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Resumo

WOZEAK, Daniela Rodriguero. Uso de lectinas nativas e recombinantes de pata-
de-vaca (Bauhinia forficata e Bauhinia variegata) e banana (Musa acuminata)
no controle da formacgéo de biofilme em cateter por isolados de Klebsiella
pneumoniae produtores de carbapenemases (KPC). 2021. 59f. Dissertacéo
(Mestrado em Microbiologia e Parasitologia) - Programa de P6s-Graduagao em
Microbiologia e Parasitologia, Instituto de Biologia, Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, 2021.

Biofilmes s&o complexas comunidades microbianas que residem em uma matriz de
exopolissacarideos e se aderem a superficies bibticas e abibdticas. Em ambiente
hospitalar, eles sdo normalmente a causa de infecgdes crbnicas e infeccoes
relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) associadas a dispositivos médicos. O
biofilme permite aos micro-organismos resistirem a condigdes adversas e estresse
ambiental, incluindo o sistema imunolégico do hospedeiro e a acdo de
antimicrobianos. Essa caracteristica dificulta a terapéutica e justifica a busca por
moléculas com acao de controle de formacéao de biofilme. Neste contexto, destacamos
as lectinas, proteinas capazes de se ligar especificamente a carboidratos presentes
na superficie da bactéria e desencadear sua acdo. Desse modo, o objetivo deste
trabalho foi verificar o potencial de acdo de controle na formagéo de biofilme por
lectinas nativas e recombinantes, isoladas das plantas Bauhinia forficata, Bauhinia
variegata e Musa acuminata, frente a isolados de Klebsiella pneumoniae produtores
de carbapenemases. Foram realizados diversos ensaios para avaliar a formacéo de
biofilme pelos isolados, como o ensaio do Vermelho Congo, formacéao de biofilme in
vitro, e padronizacdo do método para avaliacdo da formacéo de biofilme em cateter,
além de ensaios para avaliar a capacidade das lectinas no controle de formacéo de
biofilme, como concentracdo minima inibitéria e concentragdo minima bactericida. As
lectinas demonstraram atividade bacteriostatica e capacidade de reduzir a formagéao
de biofilme em cateteres de uso hospitalar nos isolados avaliados. Os dados gerados
nesse estudo sugerem que as lectinas tém potencial no desenvolvimento de uma
formulag&o para controle da formacgéo de biofilme, porém serdo necesséarios mais
estudos para elucidar os mecanismos de acdo, terapia combinada com
antimicrobianos e estratégia terapéutica.

Palavras-Chave: resisténcia bacteriana; controle de formagéo de biofilme; proteinas
recombinantes; carbapenémicos.



Abstract

WOZEAK, Daniela Rodriguero. Use of native and recombinant pata-de-vaca
(Bauhinia forficata e Bauhinia variegata) and banana (Musa acuminata) lectins
in the control of catheter biofilm formation by carbapenemase-producing
Klebsiella pneumoniae (KPC) isolates. 2021. 59f. Dissertacao (Mestrado em
Microbiologia e Parasitologia) - Programa de Pés-Gradua¢do em Microbiologia e
Parasitologia, Instituto de Biologia, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2021.

Biofiilms are complex microbial communities that reside in a matrix of
exopolysaccharides and adhere to biotic and abiotic surfaces. In the hospital
environment, they are typically the cause of chronic infections and healthcare
associated infections (HAI) associated with medical devices. Biofilm allows
microorganisms to withstand adverse conditions and environmental stress, including
the host's immune system and the action of antimicrobials. This characteristic makes
therapy difficult and justifies the search for molecules with action to control biofilm
formation. In this context, we highlight lectins, proteins capable of binding specifically
to carbohydrates present on the surface of the bacteria and triggering their action.
Thus, the objective of this work was to verify the potential of control action on biofilm
formation by native and recombinant lectins, isolated from the plants Bauhinia forficata,
Bauhinia variegata and Musa acuminata, against Klebsiella pneumoniae isolates that
produce carbapenemases. Several tests were carried out to evaluate biofilm formation
by the isolates, such as the Congo Red test, in vitro biofilm formation, and
standardization of the method for evaluating biofilm formation in catheters, as well as
tests to assess the ability of lectins in control of biofilm formation, as minimum inhibitory
concentration and minimum bactericidal concentration. The lectins demonstrated
bacteriostatic activity and the ability to reduce biofilm formation in hospital-use
catheters in the evaluated isolates. The data generated in this study suggest that
lectins have potential in the development of an antibiofilm formulation, but further
studies will be needed to elucidate the mechanisms of action, combination therapy with
antimicrobials and therapeutic strategy.

Keywords: Bacterial resistance; biofilm formation control; recombinant proteins;

carbapenems.
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1 Introducéo

Cateteres sao dispositivos médicos que podem ser considerados como a mais
relevante forma de acesso para 0s micro-organismos, facilitando a aquisicdo de
infeccdes e a intensa proliferacao destes pode atingir a corrente sanguinea (RIBEIRO
et al., 2019). A familia Enterobacteriaceae caracteriza-se por sua capacidade de
transmissdo e aderéncia, invasao de células e tecidos, toxigenicidade e capacidade
de escapar dos mecanismos de defesa do hospedeiro, e o género Klebsiella vem
ganhando atencdo das organizacfes de saude devido a essas caracteristicas e 0
aumento do numero de cepas que vem desenvolvendo resisténcia a diversos
antimicrobianos (BENGOECHEA; SA PESSOA, 2019).

A medida que terapias com antimicrobianos se tornaram menos eficazes
devido ao aumento da resisténcia microbiana, métodos alternativos e novas moléculas
para combater doencas infecciosas sdo urgentemente  necessarios
(TARASZKIEWICZ et al., 2013). Parte dessa resisténcia esta associada a formacao
de uma comunidade microbiana séssil denominada biofilme, essa estrutura confere
resisténcia aos tratamentos até 1000 vezes maior quando comparado ao estado
planctbnico da mesma espécie, essa estratégia esta associada a cerca de 80% das
infecgdes cronicas (JAMAL et al., 2018; LI; LEE, 2017).

O controle de formacédo de biofilme e o tratamento de biofilmes ja formados
permanece uma questao a ser enfrentada. H& poucas opc¢oes terapéuticas disponiveis
na pratica clinica para o controle de bactérias em biofilmes. Por esse motivo,
pesquisadores investem em estratégias para solucionar infec¢bes por biofilmes,
principalmente buscando por tratamentos capazes de interferir na formacgédo de
biofilme (RABIN et al., 2015; VUOTTO; DONELLI, 2019). Na busca por novos
compostos que tenham acéo na formacao de biofilme, alguns estudos vem relatando
diversos tipos de moléculas que se destacam por sua acdo como, 6leos essenciais
(LOU et al., 2017), peptideos (HANEY et al., 2018; WU et al., 2021), polissacarideos
(MCCARTHY et al., 2019) e lectinas (PROCOPIO et al., 2017).
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Lectinas sdo um grande grupo heterogéneo de proteinas de origem ubiqua na
natureza e com capacidade de ligar-se reversivelmente a carboidratos, possibilitando
diversas atividades biolégicas como atividade antioxidante, anticaAncer e ainda, pode
haver interacdo das lectinas com a parede celular de bactérias e seus glicanos
extracelulares, tal atividade possibilita a pesquisa de possiveis estratégias para
inibicdo, ou controle, da formacdo de biofime (ESTRADA-MARTINEZ et al., 2017;
MBAE; UMESHA; MANUKUMAR, 2018; POIROUX et al., 2017).

Embora algumas lectinas ndo tenham efeito direto contra 0 micro-organismo,
essas proteinas podem combater os biofilmes bacterianos, por exemplo, evitando sua
formagédo (DOS SANTOS SILVA et al., 2019), também podem alterar a viabilidade
celular, interagir com os constituintes presentes na matriz exopolimérica do biofilme
interrompendo a polimerizacdo e os sinais de quérum-sensing (FERREIRA et al.,
2018).



2 Objetivos

2.1 Geral

Avaliar a atividade antibacteriana e controle da formacdo de biofiime por
lectinas nativas e recombinantes das plantas Bauhinia forficata, Bauhinia variegata e
Musa acuminata frente a isolados de Klebsiella pneumoniae produtores de
carbapenemases (KPC).

2.2 Especifico

o Identificar em isolados de Klebsiella spp. o gene blakpc associado a producéo
de carbapenemases do tipo KPC,;

o Avaliar a capacidade de formacé&o de biofilme nos isolados através de método
guantitativo, fenotipico e molecular na identificacdo de genes fimbriais (fimH, fimA e
mrkD), capsulares (rmp e wabG) e de adesina (ecpA);

o Estabelecer e padronizar um método de avaliacdo da formacéao de biofilme em
cateter hospitalar in vitro por isolados clinicos K. pneumoniae do tipo KPC,;

o Verificar a acdo bactericida/bacteriostatica e potencial controle da formacao de
biofilme das lectinas nativas ou recombinantes obtidas a partir das plantas comumente
conhecidas como pata-de-vaca (Bauhinia forficata, Bauhinia variegata) e banana

(Musa acuminata).

2.3 Hipotese
Visto que ha estudos que relatam diversas interacdes bioldgicas entre lectinas

e bactérias, a hipotese estabelecida € que as proteinas utilizadas no presente estudo
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terdo acao bactericida/bacteriostatica e controle da formacéo de biofilme frente aos

isolados estudados.
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3 Revisao da literatura

3.1 Familia Enterobacteriaceae e o género Klebsiella

Os membros da familia Enterobacteriaceae estédo entre os principais agentes
de infeccao relacionados a assisténcia a saude (IRAS), definidas como qualquer
processo infeccioso adquirido em estabelecimentos destinados a saude como
hospitais, ambulatérios, unidades de saude entre outras (SYDNOR; PERL, 2011),
principalmente entre individuos imunocomprometidos. As enterobactérias sédo a maior
e mais heterogénea familia de bactérias Gram-negativas de importancia médica,
caracterizadas por ter formato bacilar, ndo esporulados, com motilidade variavel,
oxidase negativos, sdo anaerdbios facultativos, fermentam glicose, ndo tem
exigéncias nutricionais, e sédo frequentemente associadas a infeccées na comunidade,
além de IRAS (ANVISA, 2004).

Vérias espécies dessa familia estdo associadas a quadros de doenca, como
abscessos, meningites, sepses, pneumonias, infec¢cdes do trato urinario, infeccées
gastrointestinais e colonizacdo de cateteres (KONEMAN et al.,, 2001) e ainda,
podemos cita-las dentre as bactérias Gram-negativas de maior relevancia
epidemioldgica. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (2004) relata
gue as enterobactérias representam 80% ou mais de casos de bactérias Gram-
negativas de importancia clinica, isoladas na rotina microbiolégica e ainda,
responsaveis por cerca de 70% dos casos de infec¢des urinarias e 50% dos casos de
septicemia. Dentro do grupo, podemos destacar os géneros Escherichia spp.,

Enterobacter spp. e Klebsiella spp. com maior importancia clinica.

O género Klebsiella é composto por 24 espécies e 8 subespécies (LPSN,
2021) com algumas de importancia como agentes etioldgicos de infeccdes
hospitalares e, o uso indiscriminado de antibioticos de amplo espectro, produz pressao
seletiva que favorece a proliferacdo de cepas multirresistentes (CANDAN; AKSOZ,

2015). Klebsiella spp. apresentam capsula polissacaridica e pili, estruturas que
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auxiliam na sua 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 aerlbias quanto anaerdbias, podendo ser
anaerobias facultativas, ndo produzem esporos, fermentam lactose, sdo positivas para
catalase e pouco exigentes nutricionalmente (MURAY, 2014). As principais espécies

representantes deste género séo K. pneumoniae, K. oxytoca, K. variicola e K. ozaenae

A espécie Klebsiella pneumoniae € encontrada na natureza, incluindo agua,
solo e animais, ainda podem colonizar dispositivos médicos, superficies e ambientes
de saude (BENGOECHEA; SA PESSOA, 2019). Sdo consideradas patdégenos
oportunistas, que no homem colonizam superficies mucosas sem causar patologias,
no entanto, a partir da mucosa podem se disseminar para outros tecidos, causando
infeccbes com risco de morte (PACZOSA; MECSAS, 2016). K. pneumoniae é uma
das enterobactérias mais comuns envolvidas em casos de IRAS, como septicemia,
pneumonia e infeccdo do trato urinario, infeccbes do sitio cirdrgico e infeccéo

relacionada ao uso de cateter (LIU et al., 2018).

3.2 Mecanismos de resisténcia

Durante os ultimos 3,5 - 3,7 bilhdes de anos, a vida superou todos os desafios
que sofreu devido a sua extraordinaria capacidade de mudar e se adaptar. Os micro-
organismos sao a forma de vida mais numerosa em nosso planeta, e ttm demostrado
grande flexibilidade e podem ser encontrados em todos os ambientes. Seu alto
namero de populacdes, sua incrivel plasticidade gendmica e sua capacidade de trocar
informacdes genéticas entre espécies distintas, fornecem-lhes uma grande
adaptabilidade e capacidade de resistir a situacdes adversas (RODRIGUEZ-ROJAS
et al., 2013)

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos é um evento dindmico e esta
diretamente relacionado a existéncia de genes que codificam diferentes mecanismos
bioguimicos, que resultam na resisténcia a acdo dessas drogas. Esses genes podem
fazer parte naturalmente da genética do micro-organismo, resultado de um
mecanismo de autoprotecéo ou podem ser adquiridos por mutacdo ou transferéncia
de material genético (SAUNDERS, 1984).
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As espécies do género Klebsiella sdo conhecidas como um “reservatério” de
genes de resisténcia aos antimicrobianos, que podem se disseminar para outras
espécies. Poucas opc¢les terapéuticas restam para pacientes infectados por K.
pneumoniae multirresistente e, de forma alarmante, estudos recentes reconhecem
gue clones virulentos e multirresistentes tém acesso ao um pool mével de genes de
viruléncia antimicrobiana (HOLT et al., 2015; LAM et al., 2018). Essa interacao permite
o0 surgimento de cepas hipervirulentas, que podem causar infeccbes de dificil
tratamento em individuos saudaveis (YAO et al., 2018).

Segundo Kumar & Varela (2013), o exemplo classico de mecanismo de
resisténcia a antimicrobianos € a producdo da B-lactamase, enzima que hidrolisa o
anel B-lactdmico das penicilinas e cefalosporinas. Produzida por muitas bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, ha mais de 200 tipos de B-lactamase pertencentes
a diferentes grupos funcionais, podendo ter origem cromossomal ou plasmidial. Outros
mecanismos de resisténcia muito comuns sao: alteracdo do local-alvo onde atua
determinado antimicrobiano, o que impede a ocorréncia de qualquer efeito inibitorio
ou bactericida e a resisténcia por bomba de efluxo, onde a bactéria impede a acéo
adequada do antimicrobiano por meio de bombeamento ativo do meio intracelular para
o extracelular (ANVISA, 2007).

K. pneumoniae produtora de carbapemase (KPC) € uma bactéria resistente a
multiplas drogas, podendo ser classificada como Multidrug-resistent (MDR) quando a
cepa € resistente a um ou mais antimicrobiano de trés ou mais classes, Extensively
drug-resistent (XDR) quando a cepa € resistente a um ou mais antimicrobianos de
todas as classes, exceto uma ou duas (HORCAJADA et al., 2019), e por fim, Pandrug-
resistant (PDR) quando ha resisténcia a todos os antimicrobianos testados
(KARAKONSTANTIS; KRITSOTAKIS; GIKAS, 2020), essa caracteristica eleva os
custos de tratamento e reflete em uma alta taxa de mortalidade (SYDNOR; PERL,
2011). A enzima KPC foi identificada pela primeira vez nos Estados Unidos, no ano
de 1996, em uma cepa de origem hospitalar de K. pneumoniae. Rapidamente a
enzima passou a ser identificada em enterobactérias em diversos outros paises como
Colémbia, China, Israel e Grécia. No Brasil, ha relatos de que a KPC foi identificada
pela primeira vez em 2006 na cidade de Recife, PE, e o primeiro surto de IRAS ocorreu
em 2009, mas foi notificado apenas em 2011 (BEIRAO et al., 2011).
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Em um estudo realizado por Marcal et al. (2020), os autores fizeram um
levantamento de referéncias reunindo dados epidemiolégicos relacionados a
prevaléncia de isolados de K. pneumoniae KPC de 2006 & 2016 nas regiées Centro-
oeste, Sudeste e Sul do Brasil, revelando que a regiao com maior prevaléncia de
isolados € a regido Sul, com 2.423 isolados, seguido do Centro-oeste (877 isolados)
e Sudeste (403 isolados), ainda descreve que a fonte de isolamento mais frequente é
a coleta de urina e o estado com maior incidéncia de casos é Santa Catarina (49,94%).
No mesmo estudo foram apontados os antimicrobianos que os isolados apresentam
maior resisténcia e sensibilidade, essa relacao também foi dividida por estado. Sendo
assim, no Centro-oeste os isolados apresentaram maior resisténcia ao ertapenen,
seguido do meropenen e maior sensibilidade a amicacina, ja na regido sudeste os
isolados foram mais susceptiveis ao ertapenen e mais sensiveis a gentamicina, assim
como na regido Sul o ertapenen também foi o antimicrobiano que os isolados tiveram

maior resisténcia e a fosfomicina mais sensiveis.

Nos ultimos anos tornou-se claro que o uso intensivo de antimicrobianos por
um longo periodo na saude humana, veterinaria e na agricultura, provocaram a
selecdo e disseminacdo de bactérias patogénicas altamente resistentes
(RODRIGUEZ-ROJAS et al., 2013). Ainda, com o passar dos anos essa resisténcia
aos antimicrobianos também tem sido atribuida a outros mecanismos, como 0s
biofiilmes, que protegem a comunidade bacteriana e minimizam a acdo dos

antimicrobianos, desinfetantes e antissépticos.

3.3 Biofilmes bacterianos

Um modo de resisténcia, apto a ocorrer em diversos ambientes e capaz de
proteger contra a entrada de multiplos agentes antimicrobianos sao os biofilmes. Essa
matriz polimérica extracelular, é capaz de se aderir a diversos materiais, incluindo
dentes, feridas traumaticas, cateteres meédicos, bancadas, superficies de materiais
metalicos, méos e até mesmo superficie de fluidos (KUMAR; VARELA, 2013)Os
biofilmes estdo se tornando cada vez mais um desafio na 4rea da medicina clinica
humana, por reduzir ou anular o potencial quimioterdpico de antimicrobianos,
diminuindo a qualidade de tratamento dos pacientes e elevando custos (KUMAR,;
VARELA, 2013).
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A primeira teoria conhecida de como ocorre a formacéo de biofilme foi descrita
por Marshall et al. (1971). Ela estabelecia que a formac&o de biofilme se daria em
duas etapas: primeiramente a adesao reversivel, uma vez que as interacées entre
micro-organismo e superficie sdo por meio de forgcas de Van der Walls e atracédo
eletrostatica. Na segunda etapa, ocorreria a interacao fisica com a superficie por meio
de material extracelular de natureza polissacaridica ou protéica, produzida pela
bactéria, sendo denominada matriz de glicocalix. Uma outra teoria, mais detalhada,
sugere que a formacao do biofilme se d& ao longo de diversas etapas e ressalta que
para haver essa adesdo de micro-organismos e logo a formacao do biofilme em tal
superficie, &€ necessario que haja uma interacao idnica entre a bactéria e o substrato
(RICHARDS et al., 2014; PESSOA et al., 2017) (Figura 1).

1) Primeiramente ocorre a adesdo das ceélulas bacterianas ao substrato,
formando o filme condicionante (WATNICK, 2000), na area da saude essa adeséo
pode ocorrer em superficies inertes como bancadas, bisturis, luvas e dispositivos
médicos, ou ocorrer em material organico, como mucosas e ferimentos do paciente;

2) Na sequéncia acontece a agregacéo e fixacdo de novas células ao meio
(WATNICK, 2000), que ocorre em dois estagios, adeséao reversivel seguida de adesao
irreversivel (IST, 2008). A adeséo reversivel € caracterizada pela interacao fraca entre
a bactéria e substrato, envolvendo forcas de atracdo de Van Der Waals, forcas
eletrostaticas e interacdes hidrofébicas, nesse estagio as células bacterianas ainda
podem ser removidas pela aplicacao de forcas minimas (WATNICK, 2000). A adesao
irreversivel se d4 quando ha o ancoramento de apéndices, como pili, flagelo, adesinas
e/ou producdo de substancias poliméricas extracelulares, provocando o
fortalecimento das interacdes quimicas entre células bacterianas e a superficie de
contato (IST, 2008), essas interacdes levam pouco tempo para ocorrer (de 20 minutos
a 4 horas apds o0 contato) e caracterizam-se por ligacdes quimicas dipolo-dipolo,
pontes de hidrogénio, intera¢des hidrofobicas, ligacdes covalentes e ibnicas (HOOD;
ZOTTOLA, 1995);

3) Multiplicagéo das células bacterianas presentes na estrutura do biofilme,
formando microcol6nias envoltas pela matriz de polimeros extracelulares (OLIVIERA;
BRUGNERA; PICCOLI, 2010) logo, ocorre a adesédo de outros micro-organismos
colonizadores secundarios (IST, 2005);

4) E finalmente o desprendimento de células Unicas ou fragmentos
(COSTERTON; MONTANARO; ARCIOLA, 2005).
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Figura 1 — Sequéncia de etapas de formacé&o do biofilme bacteriano (Food Safety Brazil)

Nos ultimos anos as infecgcdes humanas (Figura 2) provocadas por biofilmes,
vem estimulando as pesquisas em busca de compostos controle da formacéo de
biofime (RABIN et al., 2015). Em ambientes hospitalares, o biofilme est4
frequentemente associado as infec¢cbes cronicas, pois resistem ao sistema imune do
hospedeiro, tornando-as de dificil tratamento e ainda acabam por elevar as taxas de
resisténcia a antimicrobianos e desinfetantes (CANTON; MOROSINI, 2011). Estima-
se que cerca de 65-80% das infec¢Oes relacionadas a dispositivos invasivos estejam
associadas a presenca de biofilmes bacterianos. Ainda, os biofilmes constituem o
principal fator de risco para as infec¢des relacionadas a assisténcia a saude (IRAS)
(SYDNOR; PERL, 2011).
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Figura 2 — InfecgBes por biofilme em superficies bibticas e abidticas. A esquerda (azul)
exemplo de dispositivos médicos passiveis de contaminacdo, a direita (vermelho) exemplos de
infeccdes por biofilme em tecidos biol6gicos humanos. Figura adaptada. (LEBEAUX et al., 2013).

A formacédo de biofilme tem uma relacédo direta com a habilidade do micro-
organismo de colonizar o cateter (STICKLER, 2014), e o tempo necessario para que
ocorra a formacdo dependerd da espécie bacteriana e do tipo e material que o
dispositivo é composto (DOHNT et al., 2011; STICKLER, 2014). Em geral, os micro-
organismos mais comumente associados ao biofiime de cateter sdo: E. coli,
Enterococcus sp., Proteus mirabilis e K. pneumoniae (STICKLER, 2014). Essas
espécies se aderem a superficie do cateter e inicia-se a secrecdo de material viscoso
(exopolissacarideo), que confere as células microbianas uma elevada resisténcia a
antimicrobianos, bem como, aumenta a possibilidade de transferéncia horizontal de
genes entre bactérias dentro do biofilme, ainda confere resisténcia contra o sistema
imune do hospedeiro e contra desinfetantes e antissépticos (NICOLLE, 2014; VERMA
et al., 2016).

Biofilmes desempenham um papel importante na patogénese em ambientes
hospitalares, sendo assim é necessaria a pesquisa quantitativa e molecular de
isolados bacterianos dessa origem. A investigagdo a respeito desse meio de
resisténcia ira fornecer dados para pesquisa de antimicrobianos mais efetivos, bem
como, alertar sobre as boas praticas em assisténcia a saude e ainda, melhorar a

gualidade de permanéncia com dispositivos implantaveis.
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3.4 Acao terapéutica das lectinas: Acao de controle da formacéao de biofilme

Em 1954, os cientistas Boyd e Shapleigh propuseram o termo lectina, que
deriva do latim legere e significa ‘selecionar’, esse termo foi baseado no fato de que
essas proteinas tém capacidade de distinguir entre eritrécitos de diferentes tipos
sanguineos, habilidade conhecida na época. Desde entdo, varias caracteristicas
seguiram sendo exploradas e, hoje em dia, véarias sdo descritas (GHAZARIAN; IDONI;
OPPENHEIMER, 2011; HENDRICKSON; ZHERDEV, 2018; TEIXEIRA et al., 2012).

As lectinas sédo ubiquas na natureza e com alta diversidade e especificidade
para diferentes carboidratos, podem ser encontradas em todos 0s organismos
eucaridticos e em varias espécies de virus e bactérias. A grande maioria ja
caracterizada € proveniente de plantas (TEIXEIRA et al., 2012), isoladas
principalmente de sementes (HAMILTON et al., 2021), fruto (JIMENEZ et al., 2017),
folnas (OLIVEIRA et al., 2020), flores (BUKER; ADNAN, 2021), bulbo, raizes, entre
outras, essas lectinas tem papel essencial na defesa, atuam na atividade fisiolégica,
guimica, molecular e celular das plantas (INGALE; HIVRALE, 2013). Além de plantas,
ha descricdo de lectinas isoladas em animais, insetos, fungos, virus e bactérias
(INGALE; HIVRALE, 2013).

As lectinas sdo um grupo de proteinas ou glicoproteinas, ndo imunes,
caracterizadas pela presenca de um sitio de reconhecimento de carboidratos (CDR —
carbohydrate-recognition domain), e por meio de forcas intermoleculares (pontes de
hidrogénio, interacdo hidrofobica e eletrostatica) interagem reversivelmente com
glicanos com alta especificidade e afinidade, sem alterar a estrutura covalente do
acucar. Essa caracteristica pode mediar diversos eventos biolégicos, onde ha
necessidade de reconhecimento proteina/carboidrato, como na comunicacgéo celular,
defesa contra invasores, inflamagdes, entre outras (HAMID et al.,, 2013; INGALE;
HIVRALE, 2013; TEIXEIRA et al., 2012; VAN HOLLE et al., 2017).

Nos mecanismos de defesa contra invasores, a atividade bacteriana é uma
acao associada ao sistema de defesa do organismo hospedeiro, e as lectinas agem
no reconhecimento especifico de carboidratos presentes na superficie celular do
micro-organismo, essa interagcao pode inibir o crescimento, desenvolvimento, a
mobilidade e ainda, causar alteracdes estruturais na bactéria como permeabilidade de
membrana e potencial de adeséo (BREITENBACH BARROSO COELHO et al., 2018;
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CHEN, C. S. et al., 2018). A presenca do CDR permite interacbes cruzadas entre
bactérias, ocorrendo a aglutinacdo e posteriormente a imobilizacdo do grupo. A
aglutinacdo € um meio de defesa contra patdgenos, prevenindo sua disperséo e ainda
reduz a aderéncia em superficies bidticas e/ou abioticas, essa caracteristica promove
a reducao/inibicdo na formacéo de biofiime (DE MELO et al., 2014; MOURA et al.,
2015; VASCONCELOS et al., 2014).

As pesquisas com lectinas no controle da formacdo de biofilme estéo
evoluindo e a busca por diferentes fontes dessas lectinas também vem sendo
aplicada. O uso de plantas conhecidamente com acdo medicinal sdo um excelente
alvo para pesquisa de suas moléculas. De acordo com a Lista de Espécies da Flora
do Brasil (2020), o género Bauhinia esta incluido na familia Fabaceae, subfamilia
Cercidae e conta com cerca de 300 espécies (VAZ & TOZZI, 2005) bastante
difundidas no Brasil, apresentando varias denominacfes populares, como: pata-de-
vaca, unha-de-vaca, unha-de-boi, moror6, entre outras, devido ao formato de suas
folhas (NOGUEIRA & SABINO, 2012). Dentre as espécies que o compde, destacam-
se a Bauhinia forficata e Bauhinia variegata, plantas muito conhecidas e
tradicionalmente utilizadas por suas propriedades medicinais (AZEVEDO et al., 2006)
como as acdes anti-cancer, antioxidante, tratamento para diabetes, Ulcera, entre
outros (SINGH; SINGH; PABLA, 2019). B. variegata é comumente conhecida na
medicina oriental chinesa e indiana e € usada para tratamentos de Ulcera e doencas
de pele (adstringente e tbnico), assim como € utilizada em doencas inflamatérias, tem
acdo antibacteriana, antioxidante e atividade anticancerigena, e existem relatos de
que suas raizes sdo usadas como antidoto para picadas de algumas cobras
(MOHSIN; AKHTAR, 2017; SHARMA, N. et al., 2019). A B. forficata vem sendo
estudada e utilizada principalmente em tratamentos de diabetes (KRISTIANE; MAXIM;
IRES, 2020; SINGH; SINGH; PABLA, 2019) bem como em tratamento de doencas
cardiovasculares (CECHINEL-ZANCHETT et al., 2019).

A familia Musaceae é composta por trés géneros, Musa, Ensete e Musella.
Musa € o maior grupo, com cerca de 35 espécies, e € popularmente conhecida como
banana. A banana € uma excelente fonte de nutricdo e faz parte de uma dieta bem
balanceada para pessoas de todas as idades. Além de fonte nutritiva, a banana tem

diversos beneficios medicinais como atividade anti-hipertensiva, antioxidante,
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antilipémico, anticancer, antiviral, antifngica, antimicrobiana e até mesmo acao em
doencas neuroldgicas, entre outras (JYOTHIRMAYI; RAO, 2015).

A necessidade de novas moléculas com acdo frente a bactérias € uma
realidade para a ciéncia, e a pesquisa dessas biomoléculas com potencial
antimicrobiano e com diferentes mecanismos de acdo beneficia ndo somente a
populacdo com relacdo ao bem-estar e saude, mas também a ciéncia. Explorar as
propriedades antibacterianas e controle da formacéo de biofilme de lectinas favorece

um novo repertorio de possiveis aplicacdes medicinais e biotecnoldgicas.



4 Metodologia

4.10btencédo das amostras

Os 34 isolados de Klebsiella spp. utilizados pertencem a bacterioteca do
Laboratério de Bacteriologia e Bioensaios (LaBBio) do Departamento de Microbiologia
e Parasitologia, alocado no Instituto de Biologia da Universidade Federal de Pelotas.
Estes isolados foram cedidos pelo Laborato6rio de Analises Clinicas do Hospital Escola
da Universidade Federal de Pelotas, entre outubro de 2015 e maio de 2017. A
identificacdo foi feita por VITEK®, e estes isolados foram armazenados a -20°C em

caldo Brain Heart Infusion (BHI) com glicerol 10%.

4.2 Identificacdo de K. pneumoniae do tipo KPC e avaliagdo de genes

relacionados a formacéao de biofilme

Para confirmacédo da espécie K. pneumoniae, foi utilizada a técnica de PCR
para amplificacdo do gene espécie-especifico dnaA (DE CAMPOS et al., 2016).
Primeiramente, foi realizada a extracdo do DNA genémico pelo método de fervura a
partir de uma cultura pura, sendo suspendidas de 2 a 3 colénias em 100 yL de agua
Milli-Q em microtubos (VANEECHOUTTE et al, 1995). Essas suspensfes foram
submetidas a fervura por 15 minutos, seguido de choque térmico em banho de gelo
por 15 minutos. O conteldo de cada microtubo foi homogeneizado cuidadosamente e
analisado em gel de agarose 1% em tampao TBE 0,5x, a fim de avaliar integridade e
qualidade do DNA. Por fim, as amostras foram armazenadas a -20°C até o0 momento

do uso.

O DNA gendmico extraido foi utilizado em reagfes de PCR para deteccéo de
sequéncias gendmicas de interesse, como genes relacionados a producdo de
carbapenemase tipo KPC (blakec) (DE CAMPOS et al., 2016), genes relacionados a
viruléncia, como fimbriais (fimA, mrkD e fimH) (ALCANTAR-CURIEL et al., 2013; DE
CAMPOS et al., 2016; STAHLHUT et al., 2009), capsulares (wabG e rmpA) (CHEN,
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Z. etal., 2014; FANG et al., 2007) e para adesina (ecpA) (ALCANTAR-CURIEL et al.,
2013) (Tabela 1). Cada reacéo foi preparada com 13 puL de Go Tag Colorless Master

Mix (Promega, EUA), 1 uL de cada primer (forward e reverse), 5 pL de DNA gendémico

e 5 uL de &gua ultrapura, completando 25 pL. As condi¢cdes de amplificagdo foram:
94°C por 5 min, seguidos de 35 ciclos de 94°C por 1 min, 58°C por 30 s, 72°C por 1

min e 72°C por 7 min.

Tabela 1 - Sequéncias dos primers utilizados para identificacdo da espécie, genes ligados a formacao

de biofilme e producéo de carbapenemase em isolados de K. pneumoniae.

Genes Primers Sequéncia nucleotidica 5’-3’
dnaA-for TGCCAAGCGACTGCGCTCAA -
dnaA Especie-
dnaA-rev AGCTCTTTGGCCAGCGCCAT especifico
" blakpc-for GTATCGCCGTCTAGTTCTGCTG Carbapenemase
aKPC (KPC)
blakpc-rev GTTGACGCCCAATCCCTCGA
- fimA-for CGGACGGTACGCTGTATTTT Biofilme (pil ipo
fimA-rev GCTTCGGCGTTGTCTTTATC le3)
. fimH-for CACGCAAGGCACCATTC Biofilme (pil ipo
fimH-rev GCTCAGAATCAACATCGGTAAC le3)
mp rmp-for GCAGTTAACTGGACTACCTCTG Biofilme (capsula
rmp-rev GTTTACAATTCGGCTAACATTTTTCTTTAAG polissacaridica)
ecoA for GCA ACA GCC AAA AAA GAC ACC
ccoA P Biofilme
P CCA GGT CGC GTC GAA CTG (Adesina)
ecpA-rev
mrkD-for TTGTTGCTGCTGGTTTGGTTC Biofil i
mrkD iofilme (pili tipo
mrkD-rev CGAGTTTCCTGGCTTTGTAATG 1e3)
wabG-for CGG ACT GGC AGA TCC ATA TC - .
wabG Blo:‘_llme (ca}g_s,ula
wabG-rev ACC ATC GGC CAT TTG ATA GA polissacaridica)

4.3 Capacidade de formacao de biofilme in vitro

4.3.1 Teste do Agar Vermelho Congo

Foi realizada a caracterizacao fenotipica da producédo de biofilme, através do
Teste do Agar Vermelho Congo (FREEMAN et al, 1989). Para tal, foi utilizado Caldo
Miuller-Hinton acrescido de 1% de agar-agar, 5% sacarose e 0,08% de corante

Vermelho Kongo. Apés esterilizacdo, o meio foi disposto em placas de Petri e 0s

isolados foram inoculados por esgotamento e incubados por 24h em estufa a 36°C.
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Passado o tempo de incubacao as placas foram retiradas da estufa e deixadas em
temperatura ambiente por mais 18h e logo se observou a presenca de col6nias de
coloracdo cinza ou vermelho escuro a negra, indicando positivo para producdo de
biofilme, a presenca de colonias rosadas indicou resultado negativo para producao de

biofilme.

4.3.2 Ensaio da producéao de biofilme

Para os testes de formacdo do biofilme in vitro foram utilizadas placas de
microdiluicdo estéreis de poliestireno de fundo chato com 96 pocgos (STEPANOVIC,
2001). Os isolados foram repicados em agar Brain and Heart Infusion (BHI) (Kasvi ®)
e incubados a 37°C, por 16-18h. Deste cultivo foi preparado um indculo bacteriano,
com auxilio de espectrofotdmetro e de acordo com a escala 0,5 MacFarland (1,5x108
UFC/mI?). Logo, 20ul da suspensdo foram transferidos para as placas de
microdiluicdo (cada isolado bacteriano foi inoculado em quadruplicata) e foram
adicionados 180l de Caldo Triple Soy Broth (TSB) (Kasvi ®). Como controle positivo,
foi utilizada uma cepa de Staphylococcus aures ATCC 25904 produtora de biofilme.
Como controle negativo foi utilizada uma solugdo de NaCl 0,9% estéril. As placas
foram incubadas a 37°C por 24h, apds esse periodo, o conteddo dos pocos foi
cuidadosamente descartado e a placa foi lavada com solucdo de NaCl 0,9% trés
vezes. Apods, foram adicionados 150ul de metanol e mantido por 20 minutos, para
fixacdo do biofilme. O metanol foi descartado e as placas permaneceram em
temperatura ambiente por 16-18h para secagem, e entdo se adicionou 200mL de
solucéo de Cristal Violeta 0,15%, durante 15 minutos em temperatura ambiente. Apos
o descarte da solucdo de Cristal Violeta, as placas foram lavadas com solucdo de
NaCl 0,9% estéril e foram adicionados 150ul de etanol 95% por 30 minutos. A
densidade o6ptica (DO) dos biofilmes bacterianos foi lida com o auxilio de aparelho
Espectrofotdmetro POLARIS EE (Celer Biotecnologia S.A.) com comprimento de onda
de 540nm. Para acompanhamento do crescimento bacteriano, foram feitas leituras na

hora zero e ap0s 24 horas de incubacdo, com comprimento de onda de 630nm.

A classificagdo das amostras quanto a capacidade de formar biofilme foi feita
relacionando com a densidade Optica do controle negativo (DOc), sendo assim, a

classificagao ficou da seguinte forma: DO < DOc nao produtor de biofilme, DOc < DO
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<2 x DOc fraco produtor, 2 x DOc < DO <4 x DOc produtor moderado, DO =4 x DOc.
(CHRISTENSEN et al. 1990).

4.3.3 Padronizagcdo do método de producao de biofilme em cateter venoso

A padronizacdo deste método foi baseada em Peralta et al. (2015). Assim, as
bactérias foram cultivadas em Agar Brain Heart Infusion (BHI) (Kasvi ®) e incubados
a 37°C por 18-24h. A partir deste cultivo foi feita diluicdo na escala 0,5 MacFarland
(1,5x108 UFC/mL™Y) para preparo do inéculo. Os corpos de prova foram
confeccionados em cateter venoso de tamanho 16G, com 1cm de comprimento,
esterilizados e encaixados aos pocos de placas com 24 cavidades de modo que
ficassem suspensos em meio de cultivo (Figura 3). Com os corpos de prova
suspensos, foram adicionados 1,8mL de caldo BHI seguidos de 200ul de indculo
bacteriano. O material foi incubado a 37°C em trés diferentes tempos de incubacao

(24h, 48h e 72h), com objetivo de verificar se houve aumento quantitativo de biofilme.

Figura 3 — Placa de 24 cavidades de poliestireno com corpos de prova submersos em caldo
BHI de forma que ficassem suspensos nos poc¢os. Em destaque a esquerda o corpo de prova completo.

Para determinar o melhor método de desprendimento do biofilme, o cateter foi
retirado do corpo de prova e inserido em microtubo com solucédo de NaCl 0,9% para
que fossem avaliados 3 métodos: agitacdo em vortex por 30 segundos, sonicagao por
1 minuto a 120 Watts e 37°C, sonicagdo por 1 minuto seguido de agitacdo em vortex
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por 30 segundos e, para fins de controle, uma amostra sem nenhum método de
desprendimento. ApoOs aplicar o método de desprendimento, foram feitas diluicdes
seriadas 1:10 até a ordem 1077, em seguida 10ul foram retirados de cada microtubo e
inoculados em placas contendo Agar MacConkey, por método de espalhamento e
levados a estufa por 16-18h a 37°C. Ao final do periodo de incubacédo foram
verificadas as diluicbes com crescimento entre 30 e 300 colbnias e feita a contagem,
expressando-as em UFC/mL.

A distribuicdo normal foi verificada para todas as variaveis, aquelas que néo
atendiam aos pressupostos paramétricos foram transformadas em logio. Logo, para
determinar o melhor método de desprendimento de biofilme para posterior contagem
foram realizadas analises estatisticas, também, foi determinada uma curva de
crescimento para determinar o melhor tempo de cultivo para a anélise. Os dados foram
analisados utilizando o software GraphPad Prism 6.1, utilizando Teste de Variancia
Simples (one-way ANOVA) seguido de teste de Dunnett’'s com nivel de significancia p
<0,05.

4.4 Acédo antibacteriana e controle da formacao de biofilme das lectinas
4.4.1 Obtencéao das lectinas

Lectinas de plantas das espécies Bauhinia forficata (pata-de-vaca) (DA SILVA
PINTO et al., 2019), Bauhinia variegata (pata-de-vaca-lilas) (PINTO et al., 2008) e
Musa acuminata (banana) (DE CAMARGO et al., 2020) foram utilizadas na forma
nativa e recombinante, sendo cedidas pelo Laboratério de Bioinformética e
Protedmica (BioPro), localizado no Instituto de Biologia da Universidade Federal de

Pelotas.

4.4.2 Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) e Concentracdo Minima
Bactericida (CMB)

Para a determinacéo da CMI foi utilizada a técnica de microdiluicdo em caldo
(NCCLS, 2015), utilizando o caldo Brain Hearth Infusion (BHI). Foram realizadas
diluigbes das lectinas no meio variando de 0,125 a 2 mg/mL. Como controle negativo
foi utilizado meio de cultivo sem adicdo de indculo, e como controle positivo meio de

cultivo com a adi¢éo do inéculo bacteriano. Para controle de esterilidade das lectinas,
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foi inoculada a solucéo de lectina em meio de cultura. Os testes foram realizados em
triplicata e incubados a 37°C por 24h e, apés a incubagao, foram adicionados 10 uL
do reagente resazurina a 0,02% em todas as cavidades da placa, a fim de verificar
possivel atividade antibacteriana.

Apo6s a determinacédo da CMI, foi determinada a CMB, sendo semeada uma
alcada de todas as cavidades que apresentarem inibicdo do crescimento, em placas
contendo Agar Muller-Hinton. Ap6s a incubagdo, foi possivel determinar quais
concentragbes das lectinas apresentaram atividade bactericida ou bacteriostatica
sobre os isolados testados (NCCLS, 2015).

4.4.3 Avaliacao da atividade de controle da formacao de biofilme das lectinas

O método utilizado foi baseado na padronizacdo estabelecida no presente
estudo para formacao de biofilme em cateter. Sendo assim, as cepas foram cultivadas
em Agar Brain Heart Infusion (BHI) (Kasvi ®), & 37°C por 18-24h. A partir deste cultivo
foi feita diluicdo na escala 0,5 MacFarland (1,5x108 UFC/mL™) para preparo do
indculo. Os corpos de prova foram confeccionados com cateter venoso de tamanho
16G, com 1cm de comprimento, esterilizados e encaixados aos pocos de placas com
24 cavidades de modo que ficassem suspensos em meio de cultivo. Com 0s corpos
de prova suspensos, foram adicionados 0,9mL de lectina diluida em Caldo BHI na
concentracdo 1mg/mL, seguidos de 0,9ml de in6culo bacteriano. O material foi
incubado a 37°C por 24h. Apés o periodo de incubacéo o cateter foi retirado do corpo
de prova e inserido em microtubo com solucdo de NaCl 0,9%, e submetido a agitacao
em vortex por 30 segundos. Apds aplicar o método de desprendimento, foram feitas
diluicdes seriadas 1:10 até a ordem 10 e, em seguida, 10ul foram retirados de cada
microtubo e inoculados em placas de Petri contendo Agar MacConkey por método de
espalhamento, e levados a estufa por 16-18h a 37°C. Ao final do periodo de incubacéo
foram verificadas as diluicbes com crescimento, feita a contagem de colbnias,
expressando-as em UFC/mL. Os dados foram analisando utilizando o software
GraphPad Prism 6.1, utilizando Teste de Variancia Simples (one-way ANOVA)

seguido de teste de Dunnett’'s com nivel de significancia p < 0,05.



5 Resultados

5.1 Identificagcdo de K. pneumoniae do tipo KPC e avaliacdo de genes

relacionados a formagé&o de biofilme

Foram analisados 34 isolados clinicos provenientes do Laboratério de
Andlises Clinicas do Hospital Escola da Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, RS,
coletados no periodo de outubro de 2015 a maio de 2017. Do total de amostras, 25
(73,53%) foram confirmadas como da espécie K. pneumoniae, através da
amplificacdo do gene espécie-especifico dnaA. Destes isolados, 12 (48%)
apresentaram o gene blakpc. Quatro (4) isolados K. pneumoniae KPC (KPC4, KPCS6,
KPC9 e KPC11), mais a cepa padrao de K. pneumoniae ATCC® 700603, foram
selecionados para a pesquisa de genes relacionados a formacao de biofilme e para
os testes de formacéao de biofilme, atividade antibacteriana e controle da formacéo de

biofilme das lectinas in vitro.

Em nosso estudo, todos os isolados utilizados apresentaram ao menos um
gene buscado, das 5 cepas, 3 (60%) amplificaram o gene fimA e fimH, 2 (40%)
amplificaram o gene ecpA, 3 (60%) amplificaram o gene wabG e nenhuma cepa
amplificou os genes rmpA e mrkD (Tabela 2).

Tabela 2 - Pesquisa de genes relacionados a formagéo de biofilme pela técnica de PCR em isolados
clinicos de K. pneumoniae KPC.

Gene/lsolado ATCC® 700603 KPC4 KPC6 KPC9 KPC11
fimA + + - +
fimH - + + - +
rmpA - - - -
ecpA - - - + +
mrkD - - - -
wabG - + + - +

+: presenca do gene; -: auséncia do gene; KPC: denominagéo dada aos isolados cinicos.
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5.2 Formacéo de biofilme em Agar Vermelho Congo

O Teste do Agar Vermelho Congo foi feito para fins de avaliag&o fenotipica da
producdo de biofilme nos quatro isolados de K. pneumoniae do tipo KPC
selecionados. Cepas que apresentaram colbnias de coloracdo rosada foram
consideradas negativas, as cepas que apresentaram colonias de coloragdo negra
foram consideradas positivas para formacao de biofilme (Figura 4). Neste teste, todos
os isolados testados no Agar Vermelho Congo tiveram colnias fenotipicamente

positivas para formacéo de biofilme (Tabela 3).

\\\ -

Figura 4 — Teste do Agar Vermelho Congo. A: colénias com coloragéo rosada, indicando cepa n&o
formadora de biofilme. B: coldnias negras, indicando cepa formadora de biofilme.

5.3 Formacéao de biofilme em microplacas de poliestireno

Os isolados foram avaliados quanto a formacéo de biofilme em microplacas
de poliestireno, através do método de coloracdo com cristal violeta (Figura 5). A
DOs40nm 0Obtida para os isolados KPC avaliados neste ensaio, variou de 1,091+0,200
a 1,495+0,147 (Tabela 3). Ja a cepa padrdao ATCC® 700603 apresentou uma DOs4onm
de 0,188+0,012. Todos os isolados KPC produziram mais biofilme que a cepa padrao
ATCC® 700603 (p < 0.0001) (Figura 6). O método proposto por Stepanovic et al.
(2007) foi utilizado para classificar os isolados e cepa padrdo como nao formadores,

fracos, moderados ou fortes formadores de biofilme. Para essa classificacao foi usada
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a medida da DOs40nm do controle negativo (DOc). Neste ensaio, foi obtida uma DOc de
0,188 e entado foi feita a seguinte classificagdo: ndo formador, DO < 0,188; fraco
formador, DO 0,188 < DO < 0,376; moderado formador, DO 0,376 < DO < 0,752 e forte
formador, DO = 0,752 (Tabela 3). Baseada nesta classificacdo, a capacidade de
formacdo de biofilme foi observada em todos os isolados bacterianos de origem

hospitalar, sendo todos fortes formadores, a cepa padrdao ATCC® 700603 ndo formou

biofilme.
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Figura 5 — Placa de microdiluicdo com formacdo de biofilme corada com cristal violeta. A: controle
positivo para formacédo de biofilme; B: controle negativo para formacdo de biofilme; C: area teste com
isolados hospitalares inoculados em quadruplicata nas colunas.

Tabela 3 — Relac&o de resultados para o teste de formagéo de biofilme em Agar Vermelho Congo e em
microplaca de poliestireno por isolados de K. pneumoniae.

Isolado/Teste

AVC

DO (médiatdesvio padréo)

Classificagao (Stepanovic et al., 2007)

ATCC® 700603 + 0,188+0,012 N&o formador
KPC4 + 1,245+0,064 Forte formador
KPC6 + 1,495+0,147 Forte formador
KPC9 + 1,111+0,041 Forte formador
KPC11 1,091+0,200 Forte formador

AVC: Agar Vermelho Congo; +: resultado positivo; -: resultado negativo; DO: Densidade Optica.



38

2.0

*kkk

1.59
*hkk *kkk

*kkk

1.0 1

0.5+

Formagéo de biofilme (ODg40nm)

0.0~

Figura 6 - Quantificagdo de biofilme para quatro isolados de K. pneumoniae produtores de
carbapenemase (KPC) e cepa padrao ATCC® 700603. O biofilme formado em placas de poliestireno
foi corado com cristal violeta e quantificado por leitura de ODssonm. Resultados séo apresentados como
média + desvio padrao de trés experimentos independentes, analisados por one-way ANOVA seguida
de pds-teste de Dunnett’s. **** p < 0.0001 comparada com cepa padrdo ATCC® 700603 (nao formadora
de biofilme).

5.4 Padronizacdo do método de avaliacdo da formacdo de biofilme em
cateter

Para a padronizacdo do método de avaliagdo do biofiime em cateter,
primeiramente foi analisado o melhor tempo de incubacgéo (24h, 48h e 72h), com base
nas contagens realizadas foi gerada uma curva de crescimento, demonstrada na
Figura 7. Nela, podemos observar a fase Lag, onde as células incubadas estédo se
adaptando ao novo meio, passando para fase de crescimento intenso (fase Log).
Quando o tempo de incubacgédo chega as 24h, tem-se o pico de crescimento com o
maior numero de células registrado, e algumas horas depois se inicia a fase
estacionaria, onde a multiplicacdo bacteriana diminui, e logo o niumero de células
mortas se equivale ao numero células vivas. Apos 48h o numero de células mortas
ultrapassa o numero de células vivas. No ultimo tempo avaliado (72h), observa-se
uma constante queda no numero de células viaveis. Sendo assim, baseando-se na
curva de crescimento projetada e as caracteristicas de crescimento da cepa

bacteriana, determinou-se 24h como o melhor tempo de incubagéo.
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Figura 7 — Curva de crescimento padrdo para K. pneumoniae ATCC® 700603 em condi¢des
laboratoriais, onde a curva tracada foi feita com base na determinacéo de células viaveis (contagem

em meio sélido).

Quando os diferentes métodos de desprendimento de biofilme do cateter

foram avaliados, observou-se que as diluicdes 10 a 102 ultrapassaram o limite

estabelecido de 300 coldnias, apresentando um numero 2300.000 UFC/mL, isso para

todos os métodos empregados. As diluicdes 10“ a 10° apresentaram contagens

médias variaveis de acordo com método de desprendimento (Tabela 4). A diluicdo 10

7 ndo apresentou contagem em placa.

Tabela 4 - Média de contagens de colbnias de K. pneumoniae ATCC® 700603 nas diluicdes 104, 105
e 106 apos 24h, 48h e 72h de incubacéo, expressas em UFC/mL.

Tempo de incubagéo Método de o
] Diluicdo (UFC/mL)
(horas) desprendimento
10+ 10° 106 107

Né&o 0,14  0,00322  0,00021 0

Vor 1.3 0,03444 0,00041 0

24 Son 0,5517 0,01667 0,000211 0
Vor + Son 0,28 0,00311 0,000044 0

Né&o 0,3083 0,01233 0,000178 0

Vor 1,2722 0,011 0,000267 0

48 Son 0,46 0,0053  0,000089 0
Vor + Son 0,0209 0,00112 0,000038 0

N&o 0,0589 0,00005 0 0

Vor 0,015 0,00047 0,000038 0

7z Son 0,0213 0,00063 0,000089 0
Vor + Son 0,0153 0,00075 0,000012 0

N&o: sem método de desprendimento; Vor: utilizagdo de vértex por 1 min; Son: utilizagdo de sonicacéo

por 1 min; Vor + Son: utilizag&o de vértex por 1 min seguido de sonicag¢&o por 1 min.
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Para determinar o melhor método de desprendimento, os resultados obtidos
nas contagens da diluicdo 104, foram transformados para log10 e submetidos a teste
estatistico one-way ANOVA seguido de Teste de Dunett’s, com p < 0,05. Foi possivel
constatar que a utilizagdo de vortex por 1 minuto, apresenta diferenca significativa
guando comparado a nao aplicacéo de forca mecanica (Figura 8). Diferente do método
de sonicacdo, o votex gera um movimento vibratorio orbital, criando um vértice no
liguido, esse movimento € capaz desprender o biofilme sem gerar o rompimento das

células.
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Figura 8 - Representacgéo grafica para o teste de desprendimento de biofilme utilizando 4 métodos em
cepa ATCC® 700603. Os testes foram realizados em triplicata e submetidos a teste one-way ANOVA
seguido de pos-teste de Dunnett’'s. *Valor de p < 0,05 comparado com a ndo aplicagdo de forca
mecanica. Valores representados em UFC/mL.

5.5 Efeito de controle da formacao de biofilme das lectinas

Antes de avaliar a atividade controle da formacéo de biofilme das lectinas
oriundas de Bauhinia forficata (nBF - nativa; rBF - recombinante), Bauhinia variegata
(nBVL - nativa; rBVL - recombinante) e Musa acuminata (nMA - nativa; rMA -
recombinante), foi feita a avaliacdo da atividade bactericida/bacteriostatica, frente a
cepa padrdo ATCC® 700603. As lectinas ndo apresentaram efeito bactericida em
nenhuma das concentracdes testadas, porém apresentaram atividade bacteriostatica

nas concentragdes de 1mg/mL e 2mg/mL.
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Dessa forma, analisou-se o efeito das lectinas sobre a formacao de biofilme
em cateter, utilizando a concentracdo minima inibitoria (Img/ml). Estes resultados
podem ser observados na Figura 9. A lectina nBVL teve ac¢éo inibitoria da formacgéo
de biofilme em todos os isolados testados (p < 0,05). Ja a versao recombinante desta
lectina (rBVL), apresentou atividade controle da formacéao de biofilme estatisticamente
diferente do controle ndo-tratado somente para os isolados KPC4 e KPC9. As lectinas
nBF, rBF, nMA e rMA foram capazes de inibir a formacao de biofime em todos os
isolados (ATCC® 700603, KPC 4, KPC6, KPC 9 e KPC 11), destacando a lectina nBF
gue demonstrou melhor resposta controle da formacdo de biofiime. Quando
comparada as demais lectinas, a nBF inibiu mais a formac&o de biofilme na cepa
ATCC® 700603 e nos isolados KPC 4, KPC 9 e KPC 11.

Quando comparado o uso das lectinas nas formas nativa e recombinante,
para os tratamentos com nBF e rBF ndo houve diferenca estatistica, assim como 0s
tratamentos com nMA e rMA. J& os tratamentos com a lectina BVL diferiram, sendo
nBVL mais eficiente. Estatisticamente, rBF e rMA né&o tem diferenca entre si, porém,

nBF e nMA diferem, além disso, pode-se verificar que nBVL néo difere de nBF e nMA.
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Figura 9 — Representacao grafica da capacidade inibitéria de formagédo de biofilme de lectinas nativas
e recombinantes de pata-de-vaca (Bauhinia forficata, Bauhinia variegata) e banana (Musa acuminata)
(MIC=1 mg/mL) em isolados K. pneumoniae do tipo KPC. Os dados sdo apresentados como a média
+ DP para cada tratamento. A significancia foi determinada por ANOVA seguida de teste de
comparacdes multiplas de Dunnett. Os experimentos foram realizados com pelo menos trés repeticdes.
*p <0,05.



6 Discusséao

A bactéria K. pneumoniae esta classificada na ‘Lista de Prioridade Global de
Bactérias Resistentes a Antibioticos para Guiar Pesquisa, Descoberta e
Desenvolvimento de Novos Antibidticos’, da Organizacao Mundial da Saude (OMS),
como nivel critico (WHO, 2017). Esta bactéria apresenta resisténcia a diferentes
antimicrobianos, e a resisténcia aos carbapenémicos € a maior preocupacao para este
grupo. Em nossa pesquisa, utilizamos isolados de origem hospitalar e dentre os 25
confirmados como da espécie K. pneumoniae, 48% foram confirmados como isolados
de K. pneumoniae produtores de carbapenemases (KPC). Ramos-Castafieda et al.
(2018) realizaram uma analise sistematica e metandlise de mortalidade
exclusivamente por K. pneumoniae KPC em diversos paises (Brasil, Italia, EUA,
Grécia, China, outros), com pacientes de diferentes perfis pessoais (sexo, idade, etnia,
entre outros) e clinicos (hospitalizados, transplantados, oncolégicos, entre outros), e
como resultado, obtiveram um indice geral de mortalidade de 41%. Quando a analise
se subdivide por paises, o Brasil esta em primeiro lugar no indice de mortalidade, com
51% dos pacientes. Em outra pesquisa realizada em um hospital na cidade de Santa
Maria, RS, Brasil, foram obtidos 70 isolados de pacientes colonizados com a familia
Enterobacteriaceae, desses, 95,7% foram confirmados como K. pneumoniae, sendo

98% confirmados como resistentes aos carbapenémicos (LORENZONI et al., 2017).

Além da resisténcia aos carbapenémicos, as cepas de K. pneumoniae podem
apresentar genes de viruléncia associados com estruturas de fixacdo (adesinas e
fimbrias/pili) e de protecdo (capsula polissacaridica). Tais genes permitem que a
bactéria tenha meios de persistir no corpo do hospedeiro, em dispositivos médicos ou
superficies abioticas, possibilitando a formacdo de biofilme. A fixacdo em uma
superficie bidtica ou abidtica é o primeiro passo para dar inicio a formacéo de biofilme,
genes como fimA, fimH e mrkD quando presentes no genoma podem expressar

estruturas chamadas pili (tipo 1 e 3), que fazem o ancoramento da bactéria e sdo muito
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importantes na patogénese (ALCANTAR-CURIEL et al., 2013). A presenca e
expressdo do gene ecpA origina as adesinas, que também tem funcéo de fixacao.
Ainda, a expressao dos genes rmpA e wabG dao origem a capsula polissacaridica,
estrutura que também auxilia na fixacdo da bactéria, além de proteger contra
fagocitose, protege as células da desidratacdo e ainda fixa células do entorno,
aumento a aglomeracéo bacteriana e diversificando as espécies presentes no biofilme
(CHEN, Z. et al., 2014; FANG et al., 2007).

Diversos estudos demonstram a presenca desses genes em isolados clinicos
de K. pneumoniae. Pesquisadores da Universidade Federal de Uberlandia analisaram
33 isolados desta espécie bacteriana, resistentes aos carbapenémicos e obtidos de
pacientes internados em diferentes estados brasileiros (ARAUJO et al., 2018). Nesse
estudo, foi detectada a presenca dos genes fimA, mrkD, ecpA e wabG em 100% dos
isolados. Em outra pesquisa, também feita no Brasil, 50 isolados clinicos foram
obtidos de 4 hospitais e avaliados quanto a presenca dos genes fimH, wabG e mrkD,
sendo amplificados de 100% das amostras (ANDRADE et al., 2018). Em nosso
estudo, os isolados avaliados apresentaram pelo menos um dos genes buscados,
onde 60% amplificaram o gene fimA e fimH, 40% o gene ecpA, 60% o gene wabG, e

em nenhum isolado foi identificada a presenga dos genes rmpA e mrkD.

Em ambito internacional a preocupacdao com cepas clone e a comunicagao
entre células, facilitando o compartilhamento de genes de viruléncia, também ¢ alta.
Na india foi feita uma pesquisa com cepas coletadas no periodo de um ano (entre
2014 e 2015), um total de 370 isolados de K. pneumoniae foram incluidos no estudo
e, dentre eles, 89,1% carregavam o gene fimH e 5,1% o gene rmpA (REMYA;
SHANTHI; SEKAR, 2019). Ainda neste estudo, em 329 isolados, dois ou mais genes
coexistiam, corroborando com nosso estudo, onde 80% dos isolados tém dois ou mais

dos genes avaliados coexistindo.

Em ambientes naturais, de 95 a 99% dos micro-organismos formam biofilmes,
podendo ser encontrados em quase todas as superficies que possuam nivel de
umidade suficiente para seu desenvolvimento (NIKOLAEV; PLAKUNOV, 2007). Em
ambientes hospitalares, estima-se que cerca de 65% de todas as infecgbes
bacterianas estéo associadas a biofilmes bacterianos, incluindo infec¢des associadas
e nao associadas a dispositivos médicos (JAMAL et al., 2018). A predominancia de

micro-organismos formadores de biofilmes associados as IRAS vem sendo
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pesquisada em todo o mundo (CHOWDHURY et al., 2018; DE CAMPOS et al., 2016;
NIRWATI et al., 2019; RICHARDS et al., 2014; SHARMA, D.; MISBA; KHAN, 2019).
No presente estudo, utilizamos dois métodos para avaliacdo da formacéo de biofilme
nos isolados de K. pneumoniae KPC, o Teste do Agar Vermelho Congo, que é uma
forma de deteccéo fenotipica e que demonstrou que todos os isolados séo formadores
de biofilme. E 0 método de avaliacdo da formacéo de biofilme em microplaca de
poliestireno, que nos fornece uma quantificacdo do biofiime, onde houve a

confirmagé&o de que os isolados séo fortes formadores.

Um estudo realizado na Indonésia com isolados de K. pneumoniae,
demonstrou que de 167 isolados testados, 143 (85,63%) apresentaram capacidade
de formar biofilme, entre estes, 45 (26,95%) foram classificados como fortes
formadores, 48 (28,74%) moderados formadores e 50 (29,94%) fracos formadores
(NIRWATI et al., 2019). Na China, foram coletados 429 isolados de K. pneumoniae de
pacientes internados, e todos foram capazes de formar biofilme (FU et al., 2018).

A capacidade de crescer e se desenvolver em diversos tipos de superficies e
ambientes, garante a presenca constante de biofilmes em diversos setores
hospitalares, e de fato, tal caracteristica € confirmada por pesquisas que apresentam
sua presenca, Seng et al (2017) avaliaram 251 amostras de ambientes hospitalares
de diversas origens como, leitos de pacientes, estacdes de enfermagem,
estetoscépios, lavatorios, sala de emergéncia, ambulatérios, entre outros, e apés
avaliacdes, 232 foram confirmados como produtores de biofilme. Os biofilmes
presentes em ambientes podem persistir em fomites ou ser transferidos de diversas
formas, fémite-paciente, fomite-trabalhador, paciente-paciente e paciente-trabalhador
(CHOWDHURY et al., 2018).

Os cateteres sdo dispositivos médicos muito utilizados em pacientes
internados em hospitais. Estes dispositivos, de forma geral, sdo permanentes durante
o tempo de internacdo, mas por diversas vezes manipulados por profissionais da
saude (médicos, enfermeiros, fisioterapeutas, entre outros), tornando-se uma porta de
entrada para patdgenos, e sua superficie abiotica e microambiente instalado sé&o
propicios para formacédo de biofilmes, podendo levar & sérias complicacdes, como a
sepse (RIBEIRO et al., 2019). Sendo assim, percebeu-se a necessidade de buscar
por um método onde fosse possivel detectar a formacédo de biofilme nestes

dispositivos e assim, também o estudo de um composto controle da formacéo de
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biofilme. Para realizar esse tipo de experimento foi necessario padroniza-lo para o
grupo bacteriano estudado nessa pesquisa. Foi possivel verificar que a contagem é

varidvel de acordo com o método aplicado e difere do padrdo dos outros métodos.

Quando aplicamos o0 método de sonicagéo, observamos os valores medios se
assemelham a ndo utilizacdo de um método de desprendimento, com contagens
baixas. Trampuz et al. (2003) definem a sonicacdo como um método fisico que
envolve a aplicacdo de ultrassom no meio liquido estéril e na peca imersa, seu modo
de acéo € pela emissdo de ondas sonoras que criam areas com gradiente de pressao
em torno da peca, formando microbolhas que se rompem durante a variacdo da
presséao local. A ruptura dessas bolhas libera energia suficiente para soltar o biofilme
da superficie, e disponibilizar as células bacterianas no meio liquido, porém essa
formacdo de bolhas também pode ocorrer no meio intracelular e, ou extracelular
(cavitacdo), essas entram em colapso e geram energia quimica e mecanica causando
o efeito bactericida (ZAFRA-ROJAS et al, 2013; CIUFFREDA et al., 2015).

No presente estudo admite-se que o0 processo de cavitacdo gerado pela
sonicacao alterou a contagem de col6nias pois, além de soltar o biofilme da superficie
do cateter causou danos as células gerando efeito de rompimento celular. Estudos
demonstram o uso da sonicagdo como método bactericida em diversos setores como
no processamento de carnes (ALARCON-ROJO et al.,, 2015; TURANTAS; KILIC;
KILIC, 2015) e esterilizacdo de produtos processados (GABRIEL, 2014). Ainda, é
possivel destacar que a aplicacdo de sonicacdo em tempo prolongado ou associado
a temperatura (termosonicacdo) ou pressdo (manosonicac¢do) também implica em
alteracdes na estrutura celular (PANIWNYK, 2017).

O biofilme é um ambiente muito propicio para a transferéncia de material
genético entre micro-organismos e a comunicacao celular. A eliminacdo dos micro-
organismos que compdem o biofilme é um processo dificil, visto que funciona como
uma estrutura de resisténcia ao sistema imunoldgico do hospedeiro e da acdo de
antibioticos. Esses fatores dificultam a erradicacao do biofilme maduro, sendo muitas
vezes necessaria a retirada do dispositivo médico me que se instalou o biofilme
(RIBEIRO et al., 2019). A fim de diminuir o sofrimento do paciente, agravamento do
guadro clinico e aumento de custos de tratamento, busca-se componentes naturais
ou sintéticos que tenham acdo antibiotica e controle da formacdo de biofilme. A

pesquisa de lectinas com tal atividade é estimulada pela intensa busca por moléculas
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naturais que tenham capacidade de manter atividade de maneira nao-toxica e
biocompativel, capazes de interagir com as bactérias dentro desse microssistema que
é o biofilme (GLINEL et al., 2012).

Utilizando lectinas de trés plantas diferentes pudemos observar uma diferenca
de comportamento de acdo frente aos isolados testados, essa variacdo de
comportamento pode estar atrelado ao fato de que elas podem interagir com a
superficie da bactéria de diversas maneiras. E possivel que essas lectinas tenham
estabelecido uma interacdo com os carboidratos presentes na superficie bacteriana,
como ja demonstrado, lectinas tem capacidade de reconhecer e ligar-se a estas
estruturas (GHAZARIAN; IDONI; OPPENHEIMER, 2011). Desta forma o efeito das
lectinas pode ser aglutinante, reduzindo o numero de células capazes de se aderir e
formar biofime (BREITENBACH BARROSO COELHO et al.,, 2018). Ao incubar
simultaneamente a lectina e a bactéria, € possivel que ocorra a formacdo de
agregados bacterianos que ndo se aderem ao limen do cateter e permaneceram no
poco da placa de poliestireno (LI; LEE, 2017). Outro efeito de aglutinagdo bacteriana
também ocorre principalmente interferindo nos componentes da matriz polimérica
extracelular, podendo afetar a polimerizacdo do biofime e prejudicando sua
estruturacdo (HASAN; OZEKI; KABIR, 2014).

As infeccBes causadas por biofilmes sdo mais complicadas no ambiente
hospitalar e, até o momento, ndo ha um composto antimicrobiano especifico para
tratar esse tipo de infeccdo (DE OLIVEIRA JUNIOR; FRANCO, 2020), bem como,
eliminar os biofilmes formados no ambiente hospitalar. Com a busca por compostos
controle da formacéo de biofilme, as pesquisas com lectinas, de diversas origens, vém
aumentando devido as suas caracteristicas e possibilidades de abordagem, inibi¢édo
do crescimento, adesao, aglutinacdo (BREITENBACH BARROSO COELHO et al.,
2018). Em um estudo usando lectinas provenientes de algas e plantas, os
pesquisadores propuseram que tanto em estado planctbnico quanto em biofilme,
cepas de Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Klebsiella oxytoca e
Pseudomona aeruginosa foram sensiveis a acao das lectinas, diminuindo a biomassa
ou inibindo completamente a formacéo de biofilme (VASCONCELOS et al., 2014). Em
outra pesquisa, utilizando lectinas isoladas de batata (cultivares de Bangladesh

‘Desh’), foi constatada acao bactericida e inibidora da formacado de biofilmes em
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bactérias gram-positivas e gram-negativas, com reducao de 5% a 20% da biomassa
de biofilme, dependendo da concentracao utilizada (HASAN; OZEKI; KABIR, 2014).

A prevencdo da formacgao de biofilme na sua fase inicial de adesao, ou
interferir na polimerizacéo na fase de biofilme maduro, séo estagios em que as lectinas
podem ser aplicadas. Ainda, compostos naturais com acao antibacteriana, como as
lectinas, sdo uma excelente op¢do para potencializar a atividade de antibiéticos
convencionais. Quando o sinergismo ocorre, permite o uso de concentragcdées menores
do medicamento, reduzindo efeitos adverso nos pacientes, e a selecdo de cepas
resistentes. Porém, sdo necessarias mais pesquisas para elucidacdo do mecanismo
de acao das lectinas utilizadas no presente estudo, frente a célula bacteriana e frente
ao biofilme em formacé&o e maduro. Acredita-se que os dados apresentados neste
trabalho, servirdo de suporte para pesquisas futuras na busca de uma terapia

antibiotica e controle da formacéao de biofilme contra K. pneumoniae KPC.



7 Conclusao

e Dentre as 34 amostras analisadas, 75,53% foram confirmadas como K.
pneumoniae através da amplificacdo do gene dnaA;

e Apo0s aplicacdo da técnica de PCR, é possivel concluir que dentre isolados
confirmados como K. pneumoniae, 48% foram confirmados como portadores
do gene blakpc;

e Dos isolados utilizados nesta pesquisa, 60% apresentaram os genes fimA e
fimH, 40% o gene ecpA, 60% o gene wabG e nenhum apresentou 0S genes
rmpA e mrkD;

e De acordo com os resultados obtidos na presente pesquisa, € possivel concluir
que a utilizacdo do vortex é eficiente para avaliacdo da formacgéo de biofilme
em cateter por K. pneumoniae;

e As lectinas nBVL, nBF, rBF, nMA e rMA na concentragdo de 1mg/ml,
apresentaram atividade controle da formacgao de biofilme frente a cepa padrao
e todos os isolados de K. pneumoniae avaliados;

e Ainda, conclui-se que lectina nBF demonstrou maior capacidade controle da

formacao de biofilme em comparacao as outras lectinas testadas.
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