pocos de placas de 24 cavidades, de modo que ficassem
suspensos no meio de cultivo. Com o0s corpos de prova suspensos, foram
adicionados 1,8 mL de Caldo BHI, seguidos de 180 pl de indculo bacteriano e um
poco sem inoculo, para fins de verificacdo da esterilidade do meio. O material foi
incubado a 37°C e amostras formam retiradas com diferentes tempos de
incubacgéo (24h, 48h e 72h). Para investigar o melhor método de desprendimento
do biofilme dos cateteres, foram analisados 4 métodos: agitacdo com vortex por
30 segundos, sonicacdo por 1 minuto a 120 Watts, sonicacdo por 1 minuto a 120
Watts seguida de agitacdo por vortex e uma amostra sem nenhum método de
desprendimento. Apds, foram feitas diluicbes seriadas 1:10 em solug¢do salina
estéril 0,9%, até a ordem 107 e logo 10 ul de cada diluigdo foram inoculados, por
método de espalhamento, em Agar MacConkey e as placas levadas para a estufa
por 16-18h a 37°C. Ao final do periodo de incubacao foram verificadas as dilugbes
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com crescimento entre 30 e 300 colonias e feita a contagem das colonias,
expressando-as em UFC/mL.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Visto que o presente trabalho esta em seu inicio, encontra-se na etapa de
contagem bacteriana. Em tal etapa, verificou-se que o melhor tempo de incubacao
é 24h, apo6s esse periodo a contagem comeca a diminuir. As diluicbes 10t a 10
ultrapassaram o limite de 300 colbnias, apresentando um numero = 300.000
UFC/mL, em todos os métodos de despreendimento do biofilme. As diluicbes 10
e 10 apresentaram contagens dentro dos limites, entre 30 e 300 col6nias com
resultados descritos na Tabela 1.

Tabela 1 — Média das contagens de col6nias de K. pneumoniae nas diluicbes 10
e 10°% apds 24h de incubacéo, expressas em UFC/mL.

10° 10
Nao 0,051 0,0033
Vor 0,143 0,0086
Son 0,122 0,0071
V+S 0,109 0,0069

N&o: sem método de despreendimento; Vor: utilizacdo de Vortex; Son: utilizagdo de sonicador; V +
S: utilizag&o de vortex seguido de sonicacao.

A diluicdo mais baixa, 107 ndo apresentou crescimento bacteriano. Dentro
deste estudo, ainda espera-se avaliar a formacao de biofilme em isolados clinicos
de K. pneumoniae KPC em placas de poliestireno e estabelecer uma metodologia
satisfatoria de avaliacdo desta formacdo em cateter. Além disso, a avaliacdo da
influéncia deste biofilme na eficiéncia da terapéutica alternativa com polimixina B.

4, CONCLUSOES

Observando os resultados de contagens, pode-se concluir que as melhores
diluicdes a serem utilizadas neste estudo sdo 10° e 10°°, pois estdo dentro dos
limites estabelecidos pelo método. Também, este estudo tem relevancia cientifica
pois permitirh um melhor entendimento da influéncia da formacéo de biofilme em
isolados clinicos e a implicacdo disso na terapéutica, além disso, permitira o
desenvolvimento de ensaios futuros na busca de um meio de evitar a formacgéao de
bioflme em cateteres, e por consequéncia a implantacdo de comunidades
bacterianas em pacientes.
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