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RESUMO 

Nos últimos anos, o índice de infecções causadas por cepas resistentes de K. pneumoniae 
produtoras de β-lactamases do tipo ESBls, carbapenemases do tipo KPC, e produtoras de 
biofilme, tem sido bastante reportado em todo mundo. Com isso, tem-se aumentado o período 
de internação e a escassez de opção de tratamentos efetivos contra esses microrgonismos. 
Assim, o uso de compostos naturais tem sido ultimamente a forma alternativa de tratamento. 
Neste estudo, investigamos o potencial antimicrobiano e antibiofilme de compostos fenólicos 
contra isolados clínicos de K. pneumoniae MDR. No qual foram analisados o perfil 
epidemiológico, a formação de biofilme em diferentes meios e a presença de genes de 
virulência (fimH, mrkD, cps) relacionados ao biofilme. Para isso, foram utilizados 34 isolados 
de dois hospitais públicos (H1 e H2) em Recife-PE, Brasil e um isolado sensível da coleção 
da UFPEDA. A identidade taxonômica de todos os isolados foi confirmada pela técnica 
MALDI- TOF MS e perfil de resistência através do equipamento de automação VITEK 2 
Compact (BioMérieux®. Para investigar o potencial de formação de biofilme, foi utilizado o 
método Cristal Violet (CV) comparando dois meios de cultura: Infusão Cerebral e Cardíaca 
(BHI) e Luria-Bertanti (LB) fornecidas com glicose ou não.Além disso, foi verificada a 
presença e frequência de três genes de virulência (fimH, mrkD, cps) através da Reação em 
Cadeia da Polimerase (PCR). , investigou-se o potencial antimicrobiano e antibiofilme de 
cinco compostos fenólicos (ácido gálico, ácido 4-hidroxibenzóico, ácido cafeico, ácido 
trans-ferúlico e quercetina. Os isolados foram confirmados como resistentes a múltiplas 
drogas e capazes de formar biofilme forte nos meios e nas condições testadas. A maioria dos 
isolados (29,4%) eram da UTI (Unidade de Terapia Intensiva), Neurocirurgia e Unidade 
Coronariana (UCO), 20,6% para ambos. swab retal (41,2%), seguido de urina (26,5%) e 
sangue (5,9%). Quanto ao perfil de resistência, foram observadas porcentagens distintas para 
os diferentes antimicrobianos testados, com ênfase nas cefalosporinas e carbapenêmicos, onde 
100% dos isolados de H1 eram resistentes e 78,5% e 68%, respectivamente, resistentes em 
H2. Em relação aos genes de virulência, os mais prevalentes foram fimH (73%), seguidos por 
cps (67%) e mrkD (34,7%). Entre os hospitais, cps (41,2%) foi mais frequente nos isolados 
H1 e fimH (41,2%) nos isolados H2. Em relação aos cinco compostos testados, o ácido 
cafeico e trans-ferúlico foram mais eficazes contra isolados de K. pneumoniae MDR, 
apresentando inibição de crescimento e biofilme em torno de 75%. Este é o primeiro relato de 
formação de antibiofilme e antimicrobiano na MDR de K. pneumoniae promovido pelo ácido 
trans-ferúlico, o que sugere que esses compostos podem ser a alternativa de escolha no 
tratamento de infecções associadas ao biofilme causadas por isolados de K. pneumoniae 
MDR. 

Palavras-chave: Gram-negativa; Compostos naturais; Atividades biológicas 
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ABSTRACT 

In recent years, the rate of infections caused by strains resistant to K. pneumoniae produces 
ESBls β-lactamases, carbapenemases of the KPC type, and biofilm producers, has been 
widely reported worldwide. As a result, he increased the period of hospitalization and the 
scarcity of effective options against these microorganisms. Thus, the use of natural 
compounds has recently been an alternative form of treatment. Thus, the usage of natural 
compounds has been lately as the alternative way of treatment. In this study, we investigated 
the antimicrobial and antibiofilm potential of phenolic compounds against K. pneumoniae 
MDR clinical isolates. In which the epidemiological profile, biofilm formation in different 
media and the presence of virulence genes (fimH, mrkD, cps) related to the biofilm were 
analyzed. For this, 34 isolates were used from two public hospitals (H1 and H2) in Recife-PE, 
Brazil and one sensitive isolate from the UFPEDA collection. The taxonomical identity of all 
isolates was confirmed by MALDI-TOF MS technique and resistance profile through VITEK 
2 Compact automation equipment (BioMérieux®. To investigate the potential of biofilm 
formation, there was used Cristal Violet method (CV) comparing two culture media: Brain 
and Heart Infusion (BHI) and Luria-Bertanti (LB) supplied with glucose or not. In addition, it 
was verified the presence and frequency of three virulence genes (fimH, mrkD, cps) through 
Polymerase Chain Reaction (PCR). Lastly, there was investigated the potential antimicrobial 
and antibiofilm de five phenolic compounds (Gallic acid, 4-hidroxybenzoic acid, Caffeic acid, 
Trans-ferulic acid, and Quercetin. The isolates were confirmed as K. pneumoniae multidrug 
resistant and capable of forming strong biofilm in both media and conditions tested. Most of 
the isolates (29,4%) were from ICU (Intensive Care Unit), Neurosurgery and Coronary Unit 
(COU), 20,6% for both. The most site of infection was from rectal swabs (41,2%), followed 
by urine (26,5%) and blood (5,9%). Regarding the resistance profile, distinct percentages 
were observed for the different antimicrobials tested, with emphasis on cephalosporins and 
carbapenems, where 100% of the isolates from H1 were resistant and 78.5% and 68%, 
respectively, resistant in H2. In relation to virulence genes, the most prevalent were fimH 
(73%) followed by cps (67%) and mrkD (34,7%). Between the hospitals, cps (41,2%) was 
more frequent in H1 isolates and fimH (41,2%) in H2 isolates. In relation to the five 
compounds tested, Caffeic and trans-ferulic acid were most effective against K. pneumoniae 
MDR isolates, presenting both growth and biofilm inhibition around 75%. This is the first 
report of antibiofilm formation and antimicrobial on K. pneumoniae MDR promoted by 
trans-ferulic acid which suggest that these compounds could be the alternative of choice to 
treat biofilm-associated infection caused by K. pneumoniae MDR isolates. 

Keywords: Gram-negative; Plant compounds; Biological activities 
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1 INTRODUÇÃO 

 
A Organização Mundial da Saúde (OMS) tem mostrado uma grande preocupação com o 

crescente aumento da resistência microbiana aos antibióticos no mundo. A rápida emergência 

e disseminação de microrganismos resistentes aos antimicrobianos nos hospitais é um 

problema de grande proporção e as causas são multifatoriais; contudo, as razões principais são 

evidentes: estão altamente correlacionadas com a pressão seletiva devido ao uso 

indiscriminado de agentes antimicrobianos e a disseminação destes fenótipos é facilitada pela 

transmissão pessoa-a-pessoa devido à aplicação inconsistente de práticas básicas de 

prevenção e controle de infecções pelos profissionais de saúde (GOMES; CASALINI, 2018). 

Dentre as diversas espécies de bactérias, as bactérias da família das Enterobacteriaceae são 

importantes agentes etiológicos comumente associados a infecções humanas e podem ser 

isoladas de uma grande variedade de amostras biológicas. Os gêneros mais frequentemente 

isolados (Escherichia, Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Proteus, Citrobacter, Morganella, e 

Salmonella) (JUNIOR, 2014). K. pneumoniae tem atraído bastante atenção em todo o mundo 

como um microrganismo infeccioso devido ao recente aumento no número de infecções 

graves, resistência a antibióticos e crescente dificuldade no estabelecimento de tratamentos 

eficazes. K. pneumoniae vem sendo considerada a segunda causa mais comum de bacteremia 

Gram-negativa e um importante patógeno na infecção adquirida no hospital (ZHENG et al., 

2018). 

Klebsiella pneumoniae, um membro da família Enterobacteriaceae, é um bacilo em forma de 

bastonete, Gram-negativo e fermentador de lactose, com uma cápsula proeminente. K. 

pneumoniae é um patógeno oportunista que é amplamente encontrado na natureza, incluindo 

plantas, animais, solo e superfície e em humanos, incluindo boca, pele e intestinos, bem como 

em ambientes hospitalares e dispositivos médicos. K. pneumoniae oportunista afeta 

principalmente aqueles com sistemas imunológicos comprometidos ou que são enfraquecidos 

por outras infecções (LI et al., 2014; MARTIN; BACHMAN, 2018). 

Nos últimos anos, o índice de infecções causadas por cepas resistentes de K. pneumoniae 

produtoras de β-lactamases do tipo ESBls e carbapenemases do tipo KPC elevou-se em 

âmbito mundial, trazendo consequências graves principalmente em ambientes hospitalares, 

como o aumento do período de internação, a escassez de opção de tratamentos (MIRANDA et 
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al., 2018). Além da resistência aos antibióticos, K. pneumoniae utiliza uma variedade de 

fatores de virulência, especialmente polissacarídeos em cápsulas, adesinas e determinantes 

para aquisição de ferro, que são usados para sobrevivência e evasão imunológica durante a 

infecção (CANEIRAS et al., 2019). K. pneumoniae utiliza esses fatores de virulência para 

sobreviver e evitar o sistema imunológico durante a infecção, bem como a própria formação 

de biofilme. (NIRWATI et al., 2019). 

K. pneumoniae também é conhecida por sua capacidade de formar biofilmes, que são 

comunidades de bactérias incorporadas em uma matriz extracelular. Essa matriz consiste em 

proteínas, exopolissacarídeos, DNA e lipopeptídeos. Os biofilmes são extensivamente 

investigados nas últimas décadas, principalmente devido ao envolvimento em quase 80% das 

infecções bacterianas, particularmente prevalentes em infecções relacionadas a dispositivos, 

infecções na superfície corporal e infecções crônicas. Esses biofilmes são de grande 

preocupação, pois conferem proteção contra mecanismos de defesa do hospedeiro e à terapia 

antimicrobiana convencional, que influencia significativamente os resultados do tratamento 

antimicrobiano (NIRWATI et al., 2019; SINGH et al., 2019). 

 As bactérias formadoras de biofilme apresentam desafios formidáveis em diversos contextos, 

e há necessidade de novos agentes antimicrobianos que sejam ambientalmente aceitáveis e 

relativamente potentes contra microrganismos no estado de biofilme. Os fenóis constituem 

uma extensa classe de compostos que demonstraram apresentar propriedades antimicrobianas 

e contra uma ampla gama de bactérias (WALSH et al., 2019).  
 
​
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



14 

2 REFERENCIAL TÉORICO 

2.1.Taxonomia do gênero Klebsiella 

O gênero Klebsiella foi primeiramente descrito por Trevisan em 1885, e o nome foi dado em 

homenagem ao microbiologista germânico Edwin Klebs. Trevisan também caracterizou a 

espécie K. pneumoniae (MARTÍNEZ et al., 2004). Originalmente, as espécies de Klebsiella 

spp. eram classificadas de acordo com a doença a qual estas eram isoladas. Sendo desta forma 

classificada em três espécies: K. pneumoniae (pneumonia), K. ozaenae (ozanea), and K. 

rhinoscleromatis (rinoscleroma) (PODSCHUN; ULLMANN, 1998; SYLVAIN; GRIMONT, 

2006).  

Com o advento de técnicas refinadas de taxonomia, as espécies do gênero Klebsiella passaram 

por três sistemas diferentes de classificação (Cowan, Bascomb, and Ørskov); (PODSCHUN; 

ULLMANN, 1998; SYLVAIN; GRIMONT, 2006). Contudo, a classificação proposta por 

Ørskov (1984) foi a mais aceita. De acordo com ØRSKOV; ØRSKOV, 1984 este gênero 

compreende as espécies: K. oxytoca, K. terrigena, K. planticola, K. ornithynolytica, K. 

pneumoniae; sendo a K. pneumoniae com três subespécies: subespécie pneumoniae, ozanea e 

rhinoscleromatis. Através da análise comparativa dos genes 16S rRNA e rpoB, as espécies K. 

terrigena, K. planticola, K. ornithynolytica, foram enquadras no gênero Raoultella 

(DRANCOURT et al., 2001). 

Através de técnicas filogenética como RAPD, sequenciamento dos genes gyrA, parC e 

ribotipagem, K. pneumoniae se enquadra em três clusters (KpI, KpII-A, KpIII), K. oxytoca em 

dois clusters e K. platicola em seis clusters (Souza Lopes, 2007). Trabalhos subsequentes 

utilizando as técnicas de Multilocus Sequence Typing (MLST) e hibridação DNA-DNA, 

mostraram que estes clusters (KpI, KpII-A, KpII-B e KpIII) correspondiam a outras espécies 

além de K. pneumoniae, ou seja, KpI estava relacionado a K. pneumoniae, KpII-A a K. 

quasipneumoniae subsp. Quasipneumoniae, KpII-B as espécies K. quasipneumoniae subsp. 

similipneumoniae e K. variicola (BRISSE; PASSET; GRIMONT, 2014; ROSENBLUETH et 

al., 2004). 

Atualmente, o gênero Klebsiella compreende seis espécies, K. pneumoniae, com suas três 

subespécies (K. pneumoniae subsp. pneumoniae, K. pneumoniae subsp. ozaenae, K. 

pneumoniae subsp. rhinoscleromatis), K. oxytoca, K. variicola, K. granulomatis, K.
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singaporensis, K. michiganensis e K. quasipneumoniae com suas subespécies K. 

quasipneumoniae subsp. quasipneumoniae e K. quasipneumoniae subsp. Similipneumoniae 

(BRISSE et al., 2004; MARTÍNEZ et al., 2004; ROSENBLUETH et al., 2004). 

2.2.Características gerais da espécie K. pneumoniaie 

Klebsiella spp são microrganismos que podem ser encontrados em qualquer lugar na natureza 

como: água, solo, plantas, além disso, podem ser encontrados na mucosa de diversos 

mamíferos. Em relação aos humanos, esta bactéria, pode ser encontrada na pele, boca, e 

também no intestino; assim como, em instrumentos hospitalares (LI et al., 2014; 

PODSCHUN; ULLMANN, 1998).  

Klebsiella pneumoniae é um bacilo gram-negativo, fermentador de glicose e envolvido na 

metabolização da lactose, não móvel, encapsulado, anaeróbio facultativo, catalase positivo, 

oxidase negativo, lisina positivo, ornitina negativo, redução à nitrato, tríplice açúcar ferro 

(TSI) positivo com produção de gás, citrato e indol negativos. Este microrganismo utiliza 

citrato como fonte de carbono e hidrólise da uréia, formando ou não gás. Apresenta tamanho 

variando entre 0,3 a 1,0 μm de diâmetro e 0,6 a 6,0 μm de comprimento pertencendo à família 

Enterobacteriaceae. (GOMES; CASALINI, 2018; PATEL et al., 2017). Quando crescida em 

ágar McConkey, K. pneumoniae apresenta uma cor roseada e um aspecto mucoide e viscoso, 

isso é devido a produção de uma cápsula polissacarídica, antígeno K (Figura 1), a qual 

confere proteção contra fagocitose, inibi diretamente a ação do sistema imune do hospedeiro e 

é responsável pela adesão a célula hospedeira (GOMES; CASALINI, 2018). 

Figura 1 - Colônias de Klebsiella pneumoniae semeada em ágar McConkey apresentando 
aspecto mucoide. 

Fonte 1: Buban, 2017, adaptado pelo autor. 
 
​
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Entre as espécies do gênero Klebsiella, a espécie K. pneumoniae subs. pneumoniae é a mais 

frequentemente associada a infecções hospitalares (HOLT et al., 2015), sendo considerada um 

patógeno oportunista causadora de infecções em pacientes imunocomprometidos (SOUSA et 

al., 2019). As infecções mais comumente relacionadas a K. pneumoniae são as Infecções 

Relacionadas à Assistência à Saúde (IRAS), pneumonia, bacteremias, sepcemia, infecções do 

trato urinário, abcesso no fígado e diarreia. Devido à alta variedade de infecções K. 

pneumoniae está muito associada a elevada taxa de morbidade e mortalidade em pacientes 

(FU et al., 2018; LEE et al., 2017), associada a infecções de corrente sanguíneas (ICSs), 

perdendo apenas para Escherichia coli (MARTIN; BACHMAN, 2018); e infecções adquiridas 

nas comunidades,como por exemplo abscesso piogênico do fígado (HSU et al., 2016). 

Segundo MARTIN et al., 2018 K. pneumoniae tem sido considerada a terceira maior causa 

de infecções hospitalares adquiridas nos EUA, atrás apenas de Clostridium difficile e 

Staphylococcus aureus. No Brasil, as principais bactérias envolvidas em infecções 

hospitalares são, primeiramente Pseudomonas aeruginosa (30,3%), seguida por Escherichia 

coli (18,6%), K. pneumoniae (16,9%), Acinetobacter baumannii (8,8%) e Enterobacter 

cloacae (7%) (MELO, 2013). 

Muitas das infecções causadas por K. pneumoniae estão relacionadas a sua capacidade de 

resistência aos antibióticos. Os dois tipos de resistência aos antibióticos mais comumente 

encontrados nesta espécie, são: a produção de β-lactamases de amplo espectro (ESBL), que 

estão envolvidas a resistência aos antibióticos monobactâmicos e cefalosporinas causando lise 

no anel β-lactâmico por hidroxilação irreversível da ligação amida levando à inativação do 

antibiótico, e a produção de carbapenemases envolvidas na resistência a quase todos 

antibióticos pertencentes ao grupo dos β-lactâmicos (BONOMO, 2017; PACZOSA; 

MECSAS, 2016; UR RAHMAN et al., 2018) 

2.3.Visão Geral dos Antibióticos: β -lactamicos e β -lactamases 

Dentre as diversas classes de antimicrobianos, os β-lactâmicos são os mais comumente 

utilizados no tratamento de infecções causadas por bactérias gram-negativas devido a sua 

segurança, eficiência clínica e baixa toxicidade (BOEHMER et al., 2018; NAAS et al., 2017). 

Esta classe de antibióticos teve sua origem a partir de uma observação acidental de Alexander 

Fleming, em 1998, quando o mesmo observava as propriedades antibacterianas produzidas de 

uma substância secretada pelo fungo Penicillium notatun, que mais tarde, levaria à descoberta 
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da penicilina. Por conseguinte, novos β-lactâmicos surgiram, e desta forma caracterizados em 

quatro subclasses de acordo com as estruturas químicas: penicilinas, cefalosporinas, 

monobactamicos e carbapenemicos (Figura 2), (ARRUDA et al., 2019; JUNIOR, 2014; 

SAKOULAS; GERIAK; NIZET, 2019). 

Figura 2 - Principais classes de β-lactâmicos. 

 

 

Fonte: Arruda et al., 2019 e Junior, 2014, adaptado pelo autor. 

Os β-lactâmicos são antibióticos que possuem um anel beta-lactâmico em sua estrutura. Este 

anel é constituído por um átomo de nitrogênio e três átomos de carbono. Seu principal 

mecanismo de ação é a inibição da parede celular bacteriana, agindo, na última etapa da 

formação da parede de proteoglicano, por acetilação das proteínas ligadoras de penicilinas 

(Penicillin-binding-protein, PBP) (ARRUDA et al., 2019; JUNIOR, 2014). Devido ao uso 

indiscriminado de antibióticos, a resistência à classe dos β-lactâmicos tem aumentado 

globalmente. Sendo a resistência a etsa classe causada principalmente pela produção de 

β-lactamases, (BONOMO, 2017). Atualmente, tem-se identificado mais de 900 tipos de 

β-lactamases (BLs) (UR RAHMAN et al., 2018). As BLs são classificadas de acordo com a 

estrutura molecular baseando-se na sequência de aminoácidos, proposto por Ambler (1991), 

nas quais são divididas em quatro grupos moleculares (A, B, C, D), e na classificação 

proposta por Bush–Jacoby–Medeiros, na qual as BLs são agrupadas de acordo com o perfil de 
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hidrólise de substrato e resposta a vários inibidores de BLs. As enzimas classificadas pro 

Ambler do grupo A, C e D, são as que possuem como sítio catalítico serina, e as do grupo B, 

metalo-proteinases (Tabela 1). Além disso, as BLs segundo Bush–Jacoby–Medeiros são ainda 

agrupadas em três grupos (G1, G2 e G3), tendo o G2 seus respectivos subgrupos (2a, 2b, 2br, 

2d, 2be, 2c e 2f), (BONOMO, 2017; BUSH; BRADFORD, 2019). 

Tabela 1 - Classificação Geral das β-lactamases. 

 

 

 

Fonte: Bush e Bradford, 2019, adaptado pelo autor. 
Dentre as β-lactamases, as ESBLs têm garantido a atenção da comunidade científica. Muitas 

das infecções hospitalares causadas por K. pneumoniae, estão relacionadas à produção dessas 

enzimas. As ESBLs são conhecidas por sua capacidade de hidrolisar a oximino-cefalosporina 

(3º e Cefalosporinas de quarta geração) e monobactâmicos, e inibidas por clavulanato, 

sulbactamico, tazobactam, em geral plasmidial. Contudo, não apresenta ação inibitória aos 

carbapenemicos (MELO, 2013; JUNIOR, 2014; GOMES; CASALINI, 2018; UR RAHMAN 

et al., 2018). As primeiras cepas de K. pneumoniae produtoras de ESBLs foram inicialmente 

identificadas na década de 80, na Alemanha por Knothe et al. (1983). Classicamente, as 

ESBLs eram definidas como derivadas das TEM-1, TEM-2, e SHV. Atualmente, são divididas 

em três principais grupos: Grupo 1- ESBLA (ESBLs classe A) compreende as ESBL mais 
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frequentemente encontradas e CTX-M, bem como as enzimas SHV e TEM. Estas enzimas são 

transferidas de forma horizontalmente e podem ser inativadas ou inibidas pelo ácido 

clavulânico; já o Grupo 2- ESBLM, ESBLM (Diversas ESBLs) é seccionado em ESBLM-C 

(classe C, AmpC mediada por plasmídeo) e ESBLM-D (classe D). Os AmpC adquiridos são os 

ESBL mais frequentemente encontrados nesta classe. Por fim, o Grupo 3- ESBL CARBA (ESBL 

que degradam carbapenêmicos) é dividido em ESBL CARBA-A, ESBL CARBA-B e ESBL CARBA-D 

(GOMES; CASALINI, 2018; JUNIOR, 2014; MELO, 2013; UR RAHMAN et al., 2018). Em 

Como consequência da resistência ampliada pela produção de ESBLs, o uso dos 

carbapenêmicos aumentou significativamente, devido à resistência dessa classe à ação destas 

enzimas. Consequentemente, uma nova pressão seletiva foi estabelecida e a emergência de 

cepas resistentes a carbapenêmicos, foram relatadas. As carbapenemases degradam os 

antibióticos β-lactâmicos do grupo carbapenêmicos (imipenem, meropenem, ertapenem e 

doripenem). Organismos produtores de carbapenemases do tipo KPC são capazes de 

hidrolisar todas as cefalosporinas, monobactâmicos e carbapenêmicos e são inibidas pelo 

ácido clavulânico e tazobactam. As carbapenemases podem ser divididas nas classes A, B, e 

D. As pertencentes às classes A e D são a serina β-lactamases e, as carbapenemases de classe 

B são metalo-β-lactamases (MBLs). (CUI; ZHANG; DU, 2019; JUNIOR, 2014; MELO, 

2013) O primeiro caso de K. pneumoniae expressando uma carbapenemase foi identificado na 

Carolina do Norte em 1996 e, portanto, esse tipo de carbapenemase é chamado KPC. Sendo o 

primeiro registro para o Brasil descrito em 2006 (MIRANDA et al., 2018; PACZOSA; 

MECSAS, 2016). 

2.4.Características Gerais dos Fatores de Virulência de K. pneumoniae 

Assim como as infecções hospitalares associadas a K. pneumoniae estão relacionadas a 

resistências a antibióticos, a presença de fatores de virulência também contribui para o 

aumento das infecções hospitalares causadas por esse microrganismo (CHUNG THE et al., 

2015). A patogenicidade de K. pneumoniae é devido à presença de muitos genes de virulência 

que codificam fatores de virulência, que permite atacar o sistema imune de mamíferos, 

causando muitas doenças. Entre os fatores de virulência está a produção de CPS (Cápsula 

polissacarídica), LPS (Lipopolissacarídeos), expressão de bomba de efluxo, expressão de 

fímbrias e modificação de porinas, além de outras proteínas da membrana externa (AHMED; 

ALAA, 2016). A CPS de K. pneumoniae é um polissacarídeo geralmente composto por três 

unidades de seis açúcares. Este fator de virulência é sintetizado pela via de polimerização 

dependente de Wzy, que é bem caracterizado para Escherichia coli. Este gene O cluster do 
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gene CPS K. pneumoniae, possui 21 a 30 kb e abriga 16 a 25 genes, está relacionado com a 

síntese de nucleotídeos de açúcares, síntese de unidades repetidas e montagem e exportação 

de unidades de repetição capsular. A produção da cápsula e exportação de CPS maduro para a 

superfície celular bacteriana ocorre sob ação combinada de Wza (uma tirosina autocinase da 

membrana interna), Wzb (uma proteína-tirosina fosfatase) e Wzc (uma lipoproteína de 

membrana externa). A presença de uma cápsula espessa na superfície celular protege K. 

pneumoniae de sofrer opsonização e ser fagocitada por macrófagos, neutrófilos, células 

epiteliais e dendríticas. Além disto, a CPS atua como escudo contra o acesso de peptídeos 

antimicrobianos do hospedeiro (PACZOSA; MECSAS, 2016; CATALÁN-NÁJERA; 

GARZA-RAMOS; BARRIOS-CAMACHO, 2017).  

O LPS compreende três partes (Figura 3): lipídeo A – altamente conservado e hidrofóbico 

ancorado na membrana externa; Antígeno-O – altamente variável como componente mais 

externo do LPS; e um núcleo de oligossacarídeo central– que conecta o lipídeo A e o 

antígeno-O. O lipídio A é sintetizado no citoplasma por enzimas constitutivas conservadas e 

transportado para a membrana externa pelo transportador ABC MSbA. Durante o transporte 

ocorrem modificações covalentes intermediadas por enzimas de modificação por estímulos 

ambientais, estando envolvidas na modulação de virulência de vários patógenos de 

Enterobacteriaceae. Essas modificações contribuem para a resistência da defesa inata do 

hospedeiro a peptídeos antimicrobianos. Além disso, K. pneumoniae compreende nove grupos 

reconhecidos de antígeno-O, dentre eles o sorotipo O1 é o mais comum em isolados clínicos. 

O antígeno-O impede o acesso dos fármacos aos seus ativadores, como porinas e LPS bruto, 

contribuindo para a resistência bacteriana. 
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Figura 3 - Vista ampliada da estrutura do lipopolissacarídeo, mostrando o Antigo-O, Oligossacarídeo 
central e a região do Lipídeo A. 
 
 

Fonte: Paczosa e Mecsas, 2016, adaptado pelo autor. 

Em K. pneumoniae ocorre a expressão da bomba de efluxo AcrAB, que está envolvido com a 

exportação de antibióticos, como quinolonas e β-lactâmicos, e também, agentes 

antimicrobianos presentes no ser humano. O AcrAB atua como determinante da resistência de 

K. pneumoniae a defesas imunológicas inatas do hospedeiro. Os cromossomos desta espécie 

contêm uma região codificadora de fímbria conservada que é composta pelo locus genético 

regulador mrkHIJ, onde quatro tipos de fímbrias foram caracterizados em K. pneumoniae, 

sendo elas: as fímbrias tipo 1, tipo 3, fímbria Kpc e a adesina KPF-28. As fímbrias são curtas, 

finas e rígidas, e têm função de aderência das bactérias aos tecidos ou superfícies no qual seus 

elementos nutritivos são extraídos (CLEGG; MURPHY, 2016; HSU et al., 2016).  

Outras proteínas associadas à membrana externa da bactéria estão relacionadas com fatores de 

virulência. Uma das principais proteínas da membrana externa de bactérias gram-negativas é a 

OmpA. Esta proteína possivelmente está envolvida na ativação de sistemas dedicados a 

melhorar a citotoxicidade de peptídeos antimicrobianos e contribui para a resistência à 



22 

fagocitose por macrófagos. A perda de OmpA torna K. pneumoniae mais suscetível a 

peptídeos antimicrobianos. Ademais, esta espécie produz duas principais porinas da 

membrana externa - OmpK35 e OmpK36 - através das quais moléculas hidrofílicas, por 

exemplo, nutrientes e cefalosporinas/carbapenêmicos se difundem na bactéria. Perda dessas 

proteínas leva ao aumento da resistência às cefalosporinas/carbapenêmicos (HENNEQUIN; 

ROBIN, 2016).  

Desde a descoberta do primeiro antimicrobiano, penicilina, muitas infecções causadas pelos 

microrganismos começaram a ser combatidas (REGIEL-FUTYRA et al., 2017). Entretanto, 

com o uso excessivo desses antimicrobianos, os microrganismos começaram a adquirir 

resistência. De acordo com Chaves (2012), o primeiro registro de resistência microbiana veio 

do relato feito por Sir Alexandre Fleming em 1929, em que foi observado a resistência de 

bactérias à penicilina. A resistência microbiana tem sido relatada pela a Organização Mundial 

da Saúde (OMS) como sendo um dos três pilares mundiais sobre saúde pública (KNOBLER; 

LEMON; NAJAFI, 2003; FU et al., 2018). Por causa da capacidade de evoluir rapidamente, 

devido ao simples genoma e fácil transferência de seu material, os microrganismos, 

especialmente as bactérias, vêm adquirindo resistência aos medicamentos. Esta capacidade é 

influenciada pela alta concentração de antimicrobiano em que o microrganismo é exposto em 

relação às doses terapêuticas (CHUNG THE et al., 2015). O mecanismo que os 

microrganismos utilizam para adquirir a defesa contra medicamentos ocorre por mutações 

genéticas nos cromossomos, levando assim a expressão de genes de resistência contra as 

ações dos antimicrobianos (REGIEL-FUTYRA et al., 2017). 

A resistência bacteriana tem sido um dos assuntos mais estudados na área de antimicrobianos 

(WANNMACHER, 2004)Autores têm revelado que as bactérias estão se tornando 

multidrogas resistentes (MDR) e isto tem causado grande alerta na comunidade científica e 

para a OMS. Tais cepas resistentes vêm causando alta taxa de mortalidade em pacientes com 

lesões traumáticas, infecções da corrente sanguínea, assim como, em pacientes que estão 

passando pelo pós-operatório. Outros autores apontam que nestes últimos anos estamos 

entrando num período chamado “a era da resistência”, e que medidas na efetividade dos 

tratamentos precisam ser tomadas. Com isso, as bactérias patógenicas resistentes têm recebido 

uma grande atenção (BILAL et al., 2017; REGIEL-FUTYRA et al., 2017) .De acordo com 

OMS as infecções causadas por bactérias MDRs estão, cada vez mais,frequentes, causando 

assim grandes gastos públicos. Suportando esta ideia, o órgão nacional dos Estados Unidos da 

América relacionado a questões de saúde pública NHI, ressalva que dessas infecções, 80% 
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estão relacionadas a formação de biofilme bacteriano (MAMONE et al., 2016; (JAMAL et al., 

2018).  

2.5.Características Gerais do Biofilme 

Os microrganismos possuem uma alta capacidade de se adaptar a várias condições abióticas e 

bióticas. As bactérias, por sua vez, apresentam dois tipos de modos de vida: um planctônico e 

outro séssil. As planctônicas, são microrganismos que vivem de forma livre, em suspenção 

em meios aquosos. Quando aderem a alguma superfície, elas saem do modo de vida livre para 

o séssil. Este modo de vida séssil é um agregado de várias espécies de bactérias e outros 

(fungos e algas) microrganismos, caracterizando o biofilme (Figura 4), no qual confere a 

virulência e resistência (MAMONE et al., 2016; MENOITA et al., 2012; SILVA, 2008). 

Figura 4 - Diversidade microbiana no biofilme. 

Fonte: Menoita, 2012 adaptado pelo autor. 

A formação de biofilme é uma estratégia de sobrevivência de algumas bactérias, mais 

especificamente, de se adaptarem aos ambientes hostis. Com a proteção do biofilme, as 

bactérias se tornam mais tolerantes e resistentes aos antibióticos e as respostas imune, 

dificultando o tratamento clínico das infecções (CATALÁN-NÁJERA; GARZA-RAMOS; 

BARRIOS-CAMACHO, 2017). Estudos revelam que as infecções por bactérias produtoras de 

biofilme são mais frequentes por instrumentos médicos (Cateteres e sondas) e aparelhos de 

permanência, como os implantados, e que o tratamento por antibióticos convencionais por si 

só não é o suficiente para erradicar infecções por biofilme (WU et al., 2015).  

A diversidade na estrutura dos polissacarídeos (PS) fornece várias atividades funcionais aos 

biofilmes microbianos, resguardam as necessidades às mudanças ambientais 

(antimicrobianos, dessecação, temperatura, micróbios concorrentes), garantem a adesão em 

substratos diferentes 
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e conferem uma morfologia única para as colônias, com potencialidade de formar ambiente 

mais adequado para os microrganismos resistentes (LIMOLI; JONES; WOZNIAK, 2015). 

O primeiro estudo retratado sobre biofilmes foi realizado por Antonie Van Leuwenhoek, 1983 

quando estudava microrganismo em dentes, visualizando assim mais indivíduos agregados 

que em formas livres. Contudo, foi Zobell em 1943 quem fez a primeira descrição detalhada 

de adesão bacteriana a superfícies, estudo realizado em bactérias marinhas em cascos de 

navios. Sendo assim, o biofilme bacteriano é caracterizado por uma comunidade de 

organismos ligados a uma determinada superfície tanto abiótica quanto biótica, mergulhados 

numa matriz extracelular formada de substâncias poliméricas (EPS) (CANDIDATE; 

TABATABAEI, 2017; HUSSAIN; OH, 2017; KOCOT; OLSZEWSKA, 2017; MENOITA et 

al., 2012; SONG et al., 2017; VAN LEUWENHOEK, 1983).  

Na formação de biofilme bacteriano as superfícies, tanto abióticas quanto bióticas, possuem 

diferentes estágios. O primeiro é chamado de adesão primária ou reversível; o segundo é 

considerado adesão secundária ou irreversível; o terceiro é a maturação do biofilme e, por 

último, a dispersão deste. A Figura 5 ilustra os diferentes estágios deste fator de virulência 

microbiano (HUSSAIN; OH, 2017; KOCOT; OLSZEWSKA, 2017). 

Figura 5 - Diferentes estágios da formação de biofilme bacteriano. 

Fonte: Menoita, 2012, adaptado pelo autor. 
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A adesão primária ou reversível é considerado um dos processos mais complexos da produção 

de biofilme, pois envolve forças físico-químicas não específicas quando se trata de superfícies 

abióticas, e quando voltadas às superfícies bióticas ocorrem interações do tipo específicas 

quando há presença de moléculas receptoras pela interface da bactéria. A princípio, as 

bactérias planctônicas que estão a uma certa distância (50 nm) das superfícies começam a 

interagir por força da gravidade, forças eletrostáticas, e de Van Der Waals. Quando se chega a 

certa distância, a interação depende muito das somas dessas forças. As interações 

hidrofóbicas, têm revelado serem mais efetivas na adesão, quando se tratando de interação 

não específica, pois quando se fala em relação especifica as ligações por adesinas têm 

realizado esta função (JÚNIOR, 2015; KOCOT; OLSZEWSKA, 2017; TRENTIN et al., 

2011). 

A adesão secundária ou irreversível se dá pela fixação total das bactérias, e a partir deste 

momento os organismos aderidos começam a liberar EPS, matriz composta por 

exopolissacarídeos, ácidos nucleicos, proteínas, lipídeos, entre outros. Após a liberação da 

EPS, segue a fase em que ocorre o amadurecimento do biofilme, no qual se encontram várias 

microcolônias, formando uma estrutura parecida com a de um cogumelo ou uma tulipa, com 

vários canais de água, conferindo assim um tipo de sistema circulatório tanto para a própria 

água e distribuição de nutrientes, quanto para liberação das toxinas produzidas. De acordo 

com alguns estudos, a EPS faz parte de mais de 80% da matéria seca, levando assim as 

bactérias a fazerem parte de apenas 20% do biofilme. Quando as condições ambientais não 

estão mais favoráveis ou por indução molecular, ocorre a última fase da formação de biofilme 

bacteriano, que seria o desprendimento (sloughing off, erosão, ataque por predadores, 

abrasão) ou de uma parte da matriz com organismos ou de formas planctônicas, para uma 

nova colonização (KOCOT; OLSZEWSKA, 2017; MENOITA et al., 2012; 

RASAMIRAVAKA et al., 2015; TRENTIN; MACEDO, 2013). 

Estudos levantam uma questão muito importante para a formação do biofilme, que é a 

presença do Quorum sense (QS), um mecanismo de comunicação célula-célula bacteriana 

conforme a densidade da população através da liberação de moléculas sinalizadoras, 

chamadas de autoindutoras (AIs). Onde, este mecanismo é responsável por várias atividades 

da comunidade, por exemplo, a própria formação do biofilme e liberação de EPS, a 

virulência, transferência e expressão de genes contra antimicrobianos, entre outras. Com isso, 

observa-se que além do mecanismo de QS, para o biofilme ser formado há outros fatores que 
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participam desta formação, tais fatores estão ilustrados na Figura 6 (MA et al., 2017; 

RASAMIRAVAKA et al., 2015; SONG et al., 2017; ZHU et al., 2016). 

Figura 6 - Fatores que influenciam a formação de biofilme bacteriano. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fonte: Trentin, 2013. 
 
A capacidade das bactérias de formar biofilme levou a necessidade de estudos que avaliem 

compostos em potencial para inibir a formação destes biofilmes. Uma alternativa têm sido o 

estudo de compostos naturais com propriedades que inibem ou minimizam a formação dessas 

comunidades bacterianas, principalmente devido à alta resistência desses organismos às 

drogas existentes e até ao sistema imune humano, o que tem causado grandes impactos tanto 

na medicina quanto na saúde pública (CHUNG; TOH, 2014; RABIN et al., 2015; SILVA et 

al., 2014). Em resposta às pressões ecológicas como herbivoria, ferimentos e radiações UV as 

plantas produzem compostos fenólicos, referentes ao seu metabolismo secundário, que 

garantem resistência aos estresses ambientais. Estes fitoquímicos são amplamente 

encontrados nas plantas e estão presentes na maioria dos tecidos vegetais (DE LA ROSA et 

al., 2019). Embora não sejam considerados nutrientes, quando ingeridos, estes compostos 

possuem propriedades bioativas que fornecem efeitos benéficos à saúde humana como 

potentes antioxidantes, entre outras propriedades (SANTOS et al., 2018). 
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2.6.Compostos fenólicos: caracterização e aplicabilidade 

 

A estrutura química básica dos compostos fenólicos compreende em pelo menos um anel 

aromático ligado a um ou mais grupos hidroxila, estes são principalmente sintetizados a partir 

do aminoácido fenilalanina, que é convertido em ácido cinâmico (KULBAT, 2016). Em sua 

estrutura, as posições de suas hidroxilas e seus átomos de carbono são as principais 

características que diferenciam os tipos existentes de compostos fenólicos. Em reflexo a isso, 

8 mil são os tipos de compostos fenólicos já conhecidos atuantes no metabolismo de defesa de 

diversas plantas. Dentre eles, o mais simples é a classe do ácido carbólico, usualmente 

conhecidos como classe de fenol. Estes compostos podem ainda ser classificados como fenóis 

simples ou polifenóis, com base nas unidades de fenol encontrados em suas moléculas 

(ALU’DATT et al., 2017). 

 Para a biossíntese de compostos fenólicos destaca-se duas rotas metabólicas principais: a via 

do ácido mevalônico, a qual é menos significativa e, principalmente a via do ácido 

chiquímico, um composto intermediário em vias bioquímicas de plantas e microrganismos. 

Além disso, a via do ácido chiquímico está relacionado com a produção de alguns metabólitos 

secundários (alcaloides, terpenos e fenilpropanoides) provenientes do metabolismo primário 

de plantas. Na via do ácido chiquímico, (Figura 7) uma molécula de ácido fosfoenolpirúvico 

(PEP), proveniente da glicólise, é uma molécula de eritrose-4-fosfato, derivada do fosfato da 

via das pentoses, são combinadas resultando na formação de um açúcar de sete carbonos 

denominado 3-desoxiarabínoheptulsonato-7-fosfato (DAHP), em uma reação catalisada pela 

enzima DAHP sintase. Em seguida, a molécula é reduzida para formar shikimato, que é um 

ramo cítrico para formação de compostos fenólicos. A partir disso, ocorre a formação de 

ácidos fenólicos como o ácido protocatecúico e ácido elágico e fenóis simples possuindo 

apenas um grupo carboxila, servindo como precursores de outros compostos mais complexos, 

ou leva à formação de aminoácidos aromáticos, fenilalanina, tirosina e triptofano, dando 

início a via fenilpropanóide a partir deste ponto (CZELUSNIAK et al., 2012; DIAS-SOUZA 

et al., 2016). 
 
​
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Figura 7 - Biossíntese de compostos fenólicos. CO2 - dióxido de carbono; H2O - água; Acetil-CoA- 
Acetil Coenzima A; DAHP - fosfato de 3-desoxi-O-arabino-heptulosonato; DHS - 3-desidroquinato; 
BE - elicitação biológica; CE - elicitação química; Elicitação física PE; As enzimas envolvidas na 
biossíntese são marcadas com formas pretas tracejadas arredondadas: 1-DAHP sintase 
(3-desoxi-O-arabinoheptulosonato fosfato sintase); 2-PAL (fenilalanina amônia-liase); 3-CHS 
(Chalcones sintase), CHI (Chalcones isomerase), F3H (Flavanona-3-hidroxilase); 4-FLS (Flavonol 
sintase); 5-LAR (leucoantocianidina redutase); 6-LDOX (leucoantocianidina dioxigenase). 

Fonte: Dias-Souza et al., 2016, adaptado pelo autor. 

A partir de sua estrutura química, os compostos fenólicos podem ser divididos em três grupos 

principais: os ácidos fenólicos, flavonoides e taninos (GAN et al., 2019). Os ácidos fenólicos 

são importantes compostos fenólicos encontrados em diversas frutas, verduras, cereais, 

legumes e bebidas, estando envolvidos principalmente com a pigmentação, crescimento, 

reprodução e resistência a patógenos em plantas. Ademais, estes compostos caracterizam-se 

por terem um anel benzênico, um grupo funcional carboxila e um ou mais grupamentos de 



29 

hidroxila e/ou metoxila em sua molécula, ver Figura 8 (VINAYAGAM; JAYACHANDRAN; 

XU, 2016). 
 
​

Esses são divididos em duas classes: hidroxibenzoicos, menos abundantes nos vegetais 

consumidos por humanos e hidroxicinâmicos, encontrados em diversos alimentos de origem 

vegetal (DE OLIVEIRA; BASTOS, 2011). Os ácidos fenólicos detêm fortes atividades 

aplicáveis na área farmacológica, como importantes antioxidantes (ZARATE et al., 2018); 

anti-inflamatórios (LIU et al., 2018); anti-carcinogênicos (ROSA; SILVA, 2016); estimulantes 

da imunidade (KILANI-JAZIRI et al., 2017) e propriedades anti-diabéticas (LI et al., 2019; 

VINAYAGAM; JAYACHANDRAN; XU, 2016).  

 

Figura 8 - Ácido Fenólico, estrutura dos ácidos benzóicos. R1 = OH → Ácido Salicílico; R1 = R4 = 

OH → Ácido Gentísico; R3 = OH → Ácido p-hidroxibenzóico; R2 = R3 = OH → Ácido 

Protocatequínico; R2 = OCH3; R3 = OH → Ácido Vanílico; R2 = R3 = R4 = OH → Ácido Gálico; R2 

= R4 = OCH3; R3 = OH → Ácido Siríngico. 

Fonte: Soares, 2002. 

Os flavonoides são os compostos fenólicos mais abundantes e bioativos, principalmente 

encontrados em frutas e vegetais, facilmente reconhecidos como pigmentos de flores, na 

maioria dos casos. Eles possuem um esqueleto de fenilbenzopirano: dois anéis de fenil (A e 

B) unidos por um anel de pirano heterocíclico (anel C) como mostrado na Figura 9 (DE LA 

ROSA et al., 2019). Eles detêm diversos efeitos bioquímicos favoráveis à saúde humana, 

principalmente por suas propriedades antioxidantes (NILE et al., 2018) anti-inflamatórias 

(WEI et al., 2018), anti-mutagênicas (OKUNO; MARUMOTO; MIYAZAWA, 2019) e 

anticarcinogênicas (RAFFA et al., 2017), juntamente com a capacidade de modular as 

principais funções enzimáticas nas células (MIRON et al., 2017). Em resposta a essas 
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propriedades, tornam-se indispensáveis em muitas aplicações nutracêuticas, farmacêuticas, 

medicinais e cosméticas (PANCHE; DIWAN; CHANDRA, 2016). 

Figura 9 - Estrutura básica dos flavonoides, esqueleto de fenilbenzopirano. 

Fonte: De La Rosa, et al., 2019. 
Os taninos são estruturas fenólicas encontradas abundantemente em cascas, como madeira, e 

em menor quantidade em folhas e frutos de espécies vegetais variadas. Esse tipo de composto 

tem papel na proteção de plantas sob estresses bióticos, como herbívoria e abióticos, como a 

luz UV e seca. Eles podem ainda ser classificados em dois grupos: taninos hidrolisáveis e 

condensados (SHIRMOHAMMADLI; EFHAMISISI; PIZZI, 2018) Os taninos hidrolisáveis 

são misturas de fenóis simples e tem a característica de poderem ser hidrolisados por 

ácidos/bases fracos produzindo carboidratos e ácidos fenólicos. Os condensados são os 

polifenóis mais abundantes em plantas e não são hidrolisados facilmente (SMERIGLIO et al., 

2017). Os taninos possuem propriedades como antioxidantes (ABU ZARIN et al., 2016); 

antitumoral (COȘARCĂ et al., 2019); antifúngicas (ZHU et al., 2019) e antibacterianas 

(DAING et al., 2017)tendo papel importante na saúde humana (CHANG et al., 2019). 

Figura 10 - Estrutura do Tanino hidrolisável (ácido gálico) e condensável (proantocianidina). 

     Hidrolisável                                    Condensável 

Fonte: Barrett; Farhadi; Smith, 2018. 
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Como mencionado, os compostos fenólicos são fitoquímicos com diversas propriedades de 

defesa contra ataques de organismos, dentre eles, garantem proteção contra patógenos 

microbianos, nesse caso bactérias, que provocam infecções em suas estruturas vegetais. Na 

saúde humana, estas substâncias desempenham um papel importante na resistência contra 

vários microrganismos, devido ao seu papel essencial nas infecções (WALSH et al., 2019b). 

Como mecanismos de atividades antibacteriana estudos revelam que os fenólicos interagem 

com proteínas bacterianas e estruturas de parede celular podendo causar danos nas 

membranas plasmáticas, reduzindo a fluidez da membrana, inibindo a síntese de ácidos 

nucleicos, a síntese da parede celular ou do metabolismo energético (SLOBODNÍKOVÁ et 

al., 2016). 

Além da atividade destrutiva das bactérias, pesquisas revelam o potencial dos compostos 

fenólicos na supressão do biofilme bacteriano, afetando mecanismos reguladores destes 

microrganismos. Microrganismos agregados, como a estrutura do biofilme, são mais 

resistentes à ação de antibióticos que os que vivem isolados, tornando mais difícil o sucesso 

dos tratamentos às doenças relacionadas a este tipo de bactéria (UGURLU et al., 2016). 

Vários mecanismos foram propostos para explicar a resistência do biofilme aos 

medicamentos, sendo eles: a fraca penetração e difusão das drogas antimicrobianas através da 

matriz polimérica extracelular; indução da resposta geral ao estresse; diminuição do 

crescimento e metabolismo; forte expressão de bombas de efluxo e enzimas capazes de 

degradar moléculas de antimicrobianos; ativação do sistema de detecção de quórum e 

alteração de perfis de proteínas na membrana externa (KOUIDHI; AL QURASHI; CHAIEB, 

2015).  

Nos últimos anos, observou-se um aumento de doenças infecciosas por biofilme bacteriano, 

principalmente por pacientes com dispositivos médicos implantados, como dispositivos de 

assistência ventricular, válvulas cardíacas mecânicas e próteses articulares e de mama (DEL 

POZO, 2018). A formação de biofilme está associada à vários problemas à saúde, como 

graves infecções no trato respiratório, pneumonia (DA COSTA LIMA et al., 2017) diarreia 

(CULLER et al., 2018) e formação de placa dental (MARSH; ZAURA, 2017). Os estudos 

com compostos fenólicos se tornaram necessários devido às propriedades antimicrobianas 
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desses fitoquímicos e seu potencial como minimizadores da formação de biofilme (LOPES et 

al., 2017). 

Esses compostos podem interferir na comunicação célula-célula das bactérias inibindo o 

Quórum sense e outros sistemas regulatórios globais, causando efeito sobre o crescimento 

bacteriano. Exemplos de compostos que apresentam essas propriedades podem ser o galato de 

metila (HOSSAIN et al., 2017) galato de epigalocatequina e ácidos fenólicos (MANDAL; 

DIAS; FRANCO, 2017). Outra característica é que estudos realizados por Gyawali e Ibrahim, 

(2014) afirmam que o grupo hidroxila (-OH) em compostos fenólicos pode causar inibição 

bacteriana e que a presença de ligações duplas (número e posição) podem auxiliar na eficácia 

antimicrobiana (MACÉ; TRUELSTRUP HANSEN; RUPASINGHE, 2017).  
 
​
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3 OBJETIVOS 

3.1.Objetivos Gerais 

Identificar o potencial antimicrobiano e antibiofilme dos compostos fenólicos em K. 

pneumoniae MDR. 

3.2.Objetivos específicos 

a) Avaliar a formação de biofilme das cepas coletadas em diferentes meios de cultura; 

b) Identificar o potencial antimicrobiano e antibiofilme dos compostos fenólicos contra as 

cepas formadoras de biofilme; 

c) Investigar o perfil epidemiológico dos isolados de K. pneumoniae MDR; 

d) Investigar genes de virulência relacionados com o biofilme. 
 
​
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Abstract 
Biofilm-associated infections caused by multidrug resistant (MDR) Klebsiella pneumoniae 
have increased mortality and morbidity in compromised patients. The searching for new 
strategies to treat these infections has been intensified in recent years. Thus, the usage of 
natural compounds has been lately as the alternative way of treatment. In this study, we 
investigated the antimicrobial and antibiofilm potential of phenolic compounds against K. 
pneumoniae MDR clinical isolates. In which the epidemiological profile, biofilm formation in 
different media and the presence of virulence genes (fimH, mrkD, cps) related to the biofilm 
were analyzed. For this, 34 isolates were used from two public hospitals (H1 and H2) in 
Recife-PE, Brazil and one sensitive isolate from the UFPEDA collection. The taxonomical 
identity of all isolates was confirmed by MALDI-TOF MS technique and resistance profile 
through VITEK 2 Compact automation equipment (BioMérieux®. To investigate the potential 
of biofilm formation, there was used Cristal Violet method (CV) comparing two culture 
media: Brain and Heart Infusion (BHI) and Luria-Bertanti (LB) supplied with glucose or not. 
In addition, it was verified the presence and frequency of three virulence genes (fimH, mrkD, 
cps) through Polymerase Chain Reaction (PCR). Lastly, there was investigated the potential 
antimicrobial and antibiofilm de five phenolic compounds (Gallic acid, 4-hidroxybenzoic 
acid, Caffeic acid, Trans-ferulic acid, and Quercetin. The isolates were confirmed as K. 
pneumoniae multidrug resistant and capable of forming strong biofilm in both media and 
conditions tested. Most of the isolates (29,4%) were from ICU (Intensive Care Unit), 
Neurosurgery and Coronary Unit (COU), 20,6% for both. The most site of infection was from 
rectal swabs (41,2%), followed by urine (26,5%) and Blood (5,9%). Regarding the resistance 
profile, distinct percentages were observed for the different antimicrobials tested, with 
emphasis on cephalosporins and carbapenems, where 100% of the isolates from H1 were 
resistant and 78.5% and 68%, respectively, resistant in H2. In relation to virulence genes, the 
most prevalent were fimH (73%) followed by cps (67%) and mrkD (34,7%). Between the 
hospitals, cps was more frequent in H1 isolates and fimH (41,2%) in H2 isolates. In relation 
to the five compounds tested, Caffeic and trans-ferulic acid were most effective against K. 
pneumoniae MDR isolates, presenting both growth and biofilm inhibition around 75%. This is 
the first report of antibiofilm formation and antimicrobial on K. pneumoniae MDR promoted 
by trans-ferulic acid which suggest that these compounds could be the alternative of choice to 
treat biofilm-associated infection caused by K. pneumoniae MDR isolates. 

Keywords: Gram-negative, plant compounds, biological activity 
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Introdução 

Em ambiente natural, as bactérias podem ser encontradas como células planctônicas e 

biofilme. Na forma planctônica, as bactérias têm mais motilidade, são mais suscetíveis às 

adversidades ambientais e são sensíveis aos agentes antimicrobianos. No entanto, no biofilme, 

as bactérias têm sua mobilidade reduzida, mais proteção ao meio ambiente e aos agentes 

antimicrobianos (SHAKIBAIE, 2018). Assim, cerca de 90% de todas as bactérias são 

propensas a viver na forma de biofilme como uma alternativa sobrevivente (VICKERY et al., 

2013). 

O biofilme é um conjunto de bactérias da mesma espécie ou de espécies diferentes, 

mesmo outros microorganismos, como fungos. Essas convergências bacterianas são 

auto-incorporadas em uma matriz produzida por substâncias poliméricas extracelulares (EPS) 

(FLEMMING et al., 2016; LÓPEZ; VLAMAKIS; KOLTER, 2010). A matriz EPS é composta 

por diferentes moléculas poliméricas, como proteínas, lípidos e ácidos nucleicos; no entanto, 

os principais componentes do biofilme são os exopolissacarídeos ((PLYUTA et al., 2013; 

SHAKIBAIE, 2018). 

Para formar o biofilme, as bactérias devem ser ligadas às superfícies abióticas ou 

bióticas. Essa capacidade de fixação permite que as bactérias colonizem, por exemplo, 

dispositivos médicos, como cateteres e implantes cirúrgicos, nos quais pode melhorar a taxa 

de infecção crônica (KHATOON et al., 2018; PLYUTA et al., 2013). Uma das principais 

causas para o estudo do biofilme é devido às bactérias nesse estado poderem resistir tanto à 

antibioticoterapia quanto ao hospedar o sistema imunológico humano. Assim, novas 

estratégias para prevenir ou quebrar o biofilme de bactérias têm sido bastante procuradas (LU 

et al., 2019; SONG et al., 2017). 

Nos últimos anos, alguns pesquisadores procuraram novas substâncias como uma das 

estratégias que possivelmente inibem o biofilme de bactérias (LU et al., 2019). Alguns 

estudos mostraram que substâncias vegetais podem interferir na formação de biofilme por 

bactérias (SONG et al., 2017). Algumas dessas substâncias incluem polifenóis. Os compostos 

fenólicos são uma das classes de moléculas bioativas que as plantas produzem por meio de 

seus metabólitos secundários (DE LA ROSA et al., 2019).  

Essa classe de moléculas é o grupo mais frequente de substâncias que podem ser encontradas 

em todo o reino vegetal, por exemplo, foram identificados cerca de 8000 compostos fenólicos 
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(COȘARCÉ et al., 2019; MIGUEL-CHÁVEZ, 2016). Flavonóides, ácidos fenólicos e taninos 

são algumas das classes de compostos fenólicos que podem ser encontrados nos órgãos e 

tecidos das plantas. Nos últimos anos, os compostos fenólicos têm recebido atenção por suas 

propriedades biológicas, mesmo para a própria planta e para a saúde humana (MINATEL et 

al., 2017). Entre todas as propriedades biológicas, muitos estudos têm demonstrado o 

potencial antioxidante (POURREZA, 2013), antinflamatório (LS; NJA, 2016), anticâncer 

(CRISTEA et al., 2017; GLISOVIC et al., 2018) antimicrobiano (CRISTEA et al. ., 2017; LI 

et al., 2019) e outras propriedades medicinais desses compostos. Embora poucos estudos 

tenham mostrado que alguns compostos fenólicos tinham atividade no biofilme produzido por 

Burkholderia cepacia e Pseudomonas aeruginosa (STREJCEK et al., 2018), os efeitos na 

atividade de formação de antibiofilme a partir de compostos fenólicos precisavam ser mais 

elucidados, principalmente em isolados clínicos de bactérias.  

Klebsiella pneumoniae é um patógeno oportunista Gram-negativo que causa infecções 

associadas à assistência à saúde (infecções do trato respiratório, infecções do trato urinário 

(ITU) e infecções da corrente sanguínea). Esta espécie pode ser encontrada tanto em 

ambientes naturais como plantas, animais, solo e em seres humanos (MARTIN; BACHMAN, 

2018). Além disso, esta bactéria tem uma alta capacidade de formação de biofilme, devido à 

essa capacidade, K. pneumoniae foi classificada como a segunda bactéria mais comum que 

causa bacteremia em pacientes imunocomprometidos com alta taxa de mortalidade 

(27,4-37,0%), (ZHENG et al., 2018).  

Neste trabalho, foram analisados os perfis de resistência, formação de biofilme em 

diferentes meios e presença de genes de virulência (fimH, mrkD, cps) relacionados ao 

biofilme, juntamente com o efeito de alguns compostos sintetizados fenólicos (ácido gálico, 

ácido trans- ferúlico, ácido cafeico, ácido 4-hidroxibezóico e quercetina) em células 

planctônicas e biofilme de K. pneumoniae MDR. 
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Materiais e métodos 

Aquisição dos isolados bacterianos 

Os isolados de K. pneumoniae foram adquiridos pelo protocolo estabelecido em dois 

hospitais públicos de Recife, Pernambuco, Brasil de novembro a dezembro de 2018. A 

aquisição dos isolados foi aprovada pelo Comitê de Ética e Pesquisa da Universidade Federal 

de Pernambuco (UFPE), através do número de protocolo: 94626718.1.0000.5208 . 34. 

Isolados clínicos foram coletados em diferentes setores de dois hospitais públicos (H1 e H2) 

em Recife-PE, Brasil, e um isolado de K. pneumoniae (UFPEDA 396) do Departamento de 

Antibióticos da UFPE foi usado como controle para os experimentos. Todos os isolados foram 

armazenados em caldo e ágar de infusão cérebro-coração (BHI) (28 ° C) e em líquido BHI 

com glicerol a 15% (negativo a 20 ° C). 

A identificação inicial e o perfil de resistência dos isolados ocorreram através do 

equipamento de automação VITEK 2 Compact (BioMérieux®). Para os perfis de resistência 

fornecidos pelos hospitais, os agentes antimicrobianos usados para classificar como MDR 

(resistente a múltiplas drogas), XDR (resistente a drogas extensas) e PDR (resistente a drogas) 

para isolados de Enterobacteriaceae estavam de acordo com Magiorakos et al., 2012, 

Aminoglicosídeos (amicacina, gentamicina), carbapenêmicos (Ertapenem, Imipenem, 

Meropenem), cefalosporinas de primeira e segunda geração (cefazolina), cefalosporinas de 

terceira e quarta geração (ceftriaxona, ceftazedima e cefepolinas), cefamoxitina (cefazititina) 

Ciprofloxacina), glicilciclinas (tigeciclina), penicilina, penicilinas + inibidores da β-lactamase 

(Ampicilina- sulbactam), polimixinas (Colistina).  

Espectometria de massas MALDI-TOF 

Os isolados de K. pneumoniae foram confirmados taxonomicamente pela técnica 

MALDI-TOF/MS. Colônias bacterianas foram suspensas em 300 μL de água Milli-Q e foram 

adicionados 900 μL de etanol absoluto. As suspensões foram centrifugadas a 15.600 g por 2 

min. O sobrenadante foi removido e o sedimento foi seco em SpeedVac por 20 min. Nas 

amostras, foram adicionados 50 μL de ácido fórmico (70%) e 50 μL de acetonitrila. A mistura 

resultante foi homogeneizada em um agitador de vórtice, centrifugada a 15.600 g por 2 min, e 

o sobrenadante foi transferido para um novo microtubo. A matriz preparada com ácido 

alfa-ciano-4-hidroxicinâmico (10 mg / mL), acetonitrila a 50% e ácido trifluoroacético a 0,3% 

foi adicionada à placa MALDI contendo as amostras em temperatura ambiente (18 ºC) para 

cristalização. Os espectros de MS foram adquiridos no modo linear positivo (tensão de 
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aceleração: 20 kV e faixa de detecção - m / z: 2.000 - 20.000) usando o programa Flex 

Control Versão 3.0 no espectrômetro de massas MALDI-TOF Autoflex III (Bruker Daltonics, 

Billerica, MA, EUA). Os espectros de massa obtidos foram comparados com os dados obtidos 

no banco de dados MALDI Biotyper Versão 3.1.  

Detecção de genes de Biofilme 

O DNA genômico foi extraído de acordo com o protocolo descrito por Sambrook, et 

al. (2011) e armazenado a 20 ºC negativo. A avaliação da presença de genes de biofilme 

fimH, cps, mrkD foi realizada pela Cadeia de Reação da Polimerase (PCR) e os primers 

testados estão listados na tabela 1. Uma mistura manual foi preparada usando dNTP a 8 mM, 

tampão 5x, MgCl2 a 25 mM, Taq polymerase a 5 u / uL e iniciadores a 100 mM. Condição de 

PCR para cada gene: fimH, desnaturação inicial a 95 ºC por 2 min, 33 ciclos de desnaturação 

a 94 ºC por 1 min, temperatura de fusão foi de 62 ºC por 1 min, extensão a 72 ºC por 2 min e 

extensão final a 72 ºC por 7 min. cps, desnaturação inicial a 96 ºC por 2 min, 35 ciclos de 

desnaturação a 96 ºC por 1 min, temperatura de fusão a 63 ºC por 1 min, extensão a 72 ºC por 

1 min e extensão final a 72 ºC por 10 min. mrkD, desnaturação inicial a 95 ºC, 33 ciclos de 

desnaturação a 94 ° C por 30 s, temperatura de fusão a 60 ºC por 30 s, extensão a 72 ºC por 1 

min e 72 ºC por 7 min. Os amplicons foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 

1,2% e tampão TBE 0,5X e visualizados pelo corante SYBR® Green no fotodocumentador 

sob luz UV. 

 

Tabela 1: – Lista de primers utilizados para identificar genes de biofilme em MDRs de K. pneumoniae. 

 

Testes de formação de Biofilme 

O biofilme de K. pneumoniae foi determinado pelo método Violet Crystal descrito por 

Stepanović et al. (2007) sob diferentes condições: dois meios de cultura, caldo de infusão de 

coração cerebral (BHI), caldo de Luria-Bertani (LB); além disso, foi adicionada glicose a 10% 
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ou não. A formação de biofilme foi quantificada usando densidade óptica a 570 nm (OD 570), 

e os isolados foram classificados como produtores fracos, moderados e fortes de biofilme ou 

não produtores de biofilme. As amostras foram classificadas como biofilme fortemente (4x 

ODc <ODs) moderadamente (2x ODc <ODs ≤ 4x ODC) ou fracamente (ODc <ODs <DOx 

<2x ODc). 

Aquisição dos Compostos 

Os seguintes compostos: ácido gálico, ácido trans-ferúlico, ácido cafeico, ácido 4- 

hidroxibezóico e quercetina foram utilizados no presente estudo e adquiridos comercialmente 

na empresa Sigma-Aldrich. 

Concentração inibitória mínima (CIM) e Concentração bactericida mínima (MBC) 

Os produtos MIC e MBC foram avaliados usando uma placa de microtitulação de 96 

poços, de acordo c. Onde foram adicionados 160 µl de meio caldo BHI em cada poço. Todos os 

compostos foram diluídos para uma concentração final de 2000, 1000, 500, 250, 125 µg / mL 

por cada poço. A densidade microbiana foi ajustada para 1,5 x 108 UFC / mL e 20 µl foram 

inoculados em cada poço. A CIM de todos os compostos para isolados de K. pneumoniae MDR 

foi determinada como a menor concentração em que 90% da inibição do crescimento foi 

detectada. 

Atividade antibiofilme 

O efeito inibitório de todos os compostos na formação de biofilme do isolado de K. 

pneumoniae foi avaliado pelo método descrito por Trentin et al. (2011) com algumas 

modificações. A densidade do inóculo foi ajustada para 1,5 x 108 UFC / mL. Foram 

adicionados 20 µl de todos os compostos a uma placa de microtitulação de 96 poços, 

juntamente com 20 µl de inóculo e 160 µl de caldo BHI. A placa de 96 poços foi incubada por 

24 h. Após o período de incubação, o conteúdo foi descarregado e lavado 3 vezes com 

solução salina a 0,9%. Para fixar o biofilme, a placa foi incubada a 55 ° C por 60 min. A 

atividade antibiofilme foi então determinada pelo método do cristal violeta. Foi utilizado 

cristal violeta a 0,4% durante 15 min. Depois disso, a placa foi lavada 3 vezes com água 

destilada, seguida de uma adição de etanol a 100% por 40 min. Foi feita uma leitura a 570 nm 

para ver os resultados. Um controle com apenas meio de cultura e bactérias foi usado como 

100% de crescimento. Valores acima de 100% foram considerados estimuladores e inibitórios 

abaixo dele. 
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Análise estatística 

Todos os ensaios foram realizados em experimentos quadruplicados e três 

independentes. Foi calculado a média e o desvio padrão. Através do GraphPad Prism (versão 

5.0) foram produzidos os gráficos e os resultados analisados por análise de variância 

(ANOVA) com o pós-teste de Tukey. As diferenças foram consideradas estatisticamente 

significantes quando os valores de p foram menores que 0,05. 

Resultados 

Identificação bacteriana 

Os isolados foram identificados taxonomicamente como K. pneumoniae pelo método 

automatizado Vitek 2 Compact Biomeérieux e confirmado pelo MALDI-TOF MS, no qual 

apresentaram valores de escore entre 2.083 e 2.459, indicando altos índices de 
compatibilidade 

e confiabilidade (Tabela 2). 

Tabela 2 - Características de K. pneumonia MDR coletadas em hospitais de Recife-PE. 
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UTI- Unidade de Terapia Intensiva, COU- Unidade Coronária, MDR- Múltiplas Drogas Resistente, IH- Infusão 

de cérebro e coração, G- Glicose, LB- Luria Bertani, NP- Não Produtores de Biofilme. 

 

Epidemiologia bacteriana 
 

De acordo com os perfis de suscetibilidade fornecidos pelos hospitais e Margiorakos 

et al. (2012) classificação; dos 34 isolados, 30 (88,2%) mostraram ser multirresistentes 

(MDR) e quatro (11,8%) foram classificados como não resistentes. Os setores mais freqüentes 

do H1 foram Unidade Coronariana (UCO) e Unidade de Terapia Intensiva (UTI), com 22,5% 

e 14,3%, respectivamente. Em relação aos setores H2, os mais frequentes foram 

Neurocirurgia e UTI, 20,6% e 14,7%, respectivamente. Também foi observada a presença de 

isolados de MDR em outros setores hospitalares, como: Clínicas médicas (11, 8%), 

Emergência (8,3%), Pediatria (2,9%) e Cardiologia (2,9%). Em relação aos locais de 

colonização nos dois hospitais, a maioria dos isolados de MDR foi coletada de swab retal 

(41,2%) e urina (26,5%). Havia também coletas de outros locais de colonização, mas com 

menor percentual. 5,9% foram coletados de sangue, abscesso e líquido peritoneal; menos 

ainda, 1,9% foram coletados de líquido pleural, líquido cefalorraquidiano, tecido, swab nasal 

e secreção traqueal. Todas essas frequências incluem os dois hospitais e são apresentadas na 

tabela 3. 

Tabela 3 - Frequência das características epidemiológicas de K. pneumoniae MDR de dois 
hospitais de Recife, Brasil. 
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​
Legenda: UTI- Unidade de Terapia Intensiva, COU- Unidade Coronariana, IHB- Infusão de Cérebro e Coração, G- Glicose, 
LB- Luria Bertani. 
 

Em relação aos perfis de resistência dos 34 isolados de MDR, foram testados 15 

agentes antimicrobianos e distribuídos em suas classes correspondentes (listadas na 

metodologia). A Figura 1 mostra os perfis de resistência encontrados em K. pneumonaie dos 

dois hospitais (H1 e H2). Assim, observou-se que os isolados do Hospital 1 mostraram-se 

mais resistentes a todos os antibióticos testados. Quando comparado aos isolados do Hospital 

2.  

Eventualmente, a resistência pode ser variável, dependendo dos antibióticos e do 

número de isolados resistentes e sensíveis de cada hospital. Assim, antibióticos das classes de 

cefalosporinas (cefazolina, cefepima, ceftazidima, ceftriaxona), carbapenêmicos (Ertapenem, 

Imipenem, Meropenem) e cefamicina (cefoxitina) foram menos eficazes para os isolados do 

H1. Os isolados do Hospital 1 foram 100% resistentes às cefalosporinas, carbapenêmicos e 

93% às classes de cefamicina. Quando comparado ao H2, 78,5% eram resistentes às 

cefalosporinas, 68% aos carbapenêmicos e 63% à cefamicina. Para a classe Fluoroquinolona 

(Ciprofloxacina), os isolados H1 apresentaram 80% e 7%, foram resistentes e intermediários à 

Ciprofloxacina. Os isolados de H2 foram de 63%, 5%, 32% e resistentes e intermediários ao 

mesmo antimicrobiano.  

Em relação à classe dos aminoglicosídeos (amicacina e gentamicina), apenas os 

isolados H1 apresentaram resistência a esses antimicrobianos. 13% e 7% eram resistentes e 

intermediários, respectivamente, à amicacina, enquanto 93% eram resistentes à gentamicina. 

Os isolados de H2 foram resistentes apenas à gentamicina, com 58% e 5% foram resistentes e 

intermediários, respectivamente. 

A classe de glicilciclinas (tigeciclina), isolados de H2, foram 50%, 37%, 12% 

suscetíveis, intermediários e resistentes, respectivamente. Os isolados H1 foram 20% e 13% 

resistentes e intermediários, respectivamente, ao mesmo agente antimicrobiano. Em relação às 
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polimixinas (Colistina), apenas 13% dos isolados de H1 apresentaram resistência a esse 

antimicrobiano.  

​

Figura 1 - Perfil de resistência de todos os isolados dos dois hospitais. 

HOSPITAL 1                                          HOSPITAL 2 

Legenda: AMK (Amicacina), GEN (Gentamicina), ETP (Ertapenem), IMP (Imipenem), MER (Meropenem), 
CFZ (Cefazolin), CRT (Ceftriaxona), CAZ (Ceftazidima), CPM (Cefepime), CFO (Cefoxitina), CIP 
(Ciprofloxacina), TGC (Tigeciclina), AMS (Ampicilina-Sulbactam), COL (Colistina). 

 
Formação de biofilme  
 

Neste estudo, todos os isolados foram capazes de formar biofilme, como é mostrado 
na Tabela 2. Para todas as culturas de meio testadas (BHI, BHI + G, LB e LB + G), 
observou-se que a maioria dos isolados era fortemente produtores de biofilme em BHI (50%), 
seguidos por BHI + G (44%), NV (41%) e NV + G (12%) (Tabela 3). 
 

Determinação e Frequência dos genes fimH, mrkD, and cps. 

No presente estudo, investigou-se a presença e frequência de genes relacionados ao 

biofilme; fimH, mrkD, cps. Como mostra a tabela 3, o gene mais prevalente foi fimH 

(73,5%). Cps (67,6%) mostrou-se o segundo mais prevalente; enquanto que mrkD (64,7%) foi 

o terceiro. Além disso, observou-se que os isolados apresentavam perfis genéticos diferentes 

(Tabela 2). O perfil fimH + mrkD + cps foi observado em 47% dos isolados. O perfil de mrkD 

+ cps foi observado apenas em três isolados (A14990, A15520, A16811), apresentando 8,6%, 

bem como perfis de fimH + cps nos isolados (R342.12, R541.12, R584.12). Dois isolados 

(R481.12, R825.12) apresentaram perfil fimH + mrkD, o que corresponde a 5,9% de Perfis 

com apenas um dos genes. Seis isolados (17,6%) apresentaram apenas um dos genes e quatro 
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(11,8%) juntamente com o controle UFPDA 396 não mostraram presença de todos os genes 

testados. 

 
​

Concentração Mínima Inibitória (MIC) e Atividade Antibiofilme 

Para avaliar a capacidade dos compostos fenólicos de inibir o crescimento bacteriano e 

a formação de biofilme, foram testados cinco compostos fenólicos (listados acima). Todos os 

compostos estavam em 2000 µg/mL. Um teste inicial foi realizado com uma bactéria não 

resistente (UFPDA 396). Na figura 2, os gráficos mostram a atividade antimicrobiana e 

antibiofilme dos compostos fenólicos. Como observado na figura 2, o ácido 

4-hidroxibenzóico apresentou inibição do crescimento (50%) e formação de biofilme 

estimulante (94%) na concentração testada. Os ácidos transferúlico (80% e 50%) e cafeico 

(65% para ambos) tiveram um efeito inibidor no crescimento bacteriano e na formação de 

biofilme, respectivamente. O ácido gálico foi o único composto que não apresentou atividade 

de inibição de crescimento e biofilme, mas aumentou a produção de biofilme em 50%. A 

quercetina mostrou-se bactericida a 2000 µg / mL. No entanto, não teve efeito na formação de 

biofilme a partir da bactéria testada. 

Figura 11 – Efeito Antimicrobiano e Antibiofilme dos Compostos Fenólicos sobre K. 

pneumoniae UFPDA 396. 

Legenda: Ácido 4-hidroxibenzóico (4-HB), ácido cafeico (CA), ácido galico (GA), ácido trans-ferúlico (TFA) e​
quercetina (Querc) nas células planctônicas e biofilme do UFPDA 396. Erro barras indicam desvio padrão. 

Para verificar se os compostos fenólicos também possuem atividade antimicrobiana e 

antibiofilme em isolados resistentes, foram escolhidos os compostos que apresentaram 
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melhores resultados nos dois ensaios. De acordo com os resultados mostrados na Figura 2, 

foram escolhidos os ácidos trans-ferúlico e cafeico. Quatro dos 34 isolados de MDR (653.12, 

672.12, 686.12 e 829.12) foram escolhidos para os ensaios. A figura 3A-B mostra a atividade  

de inibição de crescimento e biofilme dos ácidos trans-ferúlico e cafeico. Os compostos 

também estavam em 2000 µg / mL. Para a atividade antibiofilme, o ácido cafeico estava em 

1000 µg / mL (figura 3B) devido ao fato de ter demonstrado CIM em uma concentração 

inicial testada. 

Figura 12 - Efeito Antimicrobiano e Antibiofilme sobre isolados de K. peneumoniae MDR. 

 

 

Legenda: Ácido trans-ferúlico (TFA) e do ácido cafeico (CA) no crescimento bacteriano e na inibição de 
biofilme de isolados de MDR (653.12, 672.12, 686.12 e 829.12). Barras de erro indicam desvio padrão. 

Discussão 

A Klebsiella pneumoniae é conhecida como um dos principais microrganismos 

relacionados à causa de infecção hospitalar em pacientes comprometidos. Em seguida, é 

necessária uma identificação precisa e rápida dos microrganismos clínicos para um melhor 

tratamento para pacientes comprometidos (PASTERNAK, 2012). 

Assim, uma técnica emergente como MALDI-TOF/MS (Matrix-assisted laser 

desorption ionization-time of flight mass spectrometry) é usada como uma opção alternativa na 

rotina clínica para diagnósticos microbianos (LI et al., 2019). No presente estudo, essa técnica 

confirmou através de identidade molecular 100% do isolado como K. pneumoniae , revelando 

sua importância para estudos taxonômicos. No entanto, nos últimos anos, a literatura mostrou 

que o MALDI-TOF pode ser aplicado para outros fins, tais como: Estudos epidemiológicos e 
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detecção de resistência a antibióticos e detecção de patógenos sanguíneos e do trato urinário, 

auxiliando no campo da taxonomia, epidemiologia e áreas afins (SINGHAL et al., 2015).  

A identificação molecular de isolados de K. penumoniae é essencial, pois esse 

microrganismo tem mostrado alto perfil de resistência a diferentes classes de antimicrobianos, 

o que dificulta seu tratamento no ambiente hospitalar. Sabe-se que infecções causadas por 

bactérias gram-negativas MDR (MDR-GNB) são difíceis de tratar devido à sua resistência aos 

agentes mais antimicrobianos. Além disso, ainda existe um grande desafio no tratamento de 

infecções por K. pneumoniae MDR (BASSETTI et al., 2018). Sales et al. (2014) afirmam que a 

UTI é considerada um local epicentral com alta prevalência de bactérias MDR nas quais tem 

sido observado em todo o mundo (FLORES et al., 2016). Outros estudos também relataram a 

alta prevalência dessa bactéria MDR em UTIs de todo o mundo, incluindo o Brasil (CONCI 

CAMPOS et al., 2017; CADAVID et al., 2018; BASSETTI et al., 2018). No entanto, neste 

estudo, a neurocirurgia foi o setor mais prevalente para o H2 (20,6%), enquanto a UTI foi o 

segundo com 14,7%. No Hospital 1, os setores mais prevalentes foram UCO (20,6%) e UTI 

com (14,7%). (GUANGHUI et al., 2020), relatam alta incidência de infecções pós- 

neurocirurgia causadas por Enterobactereacea principalmente por Enterobacteriacea (CRE) 

resistente a carbapenem. Para reforçar esses dados (KU et al., 2017), argumentam que a 

meningite associada à K. pneumoniae MDR aumentou de 25 a 40% entre os adultos. Além 

disso, Patrial et al. (2019) relataram dois casos de infecções pós-neurocirurgia causadas por K. 

pneumoniae MDR no Brasil. 

Em relação aos locais de isolamento, houve prevalência de swab retal (41,2%), 

incluindo os dois hospitais, como principal local de coleta. É possível que o swab retal seja 

usado na vigilância rotineira pelos profissionais de saúde pública para a triagem de bactérias 

entéricas MDR, que inclui as bactérias CRE ((GLISOVIC et al., 2018) As amostras de urina 

foram o segundo maior local de coleta com 25,7% o que pode ser explicado devido ao trac 

urinário ser um dos locais de infecção causada por K. pneumoniae MDR Cristea et al. (2017) e 

Li et al. (2019) relatam que os isolados de K. pneumoniae MDR foram mais predominantes em 

amostras de urina em relação a outro tipo de conjunto de sites. 

De acordo com os testes suscetíveis, os isolados de H1 e H2 apresentaram resistência a 

quase todos os agentes antimicrobianos testados, independentemente, com porcentagens 

distintas. Os agentes antimicrobianos das cefalosporinas e carbapenêmicos são a primeira 

escolha para o tratamento contra a infecção causada por essa bactéria. Além disso, os 
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carbapenêmicos são considerados o último recurso para o tratamento de infecções associadas à 

saúde (IRAS) (FERREIRA et al., 2019). Além disso, Temkin et al. (2018) apontaram que em 

2014 havia uma taxa de 50,1 milhões de infecções resistentes graves às cefalosporinas 

associadas (principalmente para a terceira geração) e 3,1 milhões de infecções graves 

resistentes ao carbapenem. Além disso, este autor citou um relatório do O´Neill Report 

encomendado pelo governo do Reino Unido de que 700.000 mortes foram estimadas por ano 

em todo o mundo e isso é atribuído a infecções causadas por seis espécies resistentes a 

antimicrobianos, entre as quais K. pneumoniae .  

Navon-Venezia, Kondratyeva e Carattoli, (2017) relatam um aumento na taxa de 

resistência de 2005 a 2015, no qual o K. pneumoniae MDR teve um aumento de 50% a 60% na 

taxa de resistência à fluoroquinolona e aos aminoglicosídeos. No entanto, Ramirez; Tolmasky 

(2017) argumenta que a amicacina ainda é uma fonte alternativa para tratar infecções 

associadas a aminoglicosídeos devido à sua resistência a enzimas modificadoras de 

aminoglicosídeos. Por outro lado, o mesmo autor relata a presença de uma acetiltransferase 

mediada por plasmídeo, agora conhecida como aac- (6 ') - Ib. Esta enzima confere resistência 

ao complexo gentamicina. 

Além disso, a colistina (polimixina) também foi testada. Os isolados H1 eram 20% 

resistentes, o que significa que ainda é considerável como fonte de tratamento para a infecção 

por K. pneumoniae MDR. No entanto, tem sido relatado um aumento mundial de K. 

pneumoniae resistente à colistina, o que limita as opções de tratamento antimicrobiano 

(PETROSILLO; TAGLIETTI; GRANATA, 2019). Boszczowski et al., 2019 revelam o 

surgimento de K. pneumoniae resistente à colistina de um hospital de ensino de São Paulo, o 

que concorda com a presença (13%) de resistência à colistina de isolados de H1 neste estudo.  

Embora o microorganismo presente no biofilme frequentemente tenha resistência a 

antibióticos, eles estão recebendo resistência a desinfetantes e anti-sépticos comuns que são 

regularmente (LAHIRI et al., 2019). Todos os isolados de MDR de ambos os hospitais tinham a 

capacidade de formar biofilme em diferentes meios fornecidos ou não com glicose, mas 

mostraram intensidade de formação diferente, como mostrado nas tabelas 2 e 3. Embora no 

meio BHI, alguns dos isolados de MDR fossem produtores de não-biofilme , a maioria dos 

isolados de MDR (50%) tinha capacidade de produzir biofilme fortemente quando comparado 

ao BHI + G (44,1%), LB (41,2%) e LB + G (11,8%). Singh et al. (2019), relataram que o BHI é 

o meio de escolha para a formação de biofilme. Além disso, há relatos de que esse meio foi o 
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melhor meio para crescimento de bactérias, aderência e formação de biofilme para outras 

espécies de bactérias (WIJESINGHE et al., 2019). Além disso, (SINGH et al., 2019) também 

citou que o meio BHI possui os nutrientes necessários para a produção de fimbriae e pili, 

essenciais para a primeira adesão ao substrato. 

Assim, neste estudo foram investigados genes de virulência (fimH, mrkD e cps) 

associados à formação de biofilme. Muitos autores relataram a importância desses fatores de 

virulência na formação de biofilme por K. pneumoniae MDR (ARAÚJO LIMA et al., 2020; 

STAHLHUT et al., 2012; VUOTTO et al., 2014). Em média, 68,6% de todos os isolados de 

MDR apresentaram todos os genes testados, enquanto 11,8% não apresentaram nenhum dos 

genes (Tabela 2 e 3). Todos os isolados de MDR apresentaram perfis genéticos diferentes; em 

que o perfil fimH + mrkD + cps foi mais frequente (47%). Alguns autores apontaram que a alta 

presença de fatores de virulência aumenta a formação de biofilme na K. pneumoniae MDR. No 

entanto, outros autores relatam a resistência da relação inversa (ARAÚJO LIMA et al., 2020; 

RAMOS-VIVAS et al., 2019). Neste estudo, não houve relação observada entre o perfil de 

resistência e a formação de biofilme. Além disso, Araújo Lima et al. (2020) relatam que o 

processo de formação de biofilme envolve eventos multifatoriais ou envolve características 

intrínsecas do patógeno.  

Além disso, sabe-se que as bactérias formadoras de biofilme apresentam desafios 

formidáveis no tratamento de infecções, e a necessidade de novos agentes antimicrobianos 

relativamente potentes contra microorganismos no estado do biofilme, tem sido uma das novas 

estratégias. Neste estudo também foi investigado se alguns compostos fenólicos exercem 

atividades de formação de antimicrobianos e antibiofilmes em isolados de K. pneumoniae 

MDR. Foi demonstrado que uma vasta classe de compostos, pertencentes ao grupo de 

compostos fenólicos, possui propriedades antimicrobianas contra uma ampla gama de 

microrganismos, principalmente bactérias (VUOTTO et al., 2014; WALSH et al., 2019).  

Dos cinco compostos na concentração testada, dois compostos (ácido gálico e ácido 4- 

hidroxibenzóico) mostraram efeito diferente na bactéria UFPEDA 396 (figura 4). O ácido 

gálico e o 4-hidroxibenzóico aumentaram 0,5 vezes e 1 vez a produção de biofilme, 

respectivamente, pela UFPEDA 396. Segundo Plyuta et al. (2013), dependendo da 

concentração, esses compostos podem agir de maneira diferente, estimulando ou reduzindo a 

formação de biofilme. 
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Estudos mostraram que a quercetina pode reduzir o crescimento bacteriano e a 

formação de biofilme (JAISINGHANI, 2017; OUYANG et al., 2016; WANG et al., 2018) em 

menor concentração em comparação com outros microorganismos como Pseudomonas 

aeruginosa, Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris, Escherichia coli. Entretanto, nossos 

resultados demonstram a necessidade de uma dose mais alta para inibir o crescimento de K. 

pneumoniae 396. Além disso, observou-se que este composto não teve efeito na formação de 

biofilme. Concluindo isso, é necessária uma investigação adicional para entender o mecanismo 

de proteção dessa espécie de bactéria sobre esse composto.  

No entanto, o ácido trans-ferúlico e o ácido cafeico apresentaram crescimento e 

formação de biofilme. Plyuta et al. (2013). relatou uma ação estimulante do ácido ferúlico no 

biofilme de P. aeruginosa, dependendo da concentração testada. No entanto, nossos dados não 

mostram atividade estimulante na formação de biofilme de K. pneumoniae 396 pelo ácido 

trans-ferúlico e cafeico. Além disso, esses compostos apresentaram inibição do crescimento e 

da formação de biofilme nos MDRs testados por K. pneumniae. Para o teste desses isolados, os 

ácidos trans-ferúlico e cafeico apresentaram uma média de 75% de inibição para as duas 

atividades testadas. Não obstante, para o isolado 653.12, no qual nem os ácidos trans-ferúlico 

nem o cafeico tiveram atividade antibiofilme. Para o isolado 829.12, no qual o ácido cafeico 

apresentou MIC, mas em concentração subinibitória (1000 µg/mL) o composto não apresentou 

atividade de formação de antibiofilme. Kot et al. (2015) relataram o efeito inibidor do ácido 

ferúlico a 0,5% na formação de biofilme pelo isolado clínico E. coli em cateter urinário.  

Kot et al. (2019) relataram a atividade antimicrobiana dos ácidos cafeicos trans-ferúlico 

contra isolados de bactérias de peixes; no entanto, foi necessária uma concentração maior (3,12 

mg / mL) para atingir essa atividade. Wijesundara e Vasantha Rupasinghe (2019) apontaram a 

formação de antibiofilme em Staphylococcus pyogenis a partir de extratos etanólicos de 

plantas, o autor relacionou a presença de ácidos ferúlico e cafeico entre outros. Muñoz-Cazares 

et al. (2017), em sua revisão, argumentam que o ácido ferúlico e o cafeico tinham propriedades 

de atividade antibiofilme. Além disso, na mesma revisão, eles apontaram o primeiro relatório 

sobre a atividade de antibiofilme contra S. epidermis promovida pelo ácido cafeico e a 

capacidade do ácido ferúlico de controlar a formação de biofilme em E. coli e Listeria 

monocytogenes. Além disso, nossos dados são o primeiro relato de ácido trans-ferúlico 

promovendo a atividade antibiofilme em K. pneumoniae MDR isola fortemente produtores de 

biofilme. 
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Conclusão 

Os dados gerados pelo estudo apresentaram alta incidência e disseminação de isolados 

de K. pneumoniae multirresistentes e produtores de biofilme em diferentes setores 

hospitalares de dois hospitais públicos de Recife-PE. Os perfis de resistência e biofilme 

observados em K. pneumoniae indicam que a terapia convencional ainda é pouco eficaz no 

tratamento de infecções causadas por essa espécie de bactéria. Assim, um monitoramento 

contínuo das práticas laboratoriais e a vigilância epidemiológica devem ser realizados para 

minimizar a disseminação nos ambientes hospitalares. Como alternativa terapêutica para 

minimizar a infecção associada ao biofilme, demonstramos o potencial de alguns compostos 

fenólicos. O ácido cafeico e trans-ferúlico foram os compostos mais relevantes neste estudo. 

Eles foram capazes de reduzir a formação de biofilme de isolados de K. pneumoniae MDR. 

Além disso, nossos dados são o primeiro relato de ácido trans-ferúlico promovendo a 

atividade  antibiofilme em isolados K. pneumoniae MDR fortemente produtores de biofilme. 
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6. CONCLUSÃO 

• As técnicas que foram utilizadas no presente trabalho mostraram-se satisfatórias para 

identificação dos micro-organismos investigados; 

• Os diferentes perfis de resistência apresentados pelos os isolados demonstram a capacidade 

de adaptação e revelam a ineficiência terapêutica das infecções causadas por eles;  

• A frequência em diversos setores hospitalares demonstra o número crescente de 

disseminação nos hospitais do Recife-PE. Esse dado é bastante preocupante, pois demonstra a 

inexistência ou ineficiência das ações de vigilância e monitoramento para disseminação de 

bactérias resistentes no ambiente hospitalar; 

• No presente estudo não foi possível correlacionar o perfil de resistência com a capacidade de 

formação de biofilme, indicando que essa capacidade deve estar relacionada com 

características intrínseca dos isolados;  

• Embora alguns compostos fenólicos se comportaram de maneira dúbia, alguns mostraram-se 

ser eficientes no combate a isolados de K. pneumoniae MDR. Sendo assim, um possível 

alternativa terapêutica frente a isolados MRDs.  

• Neste trabalho, pode-se observar um ineditismo em relação a um dos compostos  

testados ( Ácido trans-ferulico) em biofilm de K. pneumoniae. 
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