UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS-UFMG
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS-ICB
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MICROBIOLOGIA

JESSICA KARINE TAVORA DE SOUSA

AVALIACAO IN VITRO DA FORMACAO DE BIOFILME DE Klebsiella
pneumoniae EM CATETERES IMPREGNADOS COM SUBSTANCIAS
COM ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Belo Horizonte
2017



JESSICA KARINE TAVORA DE SOUSA

AVALIACAO IN VITRO DA FORMACAO DE BIOFILME DE Klebsiella
pneumoniae EM CATETERES IMPREGNADOS COM SUBSTANCIAS
COM ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Dissertacdo de Mestrado apresentado ao
Programa de Pd6s-Graduacdo em Microbiologia
do Instituto de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Minas Gerais, como
requisito parcial para a obtengdo do titulo de
Mestre em Ciéncias Biologicas (Microbiologia).

Area de Concentracdo: Microbiologia

Orientadora: Profa. Simone G. dos Santos

Co-orientadora: Cristina Dutra Vieira

Belo Horizonte
2017



A minha mae e meu padastro, Rosilene Tavora e Célio Pacheco.

Que sempre acreditaram em meus sonhos e me apoiaram.

Meus exemplos de alegria e disposicéo.

Certamente cada sorriso € momentos juntos estao gravados em meus pensamentos.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus pelo dom da vida e pela oportunidade que Ele me

proporciona.
A minha mae pelo apoio, amor e carinho.

Aos meus queridos amigos, Natalia, Mirna, Kairo e Anneleike que se preocupam
comigo, pelo cuidado de forma tdo atenciosa e especial.

A toda minha familia e amigos, por se orgulharem de todas as minhas conquistas.

A professora Simone Gongcalves dos Santos a minha gratiddo pela confianca, cuidados,
conselhos. Definitivamente sua contribuicdo nessa jornada € tédo valiosa e impossivel

de esquecer.

A minha querida co-orientadora Cristina Dutra Vieira por sua preocupacéo, zelo e

dedicacéao inestimavel nesse trabalho.

Aos professores Luiz e Paula, por todo apoio e incentivo.

Aos amigos de laboratorio, pela alegria, pelo ambiente agradavel de cooperacao, pela

amizade e por toda ajuda.



“S6 existem dois dias no ano que nada pode ser feito. Um se chama ontem e o outro se
chama amanha, portanto hoje é o dia certo para amar, acreditar, fazer e principalmente
viver”,

(Dalai Lama)



RESUMO

Bactérias da espécie Klebsiella pneumoniae sdo responsaveis por uma série de
infeccbes em pacientes debilitados e imunocomprometidos especialmente aqueles
com longos periodos de permanéncia hospitalar e em uso de dispositivos
invasivos. As principais complicacbes de infeccbes associadas a cateteres
envolvem a colonizacdo pelo micro-organismo e a formacdo de biofilme. Esta
estrutura pode se desprender da superficie abiotica e circular nos fluidos corporais
com todas as caracteristicas de resisténcia. O uso de cateteres impregnados com
antimicrobianos tem sido eficaz na reducédo de infec¢cdes de corrente sanguinea,
inibindo a adesao do biofilme. Assim, este estudo buscou avaliar a formacao de
biofiilme de K. pneumoniae em cateteres impregnados com antimicrobianos e
antisséptico.Os segmentos dos cateteres venoso central, impregnados com N -
acetilcisteina / Levofloxacina (NAC/LEV) e Clorerixidina / sulfadiazina de prata
(CHX/SS), foram testados em triplicata contra a amostra de referéncia de K.
pneumoniae ATCC 13883 e uma amostra clinica de K. pneumoniae produtora de
carbapenemase (KPC). Os testes de atividade e durabilidade das substancias
antimicrobianas no cateter foram realizados em trés, sete, dez, 15 e 30 dias. Os
segmentos foram incubados isoladamente em tubos contendo soro humano, em
seguida, removidos e avaliados quanto a presenca de zonas de inibicdo pelo teste
de disco-difusdo. A formacgao do biofilme nos segmentos foi avaliada por cultura
guantitativa e microscopia eletronica de varredura. O conhecimento da atividade e
durabilidade de antimicrobianos nesses dispositivos permitiu avaliar sua
efetividade contra a adesédo do micro-organismo a superficie abibtica impregnada.
A combinacgéo de NAC/LEV obteve maior durabilidade na superficie do cateter do
gue aquele com CHX/SS, porém, este teve maior eficacia na inibicdo do biofilme
mas com baixa durabilidade. O surgimento de subpopulacdes resistentes no
cateter impregnado com NAC/LEV foi demostrado desde o terceiro dia de
incubacdo do segmento no soro para a amostra clinica. Quanto a presenca de
zonas de inibicdo, a amostra clinica teve halo de inibicdo inferior que a amostra de
referéncia. A microscopia eletrénica confirmou os resultados da cultura quantitativa

e mostrou algumas caracteristicas do biofilme de K. pneumoniae tais como a matriz



de exopolissacarideo - EPS, estruturas que promovem a adesdo (curli) a
superficie, além de sua organizagcdo, em ambas amostras. O soro humano
contribui na formagdo dessa comunidade. A formag&do de biofime de K.
pneumoniae produtora de carbapenemase pode ocorrer em cateteres
impregnados j& no terceiro dia, embora o biofilme seja menos espesso. O
surgimento de subpopulagdes resistentes pode comprometer a atividade do
cateter e a terapia, tornando um real problema, principalmente quando se
considera seu uso clinico em pacientes imunossuprimidos. O presente estudo
contribuiu para demostrar que cateteres impregnados com substancias
antimicrobianas possuem atividade limitada ao longo do tempo, podendo variar de
acordo com 0 micro-organismo que coloniza o dispositivo médico. Entretanto
maiores estudos sdo necessarios para avaliar as caracteristicas intrinsecas da
estrutura, adaptabilidade do biofilme de K.pneumoniae kpc+ com outros micro-

organismos, transferéncia de genes de resisténcia e expressao génica.

PALAVRAS-CHAVE: Klebsiella pneumoniae. Cateter. Biofilme. Cateter
Impregnado com antimicrobiano



ABSTRACT

Klebsiella pneumoniae is responsible for several infections in impaired and
immunosuppressed patients, especially those associated with long-term of hospital
stay and the use of invasive medical devices. The major implication of this
microorganism in catheters - associated infections involve bacterial’ colonization
and biofilm formation. Biofilm is a complex structure that could detach from the
abiotic surface and circulate in body fluids with their resistance profile. The use of
catheters impregnated with antimicrobial substances could effectively reduce blood
stream infections, inhibiting microbial adherence and consequently the biofilm
formation. This study aims to evaluate in vitro activity of antimicrobial drugs and the
effectivity of the central venous catheter impregnated with antimicrobial and
antiseptic regarding the biofilm formation and gene expression involved. Fragments
of catheter venous central impregnated with N-acetylcysteine / levofloxacin (NAC /
LEV) and Chlorhexidine / silver sulfadiazine (CH/SS) were assayed in triplicate
against a standard strain K. pneumoniae ATCC 13883 and a clinical isolate of K.
pneumoniae carbapenemase - producer. The activity and durability of
antimicrobial substances on catheter’s surface were tested in three, seven, ten, 15
and 30 days. The catheters were separately in tubes containing human serum. After
that, they were removed and the sizes of the zones of inhibition evaluated using a
modified Kirby-Bauer Disk diffusion test. In vitro biofilm colonization was assessed
by quantitative culture and scanning electron microscopy. The knowledge of the
activity and durability of antimicrobials in these devices allowed to evaluate their
effectiveness against the adhesion of the microorganism to the impregnated abiotic
surface. The NAC / LEV impregnated catheter obtained longer durability than the
CHI/SS catheter, but the second catheter was more effective in inhibiting biofilm but
with low durability. The emergence of resistant subpopulations in the NAC / LEV
impregnated catheter was demonstrated to the clinical isolated from the third day
of segment incubation in the serum. As for the presence of zones of inhibition, the
clinical isolated had lower inhibition halo than the reference sample. Scanning

electron microscopy confirmed the results of the quantitative culture and showed



some features of the K. pneumoniae biofilm such as the exopolysaccharide matrix
- EPS, structures that promote the adhesion (curli) to the surface, besides its
organization, in both samples. Human serum contributed to the formation of this
community. Biofilm formation of carbapenemase-producing K. pneumoniae can
occur on catheters impregnated as early as third day, although the biofilm is less
thick. The emergence of resistant subpopulations can compromise catheter activity
and therapy, becoming a real problem, especially when considering its clinical use
in immunosuppressed patients. The present study contributed to demonstrate that
impregnated catheters have limited antimicrobial activity over time and may vary
according to the microorganism that colonizes the medical device. However, more
studies are needed to evaluate the intrinsic features of the structure, the
mechanism of adaptability K.pneumoniae kec+ biofilm to other microorganisms,

transfer of resistance genes and gene expression.

KEYWORDS: Klebsiella pneumoniae. Catheter. Biofilm. Catheter impregnated with
antimicrobial.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

As infeccBes associadas a dispositivos invasivos, médicos-odontologicos,
incluindo cateteres intravenosos e urindrios, proteses vasculares, shunts, valvulas
cardiacas, de didlise peritoneal e implantes dentarios representam um grande problema
de saude publica (FRANCESCHI; CUNHA,2010; HENRIQUE,2013; VENTURINI et
al.,2016). A baixa adesédo dos profissionais a protocolos de procedimentos, as técnicas
de higienizac&o das maos, ao uso de barreira de precaucao e as medidas de controle de
infeccbes nesses dispositivos dificulta a qualidade assistencial e agrava 0s riscos para o
paciente (VALENCIA et al., 2016).

O uso de cateter venoso central (CVC) contribui substancialmente para
complicacbes em pacientes submetidos a procedimentos de hemodialise, nutricdo
parenteral e administracdo de quimioterapicos. O risco de complicacbes apds a
instalacao destes dispositivos esta associado as rotas de contaminacédo desse dispositivo
com a microbiota da pele no sitio de insercéo do cateter; contaminacéo do hub do cateter
pela manipulagéo; contaminacdo hematogénica; contaminacdo com solucédo de infusédo
e também a sua remocao, especialmente quando se trata de infec¢cdes de corrente
sanguinea. Os altos custos para os servicos de saude e a elevada mortalidade dos
pacientes apontam para a necessidade de um gerenciamento clinico cuidadoso e o
desenvolvimento de novas estratégicas de cuidados com esses dispositivos (NEVES et
al., 2010).

O uso do cateter central de insercao periférica(PICC) vem aumentando nos
ultimos anos como resultado da facilidade de sua implantacdo, do baixo custo e da
habilidade de tratar pacientes fora das instituicdes de saude, quando comparado com o
CVC. Entretanto o uso de ambos os dispositivos apresenta os mesmos desafios, de
prevenir a infec¢do da corrente sanguinea e de evitar a formagéo de biofilme (BAXl et al.,
2013).

O biofilme é uma comunidade estrutural bacteriana coberta por uma matriz
extracelular composta de moléculas organicas, com ou sem constituintes do hospedeiro,
firmemente aderidos a superficie do cateter. O biofilme pode ser encontrado no ambiente

hospitalar, industrial e na natureza associados as superficies inertes, especialmente


http://pesquisa.bvsalud.org/portal/?lang=en&q=au:%22Venturini,%20Elisabetta%22
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dispositivos médicos de uso interno ou externo (SHPIGEL et al., 2015; PROIA et al.,
2016). Estudos recentes identificaram a formacé&o de biofilme, promovendo incrustagdes
em cateteres urinérios e implantes urolégicos (YU et al.,2016).

Muitos sdo os aspectos envolvidos na formacéo do biofilme, um dos principais
ocorre quando fragmentos dessa comunidade bacteriana se desprendem da superficie
de dispositivos médicos e circulam nos fluidos corporais. Estes fragmentos destacados
contém todas as caracteristicas de resisténcia da comunidade parenteral (MENGI et al.,
2013). E podem ser capaz pela via hematogénica depositar-se em outro sitio e reiniciar
a colonizacdo. No interior do biofiime a susceptibilidade das bactérias aos
antimicrobianos € drasticamente diminuida, contribuindo para falhas terapéuticas
(BETJES, 2011).

Para que a formacéo do biofilme ocorra, ha necessidade da ativacdo do sistema
bacteriano de quorum sensing. Essa via promove a deteccdo de pequenas moléculas
responsaveis por iniciar uma cascata de sinalizacédo e alterar a expressao de genes em
resposta a uma populacdo bacteriana. Essencialmente ela promove a comunicacao
intercelular, a expressdo de fatores de viruléncia e a resisténcia a antimicrobianos
(SIDDIQ, DARQUICHE, 2012).

Infeccdes relacionadas ao biofilme sédo de dificil erradicacdo porque a
comunidade de micro-organismos possui maior protecéo contra a acao de macréfagos e
de resisténcia a antimicrobianos, do que as células livres (SRIVASTAVA et al., 2016).
Além disso, bactérias multirresistentes podem promover a transferéncia de genes de
resisténcia no interior do biofilme (MAHESHWARI et al., 2016).

Alguns estudos tém demonstrado que Streptococcus pneumoniae,
Staphylococcus aureus, Escheriachia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterococcos spp,
Streptococci haemolytic, Staphylococcus coagulase negativo e Pseudomonas
aeruginosa S&o0 0s mais importantes micro-organismos relacionados a infecg¢des
associadas a cateter venoso central, sendo que esse perfil varia de acordo com a
populacao estudada (VISCOLI et al., 2005; BICUDO et al., 2011; LAUPLAND, 2013).

As bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae produtoras de
carbapenemases sao responsaveis por uma seérie de infec¢cdes em pacientes debilitados

e imunocomprometidos, principalmente quando associados a longos periodos de


http://pesquisa.bvsalud.org/portal/?lang=en&q=au:%22Shpigel,%20Nahum%20Y%22
http://pesquisa.bvsalud.org/portal/?lang=en&q=au:%22Maheshwari,%20Meenu%22
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hY

permanéncia hospitalar e a realizagdo de procedimentos invasivos (NORDMANN;
CUZON; NAAS, 2009). Dentre estas amostras, destacam-se espécies de K. pneumoniae
produtoras de carbapenemases (KPC) que representam um importante desafio clinico,
devido a sua capacidade de propagacdo, bem como a ampla resisténcia a
antimicrobianos, levando a limitadas opcdes de tratamento (BEIRAO et al., 2011).

Entre as carbapenemases descritas na literatura a que possui maior relevancia é
a enzima klebsiella pneumoniae carbapenemase, nome atribuido devido a sua primeira
deteccdo ter sido em K. pneumoniae. O gene que codifica esta enzima € o blakec,
localizado em elementos genéticos mdveis (transpossons), e que conferem uma alta
capacidade de disseminacéo e transmissao, além de estar associado a determinantes de
resisténcia aos antimicrobianos (ARNOLD et al.,2011; CIFUENTES et al.,2012). Ribeiro
e colaboradores (2016) identificaram em Sao Luis, no Maranh&o que entre 297 amostras
clinicas,100 foram positivas para o gene blakec, com elevada positividade em Klebsiella
pneumoniae e em outros Gram negativos ndo fermentadores.

Surtos relacionados a este patdgeno emergente foram descritos principalmente
em unidades de cuidados intensivos (AGODI et al., 2011; TOFTELAND et al., 2013), onde
sdo identificados fatores de riscos que predispdem pacientes vulneraveis a aquisicdo de
infeccdo no ambiente hospitalar (QURESHI et al.,, 2012). O grupo de pessoas mais
susceptivel € composto principalmente por idosos, com mudltiplas co-morbidades
incluindo diabetes mellitus e imunossupressao, com hospitalizacdo prévia ou de longo
tempo, em uso de cateteres intravasculares e urinarios e, aqueles sob ventilacdo
mecanica (SNITKIN et al., 2012).

A expansdo da viruléncia de linhagens de K. pneumoniae produtora de
carbapenemase (KPC) foi mostrado por Andrade e colaboradores (2014) que
relacionaram uma importante coexisténcia de K. pneumoniae ST11, um clone de alto
risco e fatores de viruléncia associados a adesédo, formacao de biofilme, habilidade de
colonizar superficies e mecanismos antifagocitose em hospitais terciarios brasileiros.

O uso e manutencéo de cateteres representam um desafio no que se refere a
prevencdo e controle de infeccbes associadas a esses dispositivos ou ainda de
fragmentos que se desprendem de biofilmes aderidos e que podem levar a complicactes

nos pacientes e a resisténcia ao tratamento da infeccdo. Para tanto, alguns estudos
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sugerem que 0s cateteres impregnados com antimicrobianos ou antissépticos podem ser
uma medida de controle de colonizacdo (CHEMALY, 2010; CRNICH, MAKI 2004;
JENKINSON et al., 2014).

Pesquisas com cateteres cobertos com clorexidina/sulfadiazina de prata tém
mostrado reducdo significativa na incidéncia de bacteremia, sem nenhum risco
substancial relacionado a resisténcia bacteriana (DAROUICHE et al.,1999;
HOCKENHULL et al., 2009; RUPP et al., 2005). Além disso, seu uso e comercializacdo
ja foram aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA) ainda em 1990 e
recomendado pelo Center for Disease Control and Prevention (CDC) em 2011 para a
prevencao de colonizacédo por biofilme (O’'GRADY et al., 2011; RAAD et al., 2012).

Nas diretrizes para a “Prevencao de Infeccbes Relacionadas a Cateteres
Intravasculares” o CDC recomenda o uso de cateteres impregnados com
antimicrobiano/antisséptico tais como: clorexidina/sulfadiazina de prata ou
minociclina/rifampicina em pacientes com cateter venoso central que devem permanecer
com o dispositivo por mais de cinco dias. Depois de bem sucedida, a implantacédo tem
por finalidade reduzir o risco de infeccGes de corrente sanguinea, considerando ainda
como estratégia global os seguintes cuidados: capacitar as pessoas responsaveis pela
insercdo e manutencdo de cateteres, utilizar precau¢fes maximas de barreiras estéreis
e uma preparacao alcoodlica de clorexidina > 0,5% para antissepsia da pele durante a
insercao do CVC (O’GRADY et al., 2011).

Apesar disso, ainda sdo constantes os investimentos e desafios para reduzir a
colonizacéao de dispositivos de longa permanéncia. A partir dessa preocupagcao, Mansouri
et al. (2013) sugeriram que uma combinacdo de levofloxacina com N-acetilcisteina
poderia ser eficaz no controle da colonizacéo por K. pneumoniae em cateteres.

A levofloxacina € um antibacteriano da classe das fluoroquinolonas, que em altas
doses e regime de curta duracdo maximiza a sua atividade bactericida, dose e
concentragdo dependente (ANDERSON; PERRY, 2008). Um estudo sobre o efeito
comparativo entre a atividade antimicrobiana da ciprofloxacina, levofloxacina e
moxifloxacina em K. pnemoniae demonstrou que 75% das amostras testadas foram

susceptiveis a ciprofloxacina e levoflaxicina (GRILLON et al., 2016).


http://pesquisa.bvsalud.org/portal/?lang=en&q=au:%22Grillon,%20Antoine%22
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Por outro lado, a n-acetilcisteina (NAC) embora ndo seja um antibiético, possui
propriedades antibacterianas, trata-se de um agente mucolitico que destréi ligacdes de
dissulfeto no muco, reduzindo a viscosidade das secrecfes. Estudos descreveram sua
capacidade de reduzir a formacao de biofilme de diversas bactérias e ainda promover o
rompimento do biofilme maduro (ASLAM,2007; ASLAM; DAROUICHE,2011; MOHSEN
et al., 2015).

Fundamentado pela literatura, o presente estudo propde avaliar os efeitos da
combinacdo N-acetilcisteina e levofloxacina em cateteres impregnados quanto a
formacdo de biofilme por uma amostra de referéncia, Klebsiella pneumoniae ATCC
13883, e por uma amostra clinica de Klebsiella pneumoniae produtora de
carbapenemase (KPC) na superficie do dispositivo, assim como analisar a atividade da
associacdo antimicrobiana no controle da colonizacdo. O mesmo se aplica ao cateter
coberto com clorexidina/sulfadiazina de prata.

Buscar-se-a ainda, observar a durabilidade da acdo antimicrobiana dessas
substancias nos dispositivos ao longo do tempo e estudar a dinamica da colonizacao da
superficie dos dispositivos pelas duas amostras bacterianas.

A escolha deste micro-organismo deveu-se a sua relevancia clinica e
epidemioldgica e ainda a necessidade de mais trabalhos que abordem a formacéo do
biofilme por Klebsiella pneumoniae em dispositivos revestidos por substancias com
atividade antimicrobiana, especialmente em amostras KPC.

Os resultados obtidos poderdo contribuir para uma melhor compreensédo a
respeito do comportamento de amostras de K. pneumoniae no processo de formacao do
bioflme em cateteres impregnados ou nao com substancias com atividade
antimicrobiana. Informacéo relevante diante de um cenério de resisténcia bacteriana
emergente, dos desafios do tratamento de pacientes em uso de CVC, principalmente
durante internacdo prolongada, seguida por doencas infecciosas relacionadas ao seu

uso.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Klebsiella pneumoniae E A RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS

Klebsiella pneumoniae é um bacilo Gram negativo pertencente a familia das
Enterobacteriaceae, anaerébio facultativo, ndo-esporulado, imovel e capsulado. Como
caracteristicas bioquimicas, sdo fermentadores de lactose, produzem a enzima urease
(algumas linhagens hidrolisam a ureia lentamente), ndo produzem indol (propriedade que
a distingue da espécie K. oxytoca que € indol positivo) e ndo sdo capazes de produzir
sulfeto de hidrogénio (CABRAL, 2011). Embora seja encontrado no ambiente, incluindo
solo e em dispositivos médicos, o micro-organismo coloniza a mucosa humana, incluindo
o trato intestinal e a orofaringe (DESTA et al.,2016; MARTIN et al.,2016).

O bacilo foi primeiramente descrito por Friedlander em 1882, que acreditava que
esse micro-organismo era responsavel por grande parte dos casos de pneumonia
bacteriana (KO et al., 2002; MONTGOMERIE,1979;). Inicialmente, nomeado de bacilo de
Friedlander, o género Klebsiella spp., assim classificado somente em 1885, por Trevisan
em homenagem ao microbiologista alemdo Edwin Klebs, que em 1887, também
descreveu a espécie Klebsiella pneumoniae (MARTINEZ et al., 2004; SHON et al., 2013).

Trés espécies relativamente proximas, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella
ozaenae e Klebsiella rhinoscleromatis sdo definidas como pathovars (refere-se a
linhagens que possuem caracteristicas similares, mas que s&o diferentes quanto a
subespécie e perfis bioquimicos) porque causam diferentes doencas no trato respiratério.
Casos de infeccbes por K. ozaenae sao mais raros e sao descritos em doencas cronicas
do trato respiratério, especialmente rinite atréfica (ozena). Podem também serem
isolados do escarro, da urina e, excepcionalmente, do sangue. K. rhinoscleromatis causa
rinoscleroma ou escleroma respiratorio (um tumor do nariz) (CAPUTO et al.,2015).

O isolamento dessas bactérias in vitro é realizado em meios de cultura solidos,
como agar Eosiona Azul de Metileno (EMB) e agar MacConkey, incubados em condi¢des

aerodbias, apresentando col6nias grandes de consisténcia mucoide (Figura 01).


http://pesquisa.bvsalud.org/portal/?lang=en&q=au:%22Martin,%20Rebekah%20M%22
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Fonte: Arquivo pessoal do t17

Figura 01 - Colbnias de Klebsiella pneumoniae cultivadas em Agar Mac Conkey

A patogenicidade de K. pneumoniae pode ser aumentada devido a diferentes
fatores de viruléncia tais como: capsula polissacaridica que confere protecdo contra
fagocitose; producdo de adesinas fimbriais e ndo frimbiais que facilitam a aderéncia
bacteriana a estruturas de tecidos e superficies abiotticas, tais como dispositivos invasivos
de uso médico (SHON; RUSSO et al.,, 2012). Existem mais de 70 sorotipos de K.
pnemoniae descritos, entre esses sorotipos capsulares, os mais estudados sdo o K1 e
K2. Além deles, sdo conhecidos por serem hipevirulentos, os sorotipos K5, K16, K20,
K54, e K57 capazes de colonizar e causar infecgcdes em humanos (KO, 2016).

A capsula confere, ainda o fenétipo de hipermucoviscosidade a K. pneumoniae
que constitui um dos seus principais fatores de viruléncia. O aspecto apresentado pelas
colbnias se deve a grande producéo de capsula polissacaridica constituida pelo antigeno
K (MARTINS, 2014). Os genes associados a expressdo de capsula (wabG, uge e ycfM)
sdo comumente encontrados em K. pneumoniae e promovem resisténcia a fagocitose
aumentando a sua patogenicidade (CANDAN et al., 2015).
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K. pneumoniae tem emergido como uma importante espécie causadora de
infec¢des adquiridas nos servicos de saude, especialmente entre pacientes internados
em unidades neonatais de cuidados intensivos, a incidéncias de mortalidade pode chegar
a 70% (GRAY et al.,2012; SALEEM et al.,2013). Ao longo das duas ultimas décadas, a
incidéncia de infec¢Bes causadas por K. pneumoniae multirresistentes a antimicrobianos
tem aumentado, principalmente em pacientes imunocomprometidos, debilitados, com
longa permanéncia hospitalar e com uso de dispositivos invasivos (BEN-DAVID et al.,
2010, 2011 e 2012).

As enzimas [B-lactamases foram primeiramente descritas em amostras de K.
pneumoniae e Serratia marcensens na Europa em 1983 e nos Estados Unidos em 1986
(KNOTHE et al., 1983 QUINN et al.,1989). As B-lactamases de espectro estendido séo
enzimas mediadas por plasmideos que hidrolisam os oxiimino-B-lactamicos. Estes
plasmideos também carreiam genes de resisténcia a outros antimicrobianos, incluindo os
aminoglicosideos, cloranfenicol, sulfonamidas, trimetoprim e tetraciclina. As bactérias
Gram negativas que possuem esses elementos mdveis sdo multirresistentes e capazes
de transmisséo plasmidial entre diferentes espécies (GUPTA et al.,2003).

O aumento na incidéncia e disseminac¢ao global de linhagens de K. pneumoniae
produtoras de carbapenemase (kpc) estimulou novos estudos para o tratamento e o
diagnostico. Essas amostras foram fenotipicamente identificadas como suscetiveis aos
carbapenémicos, principalmente ao inativar penicilinas, cefalosporinas e
monobactamicos. Além disso, as opcles terapéuticas para o tratamento de infecces
causadas por linhagens produtoras de carbapenemases, sdo basicamente restritas a
tigeciclina e & polimixina (ARNOLD et al., 2011; BEIRAO et al., 2011; DIENSTMANN et
al., 2010).

2.2 FATORES DE VIRULENCIA EM Klebsiella pneumoniae

2.2.1 A Cépsula Polissacaridica (CPS)
O termo céapsula é usado para descrever uma camada de superficie elaborada
por polissacarideos associados, cuja composicdo € muito dependente do organismo,

podendo ser espessa ou delgada, rigida ou flexivel de acordo com sua natureza quimica.
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Pode associar-se de maneira compacta ou frouxa, a parte externa da parede celular,
onde o material capsular frouxamente associado também pode ser chamado de
glicocalice (DZUL et al.,2011).

A capsula (CPS) desempenha um papel critico na protecdo contra 0s
mecanismos de defesa do hospedeiro, além de inibir a ativagdo ou absor¢do dos
componentes do sistema complemento C3b, inibindo também a capacidade funcional dos
macréfagos. Quase todos os membros da familia Enterobacteriae produzem capsula,
possuindo propriedades que tém sido fortemente associadas a infec¢des extraintestinais,
como sepse, meningite e infeccoes urinarias (REGUEIRO et al., 2006 ; SCHEMBRI et al.,
2005).

A analise dos mecanismos patogénicos de uma bactéria requer o entendimento
da composicao da superficie celular bacteriana. Clements et al. (2008) descreveram a
habilidade da K. pneumoniae, mediada pela capsula e o LPS (lipossacarideo), em se
proteger contra os mecanismos do sistema imune. A capsula impede a associacao da
célula eucariética com o micro-organismo e o LPS aumenta essa associacao, porém, de
uma forma néo especifica. Isto ressalta a importancia de se considerar ndo s6 a adesina
especifica ligante estudada em ensaios de aderéncia, mas também as interacbes nao
especificas iniciais mediadas pelas forcas eletrostaticas.

A capsula que é classificada em diferentes subunidades, possui 77 tipos
sorolégicos designados antigenos K, que sao essenciais para a viruléncia de Klebsiella
spp. Como mencionado, o material capsular protege a bactéria de fagocitose e evita sua
morte por fatores séricos bactericidas (VUOTTO et al., 2014).

Nos tratos urinario e intestinal, a adesédo dessas bactérias as celulas do
hospedeiro é aumentada, representando um importante fator de viruléncia. A producao
de anticorpos opsonizantes € um importante aspecto da imunidade para K. pneumoniae.
Struve et al. (2003) e Domenico et al. (1994) afirmaram que a capsula polissacaridea
mediava resisténcia a opsonizacdo na fagocitose.Nesse estudo, tanto as células livres

de cépsula quanto as células associadas a ela possuiam propriedades antifagociticas.
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2.2.2 Mucovisicosidade

Um nova linhagem de K. pneumoniae que possue um gene associados com a
mucoviscosidade surgiu em 1998, em Taiwan (YU et al.,2008). O gene A relacionado
com esse fendtipo (magA) foi primeiramente detectado em abscesso hepatico e estava
relacionado com hipermucoviscosidade, resisténcia ao soro humano e a fagocitose (LEE
et al.,2010; ZAMANI et al.,2013).

O gene magA codifica uma proteina de membrana externa que é essencial para
a formacao de uma cadeia exopolissacaridica protetora, relacionada com a viruléncia
bacteriana e a mucoviscosidade do sorotipo K1. A enzima codificada pelo gene magA
funciona como uma polimerase envolvida na sintese da capsula (NAMIKAWA et al.,
2016).

O fendtipo de hipermucoviscosidade é caracterizado pela formacéo de cordas
viscosas e mucoides superiores a 5 mm de comprimento (Figura 02), quando a alga
bacteriol6gica passa pela col6nia (LIN et al., 2012; WU, et al., 2011).

Fonte: Shon et al. (2013, p.108)

Figura 02 - Teste positivo para K. pneumoniae hipervirulenta
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2.2.3 Fimbrias: fatores de adeséo e colonizagéo

A maioria das bactérias Gram negativas possui fimbrias, que sdo estruturas
filamentosas proteicas, menores e mais numerosos que o flagelo ndo formando ondas
regulares. Tais apéndices permitem a aderéncia a superficies ou a célula do hospedeiro,
importante principalmente no seu ambiente natural ao permitir a fixacao bacteriana aos
tecidos, como também a formacéo do biofilme (PROFT et al., 2009).

As fimbrias consistem em multiplas subunidades nédo covalentemente unidas
uma a outra ou a enzimas, podendo ser removida da superficie bacteriana por
cisalhamento ou por meio da dissociacdo dos ligantes ndo covalentes. A familia de
fimbrias mais estudada nas bactérias Gram negativas é aquela formada pelas
chaperonas, incluindo a Pap e a tipo 1 de E. coli. O numero de fimbrias parece ser
determinado pela disponibilidade de proteina na ponta, jA que a mesma serve como
iniciador para a formacgao de uma nova estrutura (SCOTT, et al., 2006).

As adesinas fimbriais séo responsaveis por reconhecer uma série de receptores
direcionando a bactéria ao tecido especifico no hospedeiro. Klebsiella spp. apresentam
dois principais tipos de fimbrias: o tipo 1 e o tipo 3 (Mrk). A primeira € delgada, com forma
de fio, podendo se estender para além da matriz capsular, sendo encontrada virtualmente
em todos os membros da familia Enterobacteriacea, além de ser capaz de mediar a
adesdo de D-manose a célula epitelial hospedeira. O tipo 1 possui propriedade adesiva
devido a presenca da adesina FimH localizada na ponta da fimbrias. A fimbria tipo 3
possui de 3 a 4 um de comprimento e é composta da proteina MrkA e da adesina MrkD.
Além dos genes que codificam a subunidade fimbrial mrkA e aderéncia mrkD, os genes
MrKB, mrkC, mrkE parecem estar envolvidos na montagem do filamento fimbrial e na
regulacdo da expressdo da fimbria tipo 3. O produto do gene mrkF é necessario para
manter a estabilidade do filamento fimbrial na superficie da célula (ALLEN et al., 1991;
BURM@LLE, M. et al.,2008; SCHEMBRI et al., 2005).

As fimbrias sdo codificadas pelo gene MRK cluster (ABCDF MRK) que é
constituido por cinco genes (Figura 03) que codificam a estrutura e montagem dos
componentes dos apéndices (MURPHY ; CLEGG , 2012).
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Fonte: Murphy e Clegg (2012,p.994)

Figura 03 - Genes que codificam o0s componentes estruturais e as subunidades
envolvidas na montagem da mebrana externa

K. pneumoniae expressam tanto a fimbria tipo 1 quanto a do tipo 3, sendo a ultima
mais amplamente identificada como apéndice que intermedia a formacao do biofilme em
superficies bibticas e abidticas. Ainda que esses fatores sejam pouco conhecidos,
estudos recentes demonstraram que a expressao do gene é regulada por niveis
intracelulares de GMP ciclico (MURPHY; CLEGG, 2012).

2.3 EPIDEMIOLOGIA DAS INFECCOES POR K. pneumoniae RELACIONADAS A
DISPOSITIVOS MEDICOS

K. pneumoniae é considerado um importante patégeno oportunista em pacientes
hospitalizados, podendo causar infec¢des extra intestinais, tais como infec¢des urinarias
(ALKHATEEB et al.; JEAN et al.,2016), bacteremias (HUANG et al 2016, infeccOes
relacionadas a dispositivos médicos (AL-MOUSA et al.,2016; JAHANI-SHERAFAT et
al.,2015; SAHLI et al.,2016), pneumonia associada a ventiladores mecéanicos (GUO et al,
2016) e pneumonia adquirida na comunidade (CAMPOS et al., 2016; HAYDEN et al.,
2014).
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Geralmente essas infec¢ges sdo dificeis de serem tratadas devido & maioria das
amostras clinicas de K. pneumoniae exibir resisténcia a varios antimicrobianos. As
enterobactérias em particular, E. coli, Proteus mirabilis e K. pneumonia e Pseudomonas
aeruginosa s&o 0s principais micro-organismos relacionados a infec¢des associadas a
cateteres urinarios, bacteridria e bexiga neurogénica (FLORES-MIRELES, et al., 2015;
HOOTON et al.,2010).

A bacteritria associada a presenca de cateter € a mais comum infeccao
relacionada a cuidados de saude em todo mundo, resultado da utilizacdo generalizada
de sondagem vesical e de forma inadequada em hospitais. Os cuidados que vao desde
a insercdo até a manutencdo desse dispositivo sdo muitas vezes negligenciados,
conduzindo a casos recorrentes de infec¢do e resisténcia antimicrobiana (HOOTON et
al., 2010).

Ghafourian et al. (2012) avaliaram 288 amostras clinicas de K. pneumoniae
procedentes de pacientes com infec¢do urinéria de trés hospitais iranianos, os resultados
demonstraram que quase 50% dos isolados eram produtores de beta-lactamase de
espectro estendido exibindo uma elevada resisténcia as cefalosporinas de terceira
geracao.

Acredita-se que o fenétipo de hipermucoviscosidade esteja correlacionado com
a presenca do gene de viruléncia rmpA em amostras mais patogénicas na comunidade
(WH et al.,2010). Geralmente amostras bacterianas isoladas de infecgfes urinérias da
comunidade causam grande preocupacao, principalmente quando pertencentes ao grupo
resistente a celalosporinas (CTX-ESBLS). A presenca dessa enzima pode levar a falhas
no tratamento empirico e complicacdes da infeccdo de trato urinario, ja instalada
(MARTINEZ et al.,, 2012). Além das beta-lactamases de espectro estendido, varios
fatores de viruléncia de K. pneumoniae estdo envolvidos em sua patogénese,
principalmente a capsula, sideroforos e adesinas (RANJBAR et al.,2016).

O diagnostico precoce e o tratamento adequado de infeccdo aguda de trato
urindrio pode evitar a disseminagdo da infeccdo por bactérias Gram-negativas,
particularmente as enterobactérias, evitando complicagbes tais como a formacdo de

abscessos hepaticos invasivos ou abscessos prostaticos (LIAO et al.,2016).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0882401016304120
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A sindrome do abscesso hepatico invasivo é causada por subtipos
hipervirulentos de K. pneumoniae. Essa sindrome esta associada com o fendtipo de
hipermucoviscosidade de linhagens de K. pneumoniae, principalmente as que possuem
0s gene A (magA) e um plasmideo regulador do fenétipo mucoide A rmpA (MCCABE et
al.,2010; NADASY et al.,2007).

O uso clinico de cateteres tem se tornado uma rotina na pratica hospitalar, seja
para monitoramento hemodinamico do paciente, terapia de substituicdo renal, suporte
nutricional ou na administracdo de medicacédo e, 0 seu uso tem tempo de permanéncia
variavel (FRASCA et al.,2010; MOREAU et al.,2013).

Em consequéncia ao aumento do uso e manutencéo desse dispositivo, estima-
se 80.000 infeccBes de corrente sanguinea relacionadas ao uso de cateter venoso central
(ICSRC) na wunidade de terapia intensiva ocorreram nos Estados Unidos
(MERMEL,2009). Apesar da diminuigéo de 46% dos casos entre 2008 e 2013, atualmente
ocorrem 30.100 casos/ano de ICSRC no pais segundo relatério do Centro de Controle e
Prevencéo de Doencas (CDC,2015).

Quando a infeccéo relacionada ao uso de cateteres € identificada, o tratamento
requer a remocao do dispositivo, além de um regime adequado de terapia antimicrobiana
sisttmica. Em casos graves, a infeccdo pode progredir para eventos sépticos e
mortalidade. A responsabilidade na troca e manutencao desses dispositivos vai além do
cuidado com a pele, duracao de uso, preferéncia de sitios de insercao e da escolha do
cateter ideal para a necessidade de cada paciente (SCHIAVONE et al., 2010).

O uso de cateteres centrais de insercdo periférica (PICCs) tem aumentado
recentemente, principalmente na unidade de terapia intensiva pediatrica e em pacientes
dentro e fora das instalac@es intensivas de cuidado. Convencionalmente, os PICCs tém
sido usados na quimioterapia, terapia antimicrobiana intravenosa, nutricdo parenteral e
administragdo de medicamentos. Assim como 0 cateter venoso central, muitos sdo os
protocolos e cuidados para avaliar e prevenir infec¢des relacionadas ao dispositivo, tais
como programa de educacdo em saude e avaliacao clinica (ADVANI et al., 2011; BAXI
et al., 2013; FRASCA et al., 2010).

Um estudo de coorte multicéntrico realizado por Milstone e colaboradores (2013)
com um total de 4.797 PICCs posicionados em 3.967 neonatos, mostrou que 149 dos
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pacientes que faziam uso desses, apresentaram infeccdo de corrente sanguinea. O risco
de aquisicdo aumentava duas semanas apos a insercédo do dispositivo, permanecendo
elevada até a sua remocao. O estudo de Siqueira e colaboradores (2011) identificou
como fator de risco o sitio de insercéo no cateterismo venoso central.

A descricdo de espécies da familia Enterobacteriaceae produtoras de
cabarpenemases era incomum nos Estados Unidos até 1992, no entanto essas bactérias
vém sendo comumente associadas a casos de infecgcles, principalmente as do trato
urindrio, respiratérias e bacteremias. Desde o primeiro relato de K. pneumoniae produtora
de carbapenemase (kpc+) No Pais em 2001, linhagens desta espécie tém se propagado
globalmente nos servicos de saude (DI CARLO et al., 2011; MARRA et al., 2006).

A possibilidade de co-infeccdo com outras bactérias, principalmente em
pacientes idosos e imunocomprometidos, além daqueles que usam dispositivos
intravenosos, acarreta maior risco. O primeiro caso de bacteremia simultanea por K.
pneumoniae produtora de carbapenemase e E. coli em um paciente brasileiro foi descrito
por Ledo e colaboradores, em 2010. Embora amostras de K. pneumoniae produtoras de
carbapenemase (kpc+) tenham sido relacionadas a casos de infecgbes sistémicas e
nosocomiais nos Ultimos anos, quando se avalia as infec¢bes associadas ao uso de
dispositivos intravenosos, esse numero aumenta (CHUN-MING et al., 2012; CLANCY et
al., 2013).

O estudo de Zarkotou e seus colaboradores (2011) identificou as fontes provaveis
de bacteremia por K. pneumoniae KPC positivas em pacientes hospitalizados. A maioria
foi associada ao uso de cateter venoso central (30), infec¢Bes do trato respiratério (12),
do trato urinario (7), pele (6), tecido mole (4), sistema nervoso central (1), sendo que
grande parte desses pacientes (71,7%) encontravam-se hospitalizados na unidade de

terapia intensiva.
2.4. FORMACAO DO BIOFILME EM Klebsiella pneumoniae
A estrutura do biofilme confere uma vantagem de sobrevivéncia aos micro-

organismos associados nessa estrutura, que incluem a resisténcia as forcas de

cisalhamento, a resisténcia a fagocitose e a agentes antimicrobianos. Estudo realizado
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por Trautner e Darouiche (2004) avaliando a formacao do biofilme em cateteres urinarios,
identificou produtos extracelulares e componentes do hospedeiro depositados,
contribuindo para a adesao dos micro-organismos ao dispositivo.

Apoés a insercdo do cateter venoso central, a superficie torna-se coberta por
proteinas plasmaticas, particularmente fibrinas. Bactérias da microbiota da pele migram
ao longo do trajeto do cateter e incorporam-se as proteinas plasméticas, colonizando o
dispositivo. O mesmo se aplica aos cateteres centrais de insercao periférica que podem
permanecer dias ou até semanas, determinando um risco de complicacdes infecciosas e
nao infecciosas (FLETCHER et al., 2005).

A colonizagéo e adeséo das superficies internas e externas do limen desses
dispositivos intravasculares por micro-organismos, geralmente esta associada a
presenca de proteinas sanguineas, fibrinogénicas e fluidos relacionados a terapia, que
favorecem a formacao do biofilme. Murga et al. (2001) demonstraram em um estudo
controlado em laborat6rio o efeito dos componentes sanguineos na extensdo do biofilme
formado por bactérias Gram-negativas e, ainda sugeriram que a mesma via de acesso
utilizada para administracdo de medicamento e usada para retirada de sangue pode
aumentar o crescimento de bactérias Gram negativas na porta do acesso.

No estagio inicial do biofilme, os micro-organismos estdo irreversivelmente
aderidos a superficie abidtica pela producao de polimeros extracelulares e pela formacgéao
de microcol6nias. Além de consistir em uma organizacéo celular complexa, o biofilme é
regulado por quorum sensing, processo que promove a comunicagao intercelular e troca
de sinais entre bactérias, e esta associado ao aumento da resisténcia a antimicrobianos
(BALABAN et al., 2003; MERRITT et al., 2011).

E sabido que altera¢Bes na biossintese da capsula modificam o fenétipo celular
de K. pneumoniae. A complexa interacao entre essa biossintese, a formacéo do biofilme
e a expresséo das fimbrias vem sendo descritas como fatores de viruléncia que permitem
colonizar facilmente dispositivos médicos (BODDICKER et al., 2006. Em estudo realizado
por Huang et al. (2014), foi observado que a auséncia da capsula aumentou a formacao
do biofilme, um provavel efeito decorrente do operon pga, enquanto linhagens testadas

com diferentes dele¢cbes na biossintese da capsula produziram menos biofilme.
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Diferentemente, Balestrino et al. (2008) e Wu e seus colaboradores (2011)
demonstraram, por analises microscopicas e de interrup¢cdo de genes, que a cipsula é
necessaria para a cobertura inicial do substrato e a construcao arquitetural do biofilme
maduro, assim como também o LPS estéa envolvido na adeséao inicial. Estes resultados
deram uma nova viséo sobre os fatores bacterianos sequencialmente associados com a
capacidade de colonizar uma superficie abidtica, como dispositivos médicos e revelaram
0s papéis desempenhados por exopolissacarideos de superficie durante a formacgéo de
biofilme por K. pneumoniae.

Em ordem de combinagé&o de fatores para a formagéo dessa complexa matriz, as
fimbrias dos tipos 1 e 3 desempenham importante papel na adeséo a superficies. Em K.
pneumoniae as fimbrias tipo 3 foram encontradas como fortes promotoras da formagéo
do biofilme, mediando a adeséao intercelular no interior do biofilme especialmente em
superficies inertes sendo assim, um importante fator de viruléncia em infec¢des do trato
urinario (SCHROLL et al., 2010).

Stahlhut et al. (2010) identificaram nove clones relacionados com o aumento na
formacao do biofilme. Cinco desses clones continham genes cluters de fimbria tipo 3
exibindo um aumento de quatro vezes na espessura do biofilme formado em cateteres.

O estudo de Hennequin e colaboradores (2012) encontrou amostras clinicas de
K. pneumoniae produtoras de carbapenemases, altamente resistentes a cefotaxima que,
mesmo em concentracdes sub-inibitérias, aumentava a formacéao do biofilme. Os autores
ressaltaram a habilidade dessa bactéria em transferir plasmideos, principalmente quanto
inserida em biofilme, demonstrando a capacidade da espécie em sobreviver em ambiente
hospitalar.

A persisténcia da infeccdo associada ao biofiime é primariamente devido ao
aumento da resisténcia aos antimicrobianos exibidas pelas células do biofilme. Existem
varios fatores que atuam em conjunto para proporcionar um aumento no nivel geral de
resisténcia no biofilme, incluindo a capacidade dos antimicrobianos de atingir as células
ou a funcao individual de cada gene expresso no biofilme. Assim, as células no interior
do biofilme respondem a todas as mudangas ambientais que possam encontrar (MAH,
2012).
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2.5. ATIVIDADE ANTI-BIOFILME BACTERIANO EM CATETERES IMPREGNADOS
COM SUBSTANCIAS ANTIMICROBIANAS

Devido a formacéo do biofilme em dispositivos invasivos e a predisposicado as
infecgbes associadas ao seu uso, muitas tecnologias tém sido criadas na tentativa de
diminuir a incidéncia dessas. Uma delas consiste na associa¢cdo de antimicrobianos (ex.
minociclina e rifampicina) ou antissépticos (ex. clorexidina e sulfadiazina de prata) na
superficie de cateteres intravasculares (WASSIL et al., 2007).

Em um ensaio clinico com 356 cateteres divididos em dois grupos (cobertos e
nao cobertos com antimicrobianos), Hanna et al. (2004), identificaram 17 cateteres
relacionados a infeccdo da corrente sanguinea, sendo trés associados a cateteres
impregnados com rifampicina e minociclina e 14 associados a cateteres nao
impregnados. Dairouiche e colaboradores (1999) realizaram um ensaio similar com 865
cateteres, também demonstrando menor incidéncia de infec¢gdes quando o dispositivo
estava impregnado com antimicrobianos. Entre 382 cateteres impregnados com
clorexidina e sulfadiazina de prata e 356 cateteres impregnados com rifampicina e
minociclina somente 87 (22,8%) e 28 (7,9%) respectivamente, foram colonizados.

O estudo de Parker et al. (2015) avaliou infec¢Bes associadas a shunt do liquido
cefalorraquidiano, considerado uma das maiores causas de morbidade e mortalidade no
tratamento da hidrocefalia. Os pesquisadores realizaram uma revisdo retrospectiva a
partir dos registros médicos de 287 hospitais nos Estados Unidos a fim de identificar a
incidéncia de infeccbes de shunt cerebral, associadas ao uso de cateteres impregnados
com antimicrobianos e aos cateteres padrdo. Os autores concluiram que os cateteres
associados com antimicrobianos apresentaram uma significativa reducédo da infeccao
tanto para adultos (2,2% contra 3,6%) quanto para pacientes pediatricos (2,6% contra
7,1%) resultando em uma economia de custo de US$ 42.125 e US$ 230.390,
respectivamente. Valor equivalente a aquisicdo de 100 novos shunts pediatricos e
adultos.

Do mesmo modo, na Inglaterra, a infeccdo associada ao shunt ventriculo
peritoneal (VPS) foi a causa de aproximadamente 8% dos casos primarios de

hidrocefalia. Avaliando o uso na rotina médica, Jenkinson et al. (2014) realizaram um
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estudo randomizado com 1.200 pacientes de 17 clinicas neurolégicas. Os autores
compararam 0 uso de cateteres impregnados com rifampicina e clindamicina e aqueles
impregnados com prata, além da resisténcia aos antimicrobianos. O estudo foi o primeiro
a determinar que o uso de shunt ventriculoperitoneal impregnado com antimicrobianos e
prata, reduzia precocemente as infec¢cdes nesse dispositivo, sendo potencialmente
benéfica ao paciente e a pratica neurocirirgica atual.

Assim como todos os dispositivos invasivos, 0 uso de cateter urinario ndo esta
livre de riscos. A colonizacao por bactérias uropatogénicas em cateteres urinarios resulta
na formacéo de biofiime e eleva a infec¢cdo do tecido circundante. Muitas vezes ha
necessidade de remocao do cateter, além disto, as infec¢Bes associadas ao biofilme séo
de dificil tratamento, uma vez que a resisténcia aos antimicrobianos é cerca de 1.000
vezes maior. Burton et al. (2006) desenvolveram compostos com atividade anti-biofilme
contra as amostras clinicas de Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus epidermidis e Enterecococcus faecalis, determinando a atividade
inibitdria in vitro contra P. aeruginosa e S. epidermidis. Ao cobrir cateteres de silicone, os
autores demonstraram que o inibidor N-acetil-D-glucosamina-1-fosfato acetiltransferase
(GImU) utlizado e sulfato de protamina foram promissores para revestimentos
de dispositivos médicos.

2.5.1 Uso de clorexidina/sulfadiazina de prata

A clorexidina é um antiséptico catidnico e desinfetante descrito em 1950, ativo
contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, virus envelopados e fungos. Em
concentracbes maiores que 100ug/mL a clorexidina é bactericida, promove a
desnaturacdo das proteinas citoplasmética levando a morte celular, enquanto que em
concentracdes inferiores, é bacteriostatica ao inibir as enzimas na membrana bacteriana
e ao interromper as interacdes entre lipidios e proteinas, levando ao aumento da
permeabilidade e ao extravasamento dos componentes celulares (GUPTA et al., 2012).

As solucdes com clorexidina sao amplamente utilizadas em procedimentos
clinicos como os pré-operatoérios, introducdo de cateteres, uso topico em feridas e

tratamentos odontolégicos como no controle de agentes causadores da placa dental e na
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prevencao de gengivites (ALMEIDA et al.,2010; KIKLIS et al.,2014; MAZZO et al.,2012;
PEDROLO et al.,2014).

O CDC recomenda o uso de clorexidina a 2% diariamente na antissepsia da pele
a fim de reduzir infeccdes de corrente sanguinea relacionadas ao uso de cateteres. No
uso tépico, a clorexidina se liga covalentemente a pele e as proteinas da mucosa
resultando em um efeito antimicrobiano com absorcdo sistémica limitada. O uso de
cateteres impregnados com antissépticos e/ou antimicrobianos, tais como
clorexidina/sulfadiazina de prata e minociclina/rifampicina € recomendado desde 2011
em paciente com indicac¢ao do uso deste por mais de cinco dias (CALOGIURI et al.,2013;
O’GRADY et al.,2011).

Allan et al. (2012) realizaram um estudo comparativo em modelo in vivo entre
cateter cobertos com cloredixina e nado cobertos, os dispositivos cobertos com o
antisséptico foram capazes de reduzir significativamente a colonizacdo e prevenir a
migracdo de Staphylococcus aureus quando comparado com o cateter padrdo sem
cobertura.

Em outro estudo Raad e colaboradores (2012), visando aumentar o espectro de
acdo antimicrobiano de cateteres cobertos com minociclina/rifampicina, adicionaram
clorexidina e avaliaram o efeito dessa combinac&o contra amostras clinicas de MRSA, E.
faecium resistente a vancomicina (VRE), P. aeruginosa, Candida albicans e C. glabrata.
Os autores observaram inibicdo completa da formacao de biofilme dos micro-organismos
testados com o efeito prolongado superior a trés semanas e atividade antimicrobiana

mais eficaz.

2.5.2 Uso de N-acetilcisteina e levofloxacina

Embora ainda ndo sejam comercializados, os cateteres impregnados com a
combinagcdo de N-acelticisteina e levofloxacina possuem excelente atividade
antimicrobiana e anti-biofilme. Mansouri et al. (2013) demonstraram maiores zonas de
inibicdo contra Staphylococcus epidermidis resistentes a meticilina (MRSE), S.aureus
resistente a meticilina (MRSA), Enterococcus resistente a vancomicina (VRE), P.

aeruginosa, K. pneumoniae, e E. coli, reduzindo a colonizagdo por todos 0s micro-
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organismos testados contudo, a durabilidade do efeito antimicrobiano diminuiu
acentuadamente de acordo com o tempo de permanéncia do cateter.

A levofloxacina € uma quinolona de segunda geracao (fluoroquinolona) ativa
contra bactérias Gram-negativas e Gram positivas. O mecanismo de acdo das
fluoroquinolonas é expresso através de sua interagdo com topoisomerases tipo I, a DNA-
girase e a topoisomerase |V, enzimas essenciais para a replicacdo do cromossomo e
para a transcricdo e reparacdo do DNA. A inibicdo da topoisomerase bacteriana pela
levofloxacina determina a fragmentacdo do cromossomo bacteriano sendo responsavel
por sua atividade bactericida (LUZZARO, 2008).

Embora as fluoroquinolonas sejam uma das maiores classes de agentes
antimicrobianos utilizados, muitos estudos descrevem resisténcia mediada por
plasmideos principalmente em K. pneumoniae, E. coli, Enterobacter ssp. e outras
bactérias da familia Enterobacteriaceae (ROBICSEK et al., 2006; RODRIGUEZ, 2005).
Os mecanismos de resisténcia incluem a producéo das proteinas das familias Qrn (QnrA,
QnrB e QnrS), mutacdes nos genes do cromossomo da enzima topoisomerase IV, que é
essencial para o crescimento bacteriano e na DNA-girase, desta forma reduzindo a
permeabilidade da membrana ou aumentando a expressao das bombas de efluxo (QepA)
(BAMBEKE et al., 2005; RODRIGUEZ et al.,2008).

Varios sdo os estudos que tentam demonstrar a potencial efetividade da
combinacdo de antimicrobianos com outras substancias (ASLAM, 2007; ASLAM e
DAROUICHE, 2011). A N-acetilcisteina (NAC) tem aumentado a atividade terapéutica de
varios antimicrobianos e atuado em importantes processos na formacao do biofilme em
aco inoxidavel de dispositivos médicos e cateteres, incluindo a capacidade de degradar
0 polissacarideo extracelular da matriz e romper biofilmes maduros, assim agindo como
uma substancia antibiofilme (MOHSEN et al., 2015).

Efrati et al. (2007) demonstraram que a NAC foi capaz de atuar na matriz do
biofilme ao promover o aumento da eficacia terapéutica da vancomicina, que sozinha nao
teve nenhum efeito significativo sobre as células embebidas em biofilmes. Esta atividade
da NAC pode resultar no desprendimento de células, individualmente ou em grupos,
fazendo com que o biofilme e células bacterianas isoladas sejam mais susceptiveis a

acao de outros agentes antimicrobianos e a acao das células do sistema imunologico.
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Assim, o papel da NAC como um mucolitico na segmentacdo da matriz e desprendimento
de células pode ser uma ajuda importante para a erradicacdo de infec¢des associadas
aos biofilmes.

Mohsen et al. (2015) mostraram a atividade antibacteriana e antibiofilme da N-
acetilcisteina em associacdo com farmacos anti-inflamatérias ndo esteroidais na
aderéncia de S. aureus, K. pneumoniae, P. aeruginosa e Proteus mirabilis a superficie
de cateteres. Essa combinacado foi capaz de inibir a aderéncia das linhagens testadas
com um alto efeito no desprendimento do biofilme maduro.

Embora ndo seja um antimicrobiano, mas um agente mucolitico usado no
tratamento médico de pacientes com bronquite crénica, a NAC tem mostrado grandes
resultados ao diminuir a formagé&o do biofilme. No estudo de Olofsson et al. (2003) a NAC
foi eficaz em reduzir e prevenir a formacao do biofilme na superficie de aco inoxidavel em
fabricas de papel, diminuindo o crescimento de monoculturas e comunidades bacterianas

multiplas.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade de antimicrobianos e de antissépticos utilizados no
revestimento de cateteres quanto a formacéo de biofilme por Klebsiella pneumoniae.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Analisar o tempo de permanéncia e atividade da combinacao de antimicrobiano e
antissépticos na superficie dos segmentos de cateteres colonizados pela amostra
de referéncia Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 e uma clinica de Klebsiella

pneumoniae produtora de carbapenemases (kpc);

» Determinar a concentracdo inibitoria minima e perfil de susceptibilidade a
antimicrobianos das amostras testadas;

» Avaliar a implantacdo do biofilme por cultura quantitativa pelas amostras de
referéncia e KPC nos cateteres impregnados ou ndo com as substancias com

atividade antimicrobiana;

» Pesquisar as caracteristicas morfologicas dos biofilmes, formados pelas amostras
de referéncia e KPC, nos cateteres impregnados ou ndo com as substancias com

atividade antimicrobiana, por microscopia eletronica.
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4 MATERIAS E METODOS

4.1 AMOSTRAS BACTERIANAS

Foram avaliadas quanto a formacé@o de biofiime em trés diferentes tipos de
cateter venoso central duas amostras de Klebsiella pneumoniae: uma de referéncia, K.
pneumoniae ATCC 13883 e uma amostra clinica de K. pneumoniae produtora de
carbapenemase (KPC).

A amostra clinica K. pneumoniae produtora de KPC - 2 pertencente a colecao
bacteriana do Laboratério de Microbiologia Oral e Anaerdbios, cedida pela professora

Mara Corréa Lelles Nogueira.

4.1.1 CATETERES E SUBSTANCIAS COM ATIVIDADES ANTIMICROBIANOS
UTILIZADOS

Os experimentos foram realizados em cateter venoso central, triplo [limen 7 Fr,20
cm, composto de poliuretano (Trilucath), como cateter controle.

O mesmo tipo de cateter foi impregnado com uma de combinacdo de N-
acetilcisteina (NAC) e Levofloxacina (LEV), baseado no método de Mansouri et al.(2013)
(Figura 04). Além disso, o cateter impregnado com cloredixina/sulfadiazina (CHX/SS)
(Arrowgard Blue Plus; Arrow International, Inc., Reading, PA), composto de poliuretano,

duplo limen,7Fr, com 20 cm disponivel comercialmente, também foi testado (Figura 04).
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Fonte: Arquivo pessoal do autor,2017

Figura 04 - Foto representativa do kit de insercao (Cateter,dilatador de veia,guia
metalico com ponta em J,agulha de puncéo,seringa de 05mL e redutor de sutura).

4.1.2 PREPARO DOS CATETERES COM NAC E LEVOFLOXACINA

Segmentos de um centimetro foram imersos em solu¢éo contendo 100 mg/mL
de NAC e 100 mg/mL de Levofloxacina com concentra¢cdes previamente descritas por
Mansouri et al. (2013); Aslam e Darouiche (2011), seguida de secagem overnight e

lavagem com agua destilada estéril para remoc¢ao de residuos ndo aderidos.

4.2 TESTE DE DURABILIDADE DAS SUBSTANCIAS NO CATETER

Segmentos com um centimetro de cada um dos trés tipos de cateteres,
impregnado com NAC/LEV, com CHX/SS e o controle (sem impregnacao), foram
testados em triplicata para avaliagdo da formacdo e/ou da inibicdo do biofilme pelas
amostras de K. pneumoniae mencionadas acima.

Cada segmento foi colocado individualmente em tubos contendo 1mL soro
controle de origem humana liofilizado (Qualiset) e incubados a 24h por 37°C para
aumentar a formacdao e ligacdo de proteinas sanguineas, com troca semanal do soro.

O segmento do cateter parcialmente embebido foi colocado no centro da placa
de agar Mueller-Hinton (Becton Dickinson®, USA) com suspensdo bacteriana 108
CFU/mL espalhada uniformemente e previamente incubada a 37°C, ap6s isso incubado
por 24h adicionais. Assim, foi possivel observar a zona de inibicdo do crescimento
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bacteriano demonstrando a atividade e durabilidade da combinag&o de Levofloxacina e
N-acetilcisteina e do segmento com clorexidina/sulfadiazina de prata. Os testes foram
processados em trés, sete, dez, quinze e trinta dias que correspondem aproximadamente
ao periodo que o cateter venoso central pode permanecer inserido in vivo.

O parametro adotado para avaliar a zona de inibicdo e definicdo dos dias
avaliados foi baseado em estudos anteriores descritos por Mansouri et al. (2007) e
(2013), em que os tamanhos das zonas de inibicdo eram avaliados medindo a distancia

perpendicular ao eixo longo do segmento de cateter.

4.3 ANALISE DA IMPLANTACAO DO BIOFILME IN VITRO POR CULTURA
QUANTITATIVA

O modelo de Stahlhut modificado (2012) foi adotado para colonizacao de biofilme
no cateter. O segmento anteriormente embebido em soro humano e submetido ao teste
de atividade antimicrobiana foi transferido para caldo Trypticase Soy Broth (TSB)
contendo 2,0 x 10° células do micro-organismo previamente crescidas a 37°C por 24h e
assim incubados por mais 24 horas adicionais com o segmento. O inéculo, em seguida,
foi descartado e o segmento lavado por duas vezes com 1ml e submetido ao agitador
com controle de temperatura por 30 minutos com 5 mL de salina estéril, sendo removido
com o auxilio de uma pinca estéril e adicionado 5 mL de salina a 0,9% em um tubo Falcon
para sonicacao por 5 minutos a 40 KhZ. Apés a sonicacao, foi retirada uma aliquota de
100ul de cada amostra da solucéo para a diluicdo seriada, que foram semeadas em agar
Mac Conkey (OXOID®, Basingstoke, ENGLAND) e agar Trypticase Soy Agar (OXOID®,

Basingstoke, ENGLAND, para a contagem de colénias.

4.4 ANALISE POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Para avaliar a formacao do biofilme e os efeitos da combinagdo NAC/LEV e da
CLX/SP por microscopia eletrbnica, foram usados dois segmentos de 1 cm,
correspondendo ao cateter coberto com antimicrobianos ou antisséptico e o cateter

controle. Os segmentos foram separados assepticamente com o0 auxilio de uma pinca
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estéril e incubados individualmente em tubos contendo 2 x10° UFC/mL de suspenséo
ajustados em densidade Gtica (OD), de acordo com o item 4.2.

Em seguida, os fragmentos dos cateteres foram brevemente lavados com
solucéo fisioldgica estéril a 0,9%, transferidos para frascos vazios para a fixacao primaria
com solucéo tampao (5% glutaraldeido em 0,1M), sendo posteriormente desidratadas em
consonancia com o protocolo do Centro de Microscopia Eletrénica da UFMG.

A fixacdo quimica inicial responde pela integridade da amostra e também por
torna-la condutora garantindo a manutencdo da forma e da resisténcia do biofilme. Os
fragmentos de cateteres contendo o biofilme foram devidamente fixados, desidratados
com acetona ou etanol até o ponto critico no aparelho de Ponto Critico Balzer CPD030
e, posteriormente substituido por gas carbénico liquefeito CO2 na camara de secagem. A
despressurizacdo lenta dessa camera até a pressao atmosférica garante que o espécime
seja removido seco e sem alteragdes. O espécime foi entdo montado no suporte porta
amostras do microscopio (stub) e cobertos com uma camada condutora de platina a fim
de produzir um potencial elétrico que posteriormente sera necessario para producao de
elétrons e formacédo da imagem.

A estrutura do biofilme foi avaliada através da microscopia eletrénica de
varredura Quanta FEG 3D FEI no Centro de Microscopia Eletrénica da UFMG. A amostra
foi inclinada sob o feixe eletronico a fim de se observar as dimensdes do efeito
antimicrobiano, o grau de colonizacdo e aderéncia dos micro-organismos aos cateteres,

entre 0s segmentos impregnados e o controle e as caracteristicas do biofilme formado.

4.5 AVALIACAO DA SUSCEPTIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS DAS AMOSTRAS
BACTERIANAS AVALIADAS E DAS SUBPOPULACOES RESISTENTES A
COMBINACAO NAC e LEV

4.5.1 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) DE N-
ACETILCISTEINA E LEVOFLOXACINA

As amostras de K. pneumoniae (referéncia e clinica), foram submetidas a

avaliacdo da interagéo sinérgica entre a levofloxacina e a N-acetilcisteina pelo teste de
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microdiluicdo checkboard usando caldo Mueller Hilton (BBL™) em microplacas com 96
pocos e de fundo chato, avaliada depois de 20h de incubacéo a 37°C. Os controles de
crescimento e esterilidade foram testados em todas as placas. Os agentes
antimicrobianos foram diluidos a partir da solucao estoque e deixados em concentracdes
quatro vezes superiores a concentracao final da placa, em seguida foram realizadas
diluicdes seriadas de N-acetilcisteina (Sigma-Aldrich®) e Levofloxacina (Sigma-Aldrich®)
para criar diferentes concentracdes da combinacdo em cada poco NAC (8 pug/mL a
512ug/mL) e LEV (0,015 pg/mL a 8 pg/mL).

A concentracdo bacteriana final adicionada em cada pogo foi de 10° UFC/mL. O
calculo do indice de concentracdo inibitéria fracional (FICI) realizado foi baseado no
modelo descrito por (SOPIRALA, M.M. et al. 2010). A interpretacdo do FICI corresponde
ao (CIM do farmaco A em combinacéao) / (CIM do farmaco A sozinho)] + [(CIM do farmaco
B em combinagéo) / (CIM do farmaco B sozinho)]. O sinergismo foi definido como FICI
de < 0,5; aditivo, FICI de >0.5 a < 1; nenhuma interacgédo (indiferente), FICI entre >1 e <
4; antagonismo, FICI > 4. (PHITAKTIM S.et al., 2016).

4.5.2 PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS DAS SUBPOPULACOES
BACTERIANAS RESISTENTES A COMBINACAO NAC E LEV

As subpopula¢des bacterianas obtidas no terceiro, sétimo e décimo quinto dia de
incubacdo no teste de durabilidade das substancias NAC e LEV, foram submetidas
avaliadas quanto aos perfis de susceptibilidade a diferentes antimicrobianos utilizados na
pratica clinica.

Essa andlise foi feita pelo sistema automatizado VITEK® 2 Compact (bioMerieux,
Marcy I'Etoile, FRANCE), utilizando-se o cartdo para bactérias Gram negativas, AST-
N239. Os resultados obtidos foram interpretados de acordo com o CLSI, 2015.

As amostras de K. pneumoniae ATCC 13883 e aquela produtora de KPC foram

utilizadas como controle dos testes.
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4.6 ANALISE ESTATISTICA

O programa Stata versao 12.0 (STATA Corp., TX, USA) foi utilizado para realizar
as analises estatisticas. Foram consideradas duas variaveis respostas ou variaveis
dependentes, o numero de células bacterianas recuperadas (em Log 10 UFC) e a
medicéo dos halos de inibicdo (em milimetros). Escolheu-se a andlise de regressao linear
para comparar as duas variaveis resposta com as variaveis independentes: tempo (trés,
sete, dez, 15 e 30 dias), tipo de cateter (controle, sem drogas; impregnado com N-

acetilcisteina e levofloxacina; e impregnado com clorexidina e sulfadiazina de prata).
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5 RESULTADOS

5.1 DURABILIDADE DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA NOS CATETERES
AVALIADOS

5.1.1 Durabilidade da atividade de N-acetilcisteina e levofloxacina
Os resultados obtidos nesta avaliacdo mostram o declinio da atividade da

antimicrobiana do cateter impregnado com (NAC/LEV) ao longo do tempo como
demostrado no Gréfico 01.

Atividade e durabilidade da combinacado antimicrobiana de
N-acetilcisteina e levofloxacina para KPC e ATCC
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Fonte: Elaborada pelo autor,2017

Gréfico 01 - Avaliagéo da atividade e durabilidade dos antimicrobianos impregnados nos

cateteres (NAC/LEV), ao longo do tempo.

Inicialmente a combinag&o de NAC + LEV no cateter promoveu o tamanho médio
de 20,4 mm do halo inibicdo do crescimento contra a amostra referéncia enquanto a
amostra clinica apresentou um tamanho médio de 9 mm. A durabilidade da combinagéo

com atividade antimicrobiana no cateter permaneceu até o 30° dia, entretanto a partir do
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sétimo dia ja pode ser observado um declinio significativo da atividade das substancias
quimicas, entre as amostras testadas. O declinio da atividade da substancia
antimicrobiana no cateter foi acompanhado do surgimento de subpopulacfes resistentes
nas zonas dos halos de inibicdo (Figura 05).

Fonte: Arquivo pessoal do autor,2017.
A - Klebsiella pneumoniae ATCC 13883; B — Klebsiella pneumoniae produtora de

carbapenemase KPC

Figura 05 - Avaliacdo dos halos de inibicdo induzidos pela atividade de (NAC+LEV), ao
longo do tempo, nas amostras de K. pneumoniae de referéncia e KPC.
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A presenca de subpopulagbes resistentes a combinacdo testada iniciou
precocemente (3° dia) para amostra de KCP, enquanto a amostra de referéncia

apresentou somente no sétimo dia (Figura 06).

Fonte: Arquivo pessoal do autor,2017.
A - Klebsiella pneumoniae ATCC 13883; B — Klebsiella pneumoniae produtora de
carbapenemase KPC

Figura 06 - Subpopulaces resistentes a combinacdo NAC+LEV no sétimo dia para as

amostras de referéncia e clinica.
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5.1.2 Durabilidade da combinacg&o de Clorexidina e Sulfadiazina de Prata

A durabilidade da combinacédo entre CLX +SP permaneceu até o 15° dia (Grafico
02). No terceiro dia, o tamanho médio dos halos de inibicdo contra a amostra clinica foi
de 3,8mm enquanto que para a amostra de referéncia o tamanho médio foi de 5,6mm. A
partir do sétimo dia percebe-se o declinio no tamanho dos halos de inibigéo.

Atividade e durabilidade da combinacdo de CHX/SS em
cateter contra KPC e ATCC
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Fonte: Elaborada pelo autor

Gréfico 02 - Avaliacdo da atividade e durabilidade dos antimicrobianos impregnados nos

cateteres (CLX+SP), ao longo do tempo.

A reducao dos tamanhos foi detectada até o trigésimo dia, em que a combinacdo
presente nos segmentos ja ndo possuia atividade para inibir o crescimento microbiano
(Figura 07).
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Fonte: Arquivo pessoal do autor,2017.
A - Klebsiella pneumoniae ATCC 13883; B — Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase

KPC
Figura 07 - Avaliagdo dos halos de inibicdo das solu¢des antimicrobianas impregnadas

(CLX+SP), ao longo do tempo

Apesar da evidente atividade contra a colonizagao do cateter, nos tempos iniciais,
e da inibicdo precoce da formagéo do biofilme, os experimentos realizados comprovam

gue seu beneficio, ao longo do tempo, é bastante limitado.

5.2 CULTURA QUANTITATIVA E ATIVIDADE ANTI-BIOFILME ENTRE OS
CATETERES IMPREGNADOS

A cultura quantitativa das células do biofilme, apés a sonicacao do segmento do

cateter, mostrou que a formacéo de biofilme ocorreu diferentemente nos trés tipos de
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cateter: cateter controle, cateter impregnado com (NAC/LEV) e o cateter impregnado com
(CHX/SS).

Apesar das diferencas iniciais, a partir do décimo quinto dia, 0 niumero de células
obtidas do biofilme tendem a permanecer iguais, correspondendo ao periodo em que 0s
cateteres impregnados perdem sua atividade antimicrobiana e/ou antisséptica e passam
a ser equivalentes ao controle.

N&o foi observada a formacdo de biofilme pela amostra de referéncia, K.
pneumoniae ATCC 13883, em fragmentos de cateteres impregnados com (NAC/LEV) no
terceiro dia de incubacgédo, por meio de cultura quantitativa. No entanto, a partir do sétimo
dia houve crescimento microbiano, com numeros de células superiores ao cateter
controle, permanecendo assim até o trigésimo dia.

No trigésimo dia de avaliacdo todos o0s cateteres testados apresentaram
formacao de biofilme. Nesse periodo, notou-se que, independentemente dos cateteres
estarem impregnados ou ndo eles ja ndo possuiam atividade antimicrobiana

demonstrando a limitacdo das solu¢des impregnadas.

Implantacdo do biofilme de Klebsiella pneumoniae

ATCC 13883
o 3
—
8)
9 2
|
£ I
S)
L
20
3 7 10 15 30
Dias

m CAT.CONT. m CAT.IMP.NAC+LEV = CAT.IMP CLX+SP

Fonte: Arquivo pessoal do autor,2017.

Gréfico 03 - Avaliacao da implantacao do biofilme da amostra referéncia K. pneumoniae
ATCC 13883 (Log UFC), ao longo do tempo.

No terceiro dia de incubacdo em soro humano observou-se que, devido a

atividade da combinacdo antimicrobiana/antisséptica nos segmentos de cateter, a
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amostra clinica (KPC) apresentou notavel diferenca em UFC/mL Logl0,
consequentemente com menor formacao de biofilme, quando comparada com o controle
(cateter sem antimicrobiano). Os cateteres impregnados (NAC/LEV) e (CHX+SS)
obtiveram 1,45 UFC/ml Logl0 e 1,50 UFC/ml Logl0 nesse dia, com uma discreta
diferenca entre os cateteres (Grafico 4).

Diferentemente do tempo inicial, no sétimo dia de incubagdo do cateter
impregnado com (NAC/LEV), observou-se a formacéo de biofilme com nimero superior
de células, quando comparado ao cateter impregnado com (CHX/SS) e ao controle. A
contagem de células a partir do biofilme permaneceu elevada até o trigésimo dia de
incubacao. Detectou-se, também, o surgimento de subpopulacdes resistentes nas zonas
dos halos de inibicdo e que permaneceu até o décimo quinto dia, periodo em que o
cateter impregnado esta quase perdendo sua atividade.

Por outro lado, o cateter comercialmente disponivel (CHX/SS) apresentou
episédios discretos de declinio e ascensao de sua atividade antimicrobiana entre o sétimo
e o trigésimo dia, contudo observou-se uma excelente atividade quando comparado com
o controle. A formacao de biofilme atingiu o &pice no décimo quinto dia para os cateteres
controle e para aqueles impregnados com (NAC/LEV) e no décimo dia para o cateter
impregnado com clorexidina + sulfadiazina de prata (Grafico 4).



52

Implantagédo do biofilme de KPC
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Fonte: Arquivo pessoal do autor,2017.

Grafico 04 - Avaliacdo da implantacao do biofilme em Klebsiella pneumoniae produtora

de carbapenemase (Log UFC) ao longo do tempo.

A tabela 01 mostra a comparacao entre as variaveis Log/UFC com o tempo, as
amostras bacterianas e os cateteres utilizados. A constante obtida (_cons) representa a
amostra 0 (K. pneumoniae ATCC), no tempo O (trés dias), para o cateter controle, tendo
o valor de 1,776 log UFC.

Quando se compara a constante com os demais resultados obtidos, é possivel
afirmar que o cateter de niumero 2 (CLX+SP) foi 0 mais eficiente quando comparado com
0 1 (NAC+LEV), pois promoveu uma reducdo de 0,3 Log, sendo estatisticamente
significativo o valor de p (p=0,007).

Nos tempos 2 (dez dias), 3 (15 dias) e 4 (30 dias) foi observado um aumento
gradual no numero de células recuperadas, com os valores de p <0,05, sendo, portanto,
estatisticamente significativos. Quando se comparou as duas amostras e os valores de
Log UFC ao longo do tempo, ndo se observou diferencas estatisticamente significativas

(p=0,269), sendo a diferenca entre as amostras de 0,0984 log/UFC.
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Tabela 01 - Anélise de regresséo linear da variavel dependente log/UFC, comparando

com as variaveis independentes tempo, amostra bacteriana e tipo de cateter.

Source ss af MS Number of obs = 29

F(7, 21) = 7.18

Model 2.70967574 7 .387096534 Prob > F = 0.0002

Residual 1.13244114 21 . 053925769 R—sguared = 0.7053

2dj R-sguared = 0.6070

Total 3.84211688 28 .13721846 Root MSE = .23222

LogUFC Coef. Std. Err. t P>t [95% Conf. Intervall]
Tempo

1 .0004545 .1414846 0.00 0.997 . 2937788 . 2946879

2 .3037878 .1414846 2.15 0.044 . 0095545 .5980212

3 .4187878 .1414846 2.986 0.007 .1245544 . 7130212

4 .4704545 .1414846 3.33 0.003 1762211 . 7646879

Amostra .0984849 . 0867002 -1.14 0.269 . 2787878 .0818181
Cateter

1 .2207273 .1073336 2.06 0.052 .0024852 .4439398

2 -.309 .1038516 -2.98 0.007 .5249712 —.0930288

_cons 1.776545 .1281517 13.86 0.000 1.510039 2.043051

Fonte: Arquivo pessoal do autor,2017.

A tabela 02 mostra a comparacédo das variaveis tamanho do halo com o tempo,
a amostra bacteriana e o cateter utilizado. A constante obtida (_cons) representa a
amostra 0 (K. pneumoniae ATCC 13883), o tempo O (trés dias) e o cateter 1, tendo o
valor de 17,29 mm de didametro. Quando se compara a constante com o0s resultados
obtidos, é possivel afirmar que o cateter de numero 1 (NAC+LEV) foi o mais eficiente
quando comparado com o 2 (CLX+SP), pois o tamanho médio do halo formado pelas
substancias impregnadas no udltimo cateter mencionado foi de 8,63mm, sendo
estatisticamente significativo o valor de p (p=0,007).

Nos tempos 1 (sete dias), 2 (dez dias) ndo foi observado diferenca estatistica no
tamanho dos halos, mas nos tempos 3 (15 dias) e 4 (30 dias) a reducéo do halo foi
estatisticamente significativa, quando comparados com o tempo 0 (3 dias) sendo os

valore de p encontrados de p=0,012 e 0,008, respectivamente.
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Tabela 02: Andlise de regressédo linear da variavel dependente tamanho do halo,
comparando com as variaveis independentes tempo, amostra bacteriana e tipo de cateter

Source 55 df M5 HNumber of obs = 15

F(6, B) = 5.09

Model 530.304439 6 B8.3840731 Prcb > F = 0.0194

Residual 138.95216 8 17.36902 R-sguared = 0.7924

Adj R-sgquared = 0.6367

Total 669.256599 14 47.8040428 Root MSE = 4.1676

Tamhalo Coef. Std. Err. t P>t [95% Conf. Interval]
Tempo

1 -.5824999 2.946949 -0.20 0.848 -7.378177 6.213177

2 -4.4975 2.946949 -1.53 0.165 -11.29318 2.298177

3 -12.36 3.804495 -3.256 0.012 -21.13318 -3.586818

4 -17.18 4.939569 -3.48 0.008 -28.57067 -5.789335

2.Cateter -8.66 2.406174 -3.60 0.007 -14.20865 -3.111353

Amostra -6.37 2.227684 -2.86 0.021 -11.50705 -1.232951

_cons 17.29 2.651475 6.52 0.000 11.17569 23.40431

Fonte: Stata versao 12.0.

5.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DO BIOFILME

Conforme os resultados da cultura quantitativa, a microscopia foi realizada no
terceiro dia e no décimo quinto dia de incubacdo no soro, que possivelmente
corresponderia ao periodo de formacdo do biofiime jovem e do biofilme maduro,
respectivamente, nos diferentes tipos de cateter.

No terceiro dia de incubacédo no soro, o cateter controle com a amostra referéncia
apresentou a formacao de uma ténue camada de biofilme intra e extra Ilimen. Contudo,

pode-se observar que o EPS tém papel fundamental nessa adesao (Figura 08).
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. % =
- | HFW tll(‘ 50 pm - HV det |spotf WD m |spot WD mag -~ HFW [t

Ix|18S ym|-0° DualBeam-CM- "|5.00kV ETD|4.5(104 mm &6 ) 4.5|10.4 mm 50 000 x 5.97 pm|-0

Nota: Microscopia Eletronica de Varredura Quanta FEG 3D FEI (a-1.500x; b-6.500x; c-50.000x)
A - Superficie do lumen do cateter controle com 1.500x de aumento; B- Superficie do limen do
cateter com 6.500x de aumento; C - Superficie do limen do cateter com 50.000x de aumento.

Figura 08 - Crescimento do biofilme de Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 no limen do

cateter venoso central (cateter controle) no terceiro dia.

Os cateteres impregnados com CLX+SP / NAC+LEV foram testados contra a
amostra de referéncia na cultura quantitativa. A combinacdo de CLX+SP apresentou
formacao de biofilme inferior ao do controle enquanto a combinacdo de NAC+LEV nao
apresentou formacao de biofilme.

Esse perfil foi observado na imagem da microscopia eletrénica (Figura 09),
cateter impregnado com clorexidina e sulfadiazina de prata a formacao do biofilme
assume uma conformacao similar ao padrao (cateter controle) embora inferior em nimero
de células, com caracteristicas de conformac¢do e deposi¢do na superficie do cateter de

micro colbnias diferentes, no cateter impregnado com N-acetilcisteina e levofloxacina, o
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biofilme aparece mais delgado em algumas areas e em outras sem formacgédo. O que

corrobora o resultado da cultura quantitativa no primeiro dia de incubacéo.

,«,‘..o:
el

1 pm - .
DualBeam-CM-UFMG

Nota: Microscopia Eletrdnica de Varredura Quanta FEG 3D FEI (a-1.500x; b-80.000x; c-150x; d-80.000x).
A e B (superficies cobertas com cloredixidina sulfadiazina de prata) C e D (superficies cobertas
com N-acetilcisteina e levofloxacina)

Figura 09 - Crescimento do biofilme de Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 extra limen
na superficie do polimero impregnado com clorexidina e sulfadiazina de prata e N-

acetilcisteina e Levofloxacina no terceiro dia.

A amostra clinica de Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase
apresentou uma espessa camada de biofilme, como se fosse um muco endurecido
(Figura 10). Apesar de mais delgado, o biofilme estava presente também nas superficies

dos cateteres impregnados com antimicrobianos.
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4

‘spot WD mag -~ HFW [tilt spot] WD mag -~ HFW [tilt]| fet spotf WD mag -~ HFW
451103 mm 20000 x 14.9 um|-0* 4.5|110.2 mm 15000 x 19.9 um|-0 °| TD| 4.5 [10.2 mm 80 000 x 3.73 pm

Nota: Microscopia Eletrénica de Varredura Quanta FEG 3D FEI - (a-20.000 x; b-15.000x; c-80.000x).
A - Superficie extra lumen do cateter controle com 20.000 x de aumento; B- Superficie extra
[imen do cateter com 15.000x de aumento; C - Superficie extra lamen do cateter com 80.000x
de aumento.

Figura 10. Crescimento do biofilme de Klebsiella pneumoniae produtora de
carbapenemase (KPC) extra-limen na superficie do cateter venoso central (controle) no

terceiro dia.

Em algumas areas, observou-se a presenca de uma superficie espessa de
biofilme, com agregados de células e em outras regides como estruturas mais continuas,

como se fosse um “tapete” de células (Figura 11).
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det [spot| WD FW b 00 nm / g HFW lll‘ - 2pm
KV ETD| 4.5 [10.4 m 99 um -0 m-CM-UFMG )| 4.8 00 x 5.97 pm|-0 DualBeam-CM-UFMG

100 um V  det |spot
DualBeam-CM-UFMG 5.00kVETD| 4.5 |11

Nota: Microscopia Eletrénica de Varredura Quanta FEG 3D FEI - (a-150.000 x; b-50.000x; c-800x; d-
2.500x). A e B (superficies cobertas com cloredixidina sulfadiazina de prata) C e D (superficies
cobertas com N-acelticisteina e levofloxacina)

Figura 11. Crescimento do biofime de Klebsiella pneumoniae produtora de
carbapenemase extra-lumen na superficie do polimero impregnado com clorexidina e

sulfadiazina de prata e N-acetilcisteina e levofloxacina no terceiro dia.

O biofilme da amostra de referéncia no décimo quinto dia é espesso com um
aspecto de “teia de aranha”, observa-se um emaranhado de células que dificiimente

podem ser distinguidas. O biofilme maduro é visualizado como uma estrutura bem

organizada (Figura 12).
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¥ - i :Y 5 X "’: s . - y A s *»4 3 - Rt
ot det | mag - | WD 5 : \ - W
5 ETD|25 000 x|2.0 mm D48 987 x|3.0 mm C '|5.00kV 4.5 ETD|2000x 9.3 m

Nota: Microscopia Eletronica de Varredura Quanta FEG 3D FEI - (a-25.000 x; b-49.987 x; ¢-2.000 x).
A - Superficie do lumen do cateter controle com 2 5.000 x de aumento; B- Superficie do lumen
do cateter com 49.987x de aumento; C - Superficie do lumen do cateter com 2.000x de aumento;

Figura 12 - Crescimento do biofilme de Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 no limen do

cateter venoso central (cateter controle) no décimo quinto dia.

No décimo quinto dia o biofilme formado pela amostra de referéncia ocupa
praticamente toda a superficie extra limen dos cateteres avaliados, impregnados e
controle. Além disso, pode ser observada a estrutura das camadas de células

depositadas e a presenca de corrosdes nas superficies do dispositivo médico (Figura 13).
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nag

mag - 5pm . S T
5 ETDI20 000 x/9.4 mm CM UFMG DualBeam . CM_UFMG_DualBeam

Nota: Microscopia Eletronica de Varredura Quanta FEG 3D FEI (a-1.500x; b-15.000x; ¢c-20.000x; d- 6.500x).
A e B (superficies cobertas com cloredixidina sulfadiazina de prata) C e D (superficies cobertas
com N-acelticisteina e levofloxacina).

Figura 13 - Crescimento do biofilme de Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 extra limen
na superficie do polimero impregnado com clorexidina e sulfadiazina de prata e n-

acetilcisteina e levofloxacina no décimo quinto dia.

Estruturas de adeséo (curli) no biofilme de Klebsiella pneumoniae produtora de
carbapenemase podem ser observadas tanto no cateter controle (Figura 14) quanto nos

cateteres impregnados com antimicrobianos (Figura 15).
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HV |spot| dat | mag ¢ wD
5.00 kV. 4.5 |[ETD 25 000 x 10.5 mm

Nota: Microscopia Eletrénica de Varredura Quanta FEG 3D FEI (a- 25.000x)
A — Superficie do cateter controle com 25.000x de aumento.

Figura 14 - Formacéao do biofilme de Klebsiella pneumoniae produtora de carbapemase

no limen do cateter venoso central (cateter controle) no décimo quinto dia.

L Y
HV |spot| det | mag = WD —_— 4 ym
5.00 kV| 4.5 |[ETD|35 006 x/10.7 mm CM_UFMG_DualBeam

Nota: Microscopia Eletronica de Varredura Quanta FEG 3D FEI (a-35.006x).

A — Fibras de adeséo(curli) em torno do bacilo de Klebsiella pneumoniae produtora de
carbapenemase.

Figura 15. Fibras de adesao (curli) no biofilme de Klebsiella pneumoniae produtora de
carbapemase na superficie do cateter venoso central (cateter controle) no décimo quinto
dia
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mag n ‘ — ;' r WD T —
8000 x 10.5mm CM_ 00 x[{10.5 mm L CM_UFMG_DualBeam

Nota: Microscopia Eletrénica de Varredura Quanta FEG 3D FEI - (a-8.000 x; b-6.500 x; ¢-50.000 x)
A - Superficie extra limen do cateter controle com 8.000 x de aumento; B- Superficie extra limen
do cateter com 6.500 x de aumento; C - Superficie extra limen do cateter com 50.000x de
aumento.

Figura 16 - Crescimento do biofiime de Klebsiella pneumoniae produtora de
carbapenemase (KPC) extra-limen na superficie do cateter venoso central (controle) no

décimo quinto dia.

No décimo quinto dia, a amostra clinica apresentou um biofilme maduro com
caracteristicas de dispersao (Figura 16 A). Além disso, aparentemente, apresenta uma
super- expressdo das estruturas de adesao (curli) nos cateteres impregnados com
antimicrobianos (Figura 17) quando comparado com o cateter controle (Figura 16). O
resultado é a formacdo de uma camada com aspecto endurecido, com produgédo de

polimeros extracelulares.
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Nota: Microscopia Eletrénica de Varredura Quanta FEG 3D FEI - (a-5.000x; b-10.000x; c-25.000x.; d-
35.000x). A e B (superficies cobertas com cloredixidina sulfadiazina de prata) C e D (superficies
cobertas com N-acetilcisteina e levofloxacina)

Figura 17 - Crescimento do biofiime de Klebsiella pneumoniae produtora de
carbapenemase extra-lumen na superficie do polimero impregnado com clorexidina e

sulfadiazina de prata e N-acetilcisteina e levofloxacina no décimo quinto dia.
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5.4 ANALISE DO PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS E
CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA DA COMBINACAO TESTADA

A tabela 03 e 04 (APENDICE) mostra o perfil de susceptibilidade das amostras
recuperadas nos halos de inibicdo (subpopulacdes obtidas nos testes dos cateteres
impregnados com NAC+LEV) e testadas contra antimicrobianos recomendados na
literatura e de relevancia clinica. Os testes foram realizados com as subpopulacdes
obtidas e com a amostra clinica antes de ser submetida a exposicdo da combinacgéo de
antimicrobianos. Foi observado um aumento da CIM para ceftriaxona de 2 ug/mL para 4
pug/mL e entdo para 64 pug/mL, no terceiro dia de incubacéao, sétimo e décimo quinto dia,
respectivamente. O imipenem, com CIM inicial de 14 pg/ml, teve um decréscimo no
terceiro e sétimo dia para 4 ug/mL e voltou a concentracéo inicialmente obtida no décimo
quinto dia.

5.5 ANALISE DO PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS DAS
SUBPOPULACOES BACTERIANAS RESISTENTES A COMBINACAO NAC E LEV.

Os resultados demonstraram que n&o houve interagdo sinérgica (indiferente) significativa
entre as combinacdes testadas de N-acetilcisteina (8 pg/mL a 512ug/mL) e Levofloxacina
NAC (0,015 pg/mL 8 ug/mL) -Tabela 05 e 06 (APENDICE). Todas as subpopulacfes
resistentes da amostra referéncia e KPC tiveram um aumento da CIM para Levofloxacina,
enquanto as concentracdes testadas de NAC nédo foram eficientes na inibicdo do

crescimento bacteriano sozinha.
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6. DISCUSSAO

6.1 DURABILIDADE DA COMBINACAO DA SUBSTANCIAS COM ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA NOS CATETERES AVALIADOS

Um relatério publicado em 2011 pela Sociedade de Medicina em Cuidados
Intensivos em colaboracdo com outras sociedades, como a Sociedade Americana de
Doencas Infecciosas (IDSA), Sociedade de Epidemiologia e Assisténcia em Saude
Americana (SHEA) e Centros de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC) recomendou
0 uso de cateteres impregnados com antisséptico ou antimicrobiano-em pacientes
adultos com risco de infeccdo da corrente sanguinea associadas ao uso de cateter
venoso central e que necessitassem permanecer com o dispositivo por mais de cinco
dias (O’'GRADY et al., 2011). Algumas evidéncias sugerem que os CVCs impregnados
com antimicrobianos sdo capazes de diminuir a coloniza¢ao do dispositivo e a incidéncia
de infeccdes de corrente sanguinea associada ao seu uso (LAl et al., 2013).

O estudo multicéntrico de Bicudo e colaboradores (2011) em unidades de terapia
intensiva no Brasil, mostrou que o risco para infeccdo relacionada ao uso de CVC
aumentava apés 13 dias de permanéncia, com prevaléncia de infec¢des causadas por
micro-organismos Gram-negativos.

Quando identificada a infec¢do relacionada ao uso de cateteres, o tratamento
requer a remocdo do dispositivo, além de um regime adequado de terapia sistémica
(SHAH, et al.,2013). Em casos graves, a infeccdo pode progredir para eventos sépticos
chegando a 6bito (GAHLOT et al.,2014; TIMSIT et al., 2014). A responsabilidade do
profissional na troca e manutencao desse dispositivo vai além do cuidado com a pele, a
duracdo de uso, a preferéncia de sitios de insercdo e a escolha do cateter ideal para a
necessidade de cada paciente (SCHIAVONE et al., 2010).

A infeccdo de corrente sanguinea relacionada ao cateter (ICSRC) é definida
qgquando o cateter venoso central € utilizado por um periodo de 48 horas antes do
desenvolvimento da infeccdo da corrente sanguinea, sendo este processo nao
relacionado a outros sitios. Se o intervalo de tempo entre o inicio da infec¢do e o uso de

cateter for superior a 48 horas, ha uma forte evidéncia de que a infec¢do seja associada
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ao dispositivo. Por outro lado, se o inicio da infec¢@o ocorrer até 48 horas apés a retirada
do CVC, a mesma é considerada associada ao dispositivo (O’GRADY, 2011).

Geralmente a infec¢do pode ser proveniente do sitio de insercdo, do hub, ou de
ambos (MERMEL et al.,2009). Os principais fatores de riscos incluem aqueles inerentes
ao paciente, ao tipo de cateter, aos aspectos relacionados ao profissional da assisténcia
a saude, a integridade da pele comprometida, ao niumero de limens do dispositivo, dentre
outros (SHAH et al.,2013). Particularmente em cateteres de longa permanéncia
(cateteres tunelizados) o hub do cateter € a principal fonte de colonizacdo (O’'GRADY et
al., 2011). O hub refere-se a extremidade do CVC gue se conecta as linhas de sangue
(LOCKMAN et al.,2016).

Embora alguns estudos in vitro e estudos clinicos tenham demonstrado que 0s
dispositivos impregnados com antimicrobianos sao eficazes (RAAD et al.,2012; TALIBI et
al.,2016) pouco se conhece da eficacia frente a varios micro-organismos e a durabilidade
das substancias impregnadas, relacionada especialmente aqueles micro-organismos que
sé&o multirresistentes e potencialmente formadores de biofilme (NAPARSTEK et al.,2014).

O aumento da resisténcia aos antimicrobianos e o desafio que o biofilme de K.
pneumoniae produtora de carbapenemase representa tem conduzido estudos sobre a
interacdo in vitro de antimicrobianos e outras substancias com propriedades
coadjuvantes. A atividade antimicrobiana e anti-biofilme de peptideos sintéticos foram
capazes de induzir significante a morte celular do biofilme (RIBEIRO, et al.,2015)

O efeito da N-acetilcisteina em biofilme foi demonstrado em uma revisao que
aborda infeccdes respiratdrias cronicas e agudas. O agente mucolitico apresenta eficacia
na inibicdo da formacao do biofilme e na desorganizacéo do biofilme pré-formado, desta
forma modificando a viabilidade celular (BLASI et al.,2016).

No presente estudo, as zonas de inibicao (ZI) ou halos formados decorrentes dos
segmentos impregnados com N- acetilcisteina e levofloxacina foram maiores (ZI>15mm)
contra a amostra de referéncia logo no terceiro dia de incubacao no soro e que contra a
amostra clinica (ZI 9 mm). Os segmentos impregnados com essa combinacao tiveram
maior atividade e, durabilidade da substancia antimicrobiana na superficie do cateter até
0 30° dia. Resultados semelhantes foram encontrados por Mansouri et al. (2013). A

combinagcdo de N-acetilcisteina com levofloxacina mostrou-se superior a outras
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combinacdes tais como: N-acetilcisteina com gentamicina e N-acetilcisteina com
neomicina contra diferentes tipos de micro-organismos.

Apesar de poucos estudos clinicos com a N-acetilcisteina, sua atividade foi
demostrada no tratamento de otite externa canina devido a sua acdo antimicrobiana e
eficacia contra a formacao de biofilme para varios micro-organismos (MAY .et al.,2016).
Recentes estudos mostraram que esse mucolitico rompe as ligacdes de dissulfetos que
ligam as glicoproteinas no biofilme (MAKIPOUR et al.,2011) e reduzem a formacéao do
biofilme e a toxicidade aos leucécitos (AIASSA et al.,2016)

A combinacdo de ciprofloxacina e levofloxacina promoveu a inibicdo e
erradicacdo da formagdo do biofilme maduro em isolados clinicos de pacientes com
sonda uretral (EL-FEKY et al.,2009). Apesar de algumas revisbes indicarem a n-
acetilcisteina como molécula adjuvante no tratamento do biofilme, com excelente
seguranca e eficacia, (EDINICOLA et al.,2014) poucos estudos in vivo foram realizados
para relacionar esses resultados.

A durabilidade da combinacdo de N-acetilcisteina e levofloxacina, no nosso
estudo mostrou que, apesar da efetiva acao inicial, principalmente contra a amostra
referéncia, a combinacao tende a ser limitada pelo tempo de uso. A amostra clinica, que
no terceiro dia possuia uma zona de inibi¢cao superior a 9 mm para a referida combinacéo,
no décimo dia tem sua atividade inferior a 5 mm de didmetro.

Outra caracteristica observada foi que a resisténcia a combinacédo testada foi
mais precoce para amostra clinica do que para a amostra de referéncia. As
subpopulacdes resistentes foram obtidas logo no terceiro dia do experimento, para o
segmento impregnado por estes antimicrobianos, contra a K. pneumoniae produtora
carbapenemase. Até o presente momento ndo foi encontrado nenhum estudo que
demonstre o surgimento de subpopulacgdes resistentes a essa combinagao.

Os cateteres impregnados com clorexidina e sulfadiazina de prata séo
disponiveis comercialmente. Em estudos prospectivos, esse cateter apresentou uma
média de atividade e durabilidade de 11 dias, com incidéncia reduzida de infecgéo
relacionada a instalagcdo de CVC (LORENTE et al.,2016). No presente estudo, para as
amostras testadas Klebsiella pneumoniae e KPC, ndo foi observada nenhuma atividade

da combinacdo comercial ja no décimo quinto dia. Por outro lado, um estudo randomizado
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ndo identificou diferencas estatisticas entre esse tipo de cateter e o cateter padrdo na
reducado da colonizacdo em pacientes da terapia intensiva (CAMARGO et al.,2009).

De fato, os micro-organismos que colonizam o cateter podem ser sensiveis ao
cateter impregnado. A colonizacéo é reduzida mas por um periodo limitado pelo tempo
de uso. O cateter impregnado com clorexidina e sulfadiazina de prata obteve uma zona
de inibicao inferior ao do cateter com (NAC/LEV) e com menor durabilidade no segmento
contra as amostras testadas. Raad et al. (2012) encontraram a durabilidade do cateter
impregnado com (CHX/SS), inferior a 3 semanas contra amostras de Candida albicans e
Pseudomonas aeruginosa.

Diferentemente dos resultados achados do presente estudo e de outros
apresentados acima, Aslam e colaboradores (2013) demonstraram que as zonas de
inibicdo se mantiveram estaveis apos vinte um dias de exposi¢cdo aos antimicrobianos
minoclina e rifampicina contra Staphylococcus aureus. Os cateteres comercialmente
impregnados, podem ser colonizados pela microbiota da pele, mesmo com atividade
antimicrobiana adicional limitada (WASSIL et al., 2007). Igualmente, Mansouri et al.
(2013) observaram que o benéfico adicional do antimicrobiano era limitado pelo tempo
de uso do cateter contra diferentes micro-organismos

Mesmo os cateteres comercialmente disponiveis de segunda geracdo que
possuem maior eficacia, ndo possuem atividade prolongada, dependendo do micro-
organismo, reduzindo a colonizacdo do cateter por pouco tempo. Assim, SA0 necessarios
mais estudos que avaliem as taxas de sepse, mortalidade e efeitos adversos associados
ao uso destes dispositivos (STOCCO et al.,2016).

No presente estudo, foi observado obtivemos esse efeito prolongado, porém com
o surgimento de subpopulacBes resistentes a combinacdo testada em laboratério
(NAC/LEV). O mesmo fato ndo foi observado no cateter impregnado com clorexidina e
sulfaziana ou ainda em outros estudos publicados.

Apesar terem sido desenvolvidos a fim de minimizar as infec¢des relacionadas
ao uso de CVC, sua atividade ndo € somente limitada pelo tempo de uso, mas pelo tipo
de micro-organismo que esta colonizando e que poderia causar infecdo associada ao
dispositivo. Uma meta-analise investigou a possivel relagéo entre a vulnerabilidade da

atividade dos antimicrobianos em CVC, e identificou que o cateter impregnado com
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CHX/SS pode reduzir a colonizacdo por espécies de Acinetobacter e difteréides
(NOVIKOV et al.,2012).

Por outro lado, outro modelo de cateter disponivel comercialmente, impregnado
com minocilicina e rifampicina reduziu a colonizagcdo por Staphyloccocus coagulase
negativo, entretanto houve um aumento na proporcdo de colonizados por Candida
albicans (FALAGAS et al., 2007; NOVIKQV et al., 2012).

Embora os cateteres impregnados com (NAC/LEV) e (CHX/SS) tenham
efetividade inicial com uma média de 7 a 15 dias, sua atividade e beneficio séo limitados
pelo tempo de uso, desta forma sua eficacia ndo é duradoura equiparando-se ao cateter
padrdo em determinado tempo. Assim, a formacé&o do biofilme torna-se inevitavel mesmo

naqueles cateteres.

6.2 CULTURA QUANTITATIVA E AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-BIOFILME
ENTRE OS CATETERES IMPREGNADOS COM SUBSTANCIAS ANTIMICROBIANAS

Os micro-organismos da microbiota da pele podem ser introduzidos nos tecidos
a partir do sitio de insercéo de dispositivos médicos invasivos no paciente; ou ainda por
contaminacdo do hub e, consequentemente da corrente sanguinea, podendo aderir-se
as superficies interna e externa do cateter para formar o biofilme (DOLAN,2011).

A tipica formacédo do biofilme envolve vérios estagios de ligacdo a superficie
como: formacao de micro coldnias, desenvolvimento do biofilme jovem, diferenciacao do
biofilme maduro e dispersdo (TAN et al., 2015). Inicialmente, a camada formada por
componentes organicos e inorganicos, provenientes da terapia de infuséo, soro, fibrina,
proteinas do sangue funcionam como um substrato que eventualmente favorecera a
colonizag&o pelos micro-organismos (SADEKUZZAMAN et al. ,2015). A rapida formacao
de camadas desses micro-organismos em crescimento extensivo € acompanhada pela
excrecdo de polimero extracelular (RAJIV et al.,2011).

As bactérias experimentam certo grau de abrigo e homeostase quando inseridas
nas estruturas de um biofilme, e um dos principais componentes deste micro- nicho é a
matriz de substancia extra polimérica circundante (FLEMMING et al.,2007). Esta matriz

€ composta por uma mistura de componentes, tais como EPS, proteinas, acidos
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nucléicos e outras substancias. A maioria das bactérias é capaz de produzir
polissacarideos, tais como paredes (capsulas) ou como secrec¢des celulares no ambiente
circundante (EPS) (DAVEY et al.,2000).

No presente estudo foram identificadas pela microscopia eletronica, substancias
poliméricas extracelulares (EPS) no biofiime de K. pneumoniae ja no terceiro dia de
incubacdo no soro. Essas estruturas fornecem estabilidade mecanica ao biofilme,
formando uma rede polimérica coesiva e tridimensional que interconecta e imobiliza as
células no interior do biofilme (FLEMMING et al.,2010; DZU et al.,2011). A estabilidade é
promovida por interacBes hidrofébicas, ligacdes multivalentes catidnicas e com bio-
polimeros (FLEMMING et al., 2007).

Dessa forma, observou-se a importancia da capsula de Klebsiella pneumonia na
estrutura do biofilme, na organizacdo e formacdo de agregados celulares por essa
espécie, nos diferentes tipos de cateteres testados.

Cada micro colénia € uma comunidade independente que contém milhares de
bactérias compativeis ou que pode conter diferentes combinacdes de espécies que
coexistem na mesma superficie (JOHNSON,2008; ZHAO et al., 2015). O sistema de
sinalizacdo quorum sensing permite essa comunicagado célula-célula. A expressao de
genes especificos gera sinais capazes de mediar a comunicacao intercelular no interior
do biofilme, sendo capaz também de promover sua disperséo (LI et al.,2012; SOLANO et
al.,2014).

Evidéncias clinicas de infeccdo por biofiime, obtidas a partir de suas
caracteristicas de desenvolvimento, mostraram que o biofime maduro é
significativamente resistente ao uso de antimicrobianos. Estas estruturas podem
dispersar intermitentemente células planctdnicas para o ambiente externo a sua
formacao. O regime terapéutico antimicrobiano pode ser Gtil para controlar a exacerbacgéo
aguda, mas dificil de erradicar a infeccdo (WU et al.,2014)

Alguns estudos tém demostrado que a sonicacédo apropriada de dispositivos
médicos (segmentos de cateter, proteses, implantes) em paciente com suspeita de
infeccdo poderia aumentar significantemente a taxa de deteccao do biofilme (Bjerkan et
al.,2009; SONG, et al.,2013; JOST et al.,2014.) A sonicagdo € uma técnica facil, barata

para a quantificacdo de micro-organismos aderidos a uma superficie inerte na deteccao
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de biofilme (EVANGELOPOULOS et al., 2013). Apesar de se ndo usada adequadamente,
a frequéncia poderia matar algumas células, dessa forma a contagem pode subestimar o
real nimero de células que foram viaveis (ASSERE et al.,2008).

No presente estudo, apos a sonicacdo dos segmentos de CVC controle e aqueles
impregnados com antimicrobianos foi possivel a detec¢do de micro-organismos, além da
cultura quantitativa das células do biofilme.

A formacdo do biofilme foi diferente nos trés diferentes tipos de cateter
investigados: cateter controle, impregnado com clorexidina e sulfadiazina de prata e o
impregnado com N-acetilcisteina e levofloxacina. Contudo, a partir do décimo quinto dia
0 numero de células quantificadas tende a ser igual, ou seja, independentemente de
possuir atividade antimicrobiana adicional, o cateter em determinado momento perde sua
atividade contra a colonizacdo e consequentemente, permite a formacéo de biofilme de
Klebsiella pneumoniae.

Um estudo multicéntrico anteriormente mencionado mostrou que a clorexidina e
a sulfadiazina de prata possuem durabilidade antimicrobiana curta e ndo tdo efetiva
guando comparada com o cateteres impregnados com rifampicinia e minociclina
(DAROUICHE et al., 1999).Esse ultimo possui durabilidade em torno de 50 dias e
excelente atividade contra Staphylococcus (RAAD 2007; 2008), contudo o dispositivo
falha completamente na prevencdo de infeccbes relacionadas a bactérias Gram-
negativas tais como E. coli e Klebsiella pneumoniae (FRAENKEL, et al.,2006).

Jamal e colaboradores (2014) elaboraram um modelo de cateter impregnado
com minociclina, rifampicina e clorexidina, que teve durabilidade antimicrobiana contra o
biofilme testado superior aos modelos comercialmente disponiveis, principalmente contra
a variedade de bactérias Gram negativas multirresistentes, tais como Acinetobacter
baumannii, Enterobacter cloacae,Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, and Stenotrophomonas maltophilia.

Em um estudo similar, Raad (2012) mostrou que uma combinacao de clorexidina,
rifampicina e minociclina foi capaz de inibir completamente o biofilme com atividade
prolongada de todas amostras multirresistentes testadas de Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA),Enterococcus faecium resistente a vancomicina (VRE),P.

aeruginosa,Candida albicans e Candida glabrata.
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Foi observada uma estreita relacdo entre a diminuicdo da atividade da
combinagdo nos cateteres impregnados e a formacgdo de biofilme. A medida que os
cateteres impregnados perdiam atividade, o numero de células do biofilme obtidas por
cultura quantitativa era maior.

Estudos mais representativos ainda sdo necesséarios afim de que se possa
determinar o potencial de formacédo de subpopulacdes resistentes em cateteres
impregnados, custo-beneficio do uso e o desenvolvimento de substancias que melhorem
a durabilidade antimicrobiana das substancias antimicrobianas associadas as superficies
dos dispositivos.

Os cateteres impregnados com antimicrobianos sado recomendados pelo CDC,
FDA, e outras sociedades internacionais conforme o risco do paciente. Apesar da
recomendacao, € importante ressaltar que os cateteres cobertos com antimicrobianos,
podem permitir o surgimento de subpopulacdes resistentes e também preocupam pela
toxicidade e possiveis reacfes de hipersensibilidade associadas ao uso desses cateteres
(WENG et al.,2014). Jee et al. (2009) descreveram quatro casos de anafilaxia
relacionados ao uso de cateteres impregnados com clorexidina e sulfadiazina de prata.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria recomenda o uso de cateteres
impregnados com antimicrobianos em situacdes onde as taxas de infecges associadas
ao CVC persistirem elevadas acima do valor maximo aceitavel, quando houver histérico
de multiplas infec¢Bes associadas ao dispositivo ou quando a consequéncia de eventual
bacteremia relacionada a cateter poderia ser muito grave, por exemplo em pacientes com
proteses endovasculares (ANVISA, p.54,2011).

A literatura fundamenta que a propria composi¢cao do cateter pode influenciar em
uma maior e mais rapida adeséo bacteriana e formacéo de biofilme (VERMA et al.,2016).
Embora diversas medidas de prevencdo da formagédo de biofiime tenham sido
examinadas, nenhuma bio-superficie, incluindo silicone, poliuretano, materiais cobertos
com hidrogel tem sido efetiva na prevencdo da colonizacdo e desenvolvimento do
biofilme (JACOBSEN et al., 2008).

Outra caracteristica importante esta relacionada a estrutura do biofilme formado
em cateter venoso central e aqueles provenientes de infec¢des de trato respiratorio

(BOISVERT et al., 2016). Dependendo da proveniéncia das amostras (sangue, escarro,
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feridas), material de adesao (cateter urinario, tudo endotraqueal) algumas linhagens de
Klebsiella pneumoniae possuem maior aderéncia a superficies de dispositivos meédicos,
com potencial invasivo e capacidade de formar grande quantidade de biofilme mono ou
poli microbiano (CHUNG,2016; SEIFI et al.,2016; SINGHAI et al.,2012; VUOTTO et
al.,2014).

O biofilme formado por Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase é
diferente por ser capaz de desenvolver estruturas multicelulares com elevada taxa de
adaptabilidade e resisténcia aos antimicrobianos. Nesses casos, 0 tratamento
relacionado ao biofilme é dificil ndo somente devido ao seu caréater recalcitrante, mas
também a presenca de diferentes genes de resisténcia (LEBEAUX et al.,2014). O
surgimento de subpopulacdes resistentes a uma das combinacdes testadas no presente
estudo pode ser explicado por essa adaptabilidade aos antimicrobianos que o biofilme de
K. pneumoniae apresenta.

Na presenca do biofilme é esperado a transferéncia de genes de resisténcia,
como demostrado em um estudo in vitro, o aumento da taxa de transferéncia do
plasmideo codificador CTX-M15 (ESBL) em biofilme de K. pneumoniae (HENNEQUIN et
al.,2012). A aquisicdo de plasmideos e a ocorréncia de mutacfes cromossomais
conferem resisténcia adicional as fluoroquinonas e aos carbapenémicos. A
susceptibilidade a poucos antimicrobianos limita as op¢des terapéuticas para tigeciclina,
colistina e outro aminoglicosideo que ainda algumas linhagens sdo resistentes,
aumentando a mortalidade entre os pacientes com infeccdo de corrente sanguinea.
(WANG et al., 2013).

Nos experimentos realizados neste estudo, observou-se que o soro humano
pode estar relacionado com o ciclo de formacdo do biofilme. Quando foi realizada a
substituicdo do soro semanalmente, notou-se um discreto aumento de células na cultura
quantitativa. E sabido que compostos organicos, tais como proteinas (albumina,
fibrinogénio, fibronectina e laminina) e plaguetas desempenham um papel fundamental
como condicionantes da matriz, importante na adesao pelos micro-organismos e
composicdo do biofilme (DOLAN,2002). Esses dados foram consistentes com estudos
realizados por PATEL et al. (2007), a adeséao, agregacéo e proliferagdo bacteriana na

delgada camada de biofilme foi aumentada em 12-24h na presenca do soro, conduzindo
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a um espesso biofiime maduro in vitro. Componentes do soro podem promover a
formacéao do biofilme (WUREN et al., 2014; SAMARANAYAKE et al.,2013) principalmente
de amostras recuperadas de sangue (MIKUCIONYTE et al.,2014).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wuren%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24858605
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7 SINTESE DE RESULTADOS E CONCLUSOES

e O presente estudo demonstrou que cateteres impregnados com antimicrobianos
sao inicialmente eficazes na colonizacéo por Klebsiella pneumoniae produtora de
carbapenemase - KPC. Sua atividade € limitada pelo tempo de uso e a formacgéo
do biofilme foi observada, mesmo com o beneficio adicional da associacdo de
antimicrobiano.

e O cateter impregnado com NAC/LEV teve prolongada atividade, porém menor
eficacia quando comparado com o cateter impregnado com clorexidina e
sulfadiazina de prata, principalmente quanto ao surgimento de subpopulacdes
resistentes presentes nos halos de inibicdo, na combinacéo testada.

e As amostras testadas formaram biofilme no cateter, porém a amostra clinica
(produtora de KPC), exibiu um biofilme mais espesso e tridimensional em forma
de tapete enquanto que para a de referéncia foi observado um biofilme mais
delgado, bem delimitado.

e Os resultados da microscopia eletronica de varredura confirmaram os resultados
da cultura quantitativa, nos dias nos quais ocorreram uma diminuicdo da
colonizacdo e formacdo do biofiilme maduro, observou-se caracteristicas
semelhantes a crostas.

e Os resultados do teste de susceptibilidade a antimicrobianos demonstraram que
algumas subpopulacBes resistentes apresentaram mudanca do perfil de
susceptibilidade apds o contato com a combinacéo, principalmente a amostra de
referéncia. Desta forma, se pode inferir que dependendo da combinacéo
antimicrobiana contida no cateter, pode induzir a resisténcia de algumas bactérias,
0 que inclui aquelas presentes na microbiota da pele.

Este trabalho melhorou a compreenséo da formagéo de biofilmes nas superficies
de CVCs impregnados ou ndo (controle) com antimicrobianos por K. penumoniae, no
entanto, ainda sdo necessarios maiores estudos sobre a concentracao ideal dessas
substancias que possam melhorar a eficacia de NAC/LEV no cateter, prevenindo o
surgimento de subpopulagbes resistentes. Testes com outros micro-organismos

associados a K. pneumoniae, incluindo linhagens produtoras de KPC, sao fundamentais
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para a compreensao do biofilme polimicrobiano nesses dispositivos e os mecanismos de
adaptabilidade dessas linhagens. Além disso, estudos avaliando o impacto da presenca
dessas e outras substancias antimicrobianas em cateteres, na ecologia microbiana do
paciente e do ambiente nosocomial sdo de extrema necessidade tendo em vista a grande
versatilidade adaptativa dos microrganismos e a emergéncia da resisténcia bacteriana a

antimicrobianos.
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Tabela 01. Perfil de susceptibilidade da amostra clinica de K. pneumoniae produtora de carbapenemase e

subpopulacdes resistentes a combinacdo de NAC+ LEV.

Tabela
ANTIMICROBIANOS KPC KPC1 KPC2 KPC3 KPC4 KPC17 KPC2 KPC1 KPC 2 15
3DIA 3DIA 3DIA 3DIA DIA 7DIA 15DIA DIA
BLSE  POS+ POS+ POS+ POS+ POS+ POS+ POS+ POS+ POS+
AMPICILINA | >=32 >=32 - >=32 >=32 >=32 >=32 >=32 >=32 >=32
R R R R R R R R R
AMPICILINA/SUBACTAM | >=32 >=32 - >=32 >=32 >=32 >=32 >=32 >=32 >=32
R R R R R R R R R
PIPERACILINA /TAZOBACTAM
CEFUROXIMA | >=64 >=64 - >=64 >=064 >=64 >=64 >=64 >=64 >=64
- R R R R R R R R R
CEFUROXIMA AXETIL | >=64 >=64 - >=64 >=64 >=64 >=64 >=64 >=64 >=64
R R R R R R R R
CEFOXITINA | <=4 <=4 <=4 <=4 <=4 <=4 <=4 <=4 <=4
S S S S S S S S S
CEFTAZIDIMA | <=1 <=1 <=1 <=1 <=1 <=1 <=1 <=1 <=1
S S S S S S S S S
CEFTRIAXONA | 2 >=64 - >=64 >=64 4 4 4 4 4
I R R R R R R R R
CEFEPIMA | <=1 <=1 <=1 <=1 <=1 <=1 <=1 <=1 <=1
S S S S S S S S S
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Tabela 02. Perfil de susceptibilidade da amostra referéncia ATCC 13883 K. pneumoniae e subpopulacdes resistentes a

combinagcao de NAC+ LEV.

ANTIMICROBIANOS ATCC 13883 K. ATCC1 7DIA ATCC2 7DIA ATCC1 15DIA  ATCC215 DIA
pneumoniae
BLSE NEG NEG NEG NEG NEG
AMPICILINA 16 = 32 = 32 16 16
-R R R -R -R
AMPICILINA/SUBACTAM <2 4 4 <2 <2
S S S S S
PIPERACILINA /TAZOBACTAM
CEFUROXIMA <1 4 4 <1 <1
S S S S S
CEFUROXIMA AXETIL <1 4 4 <1 <1
S S S S S
CEFOXITINA <4 <4 <4 <4 <4
S S S S S
CEFTAZIDIMA <1 <1 <1 <1 <1
S S S S S
CEFTRIAXONA <1 <1 <1 <1 <1
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Tabela 03.Perfil de interagao sinérgica das subpopulagdes de Klebsiella pneumoniae ATCC 13883.

ATCC ATTC1 7D ATCC2 7D ATCC 115D ATCC 215
NAC+LEV NAC+LEV NAC+LEV NAC+LEV NAC+LEV
NAC LEV NAC LEV NAC LEV NAC LEV NAC LEV
512 WML <0,01 512 p/mL 2u/mL 512 p/mL 2u/mL 512 pw/mL 2pu/mL 512 w/mL 0,06
wmL p/mL
256 <0,01 256 1p/mL 256 2u/mL 256 2u/mL 256 0,06
WML pu/mL WmL wmL wmL wmL pwmL
128 w/ML <0,01 128 p/mL 1p/mL 128 p/mL 2u/mL 128 w/mL 2u/mL 128 w/mL 0,06
WmL wmL
64 <0,01 64 0,5u/mL 64 2u/mL 64 2u/mL 64 0,06
WML pw/mL wmL wmL wmL wmL w/mL
32 <0,01 32 0,5u/mL 32 2u/mL 32 2u/mL 32 0,06
WML wmL wmL wmL wmL wmL wmL
16 <0,01 16 0,5u/mL 16 2u/mL 16 2u/mL 16 0,06
WML pw/mL wmL wmL wmL wmL w/mL
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8 <0,01 8 2u/mL 8 2u/mL 8 2u/mL 8 0,125
WML wmL wmL wmL wmL wmL wmL5



Tabela 04. Perfil de interagao sinérgica das subpopulag¢des de Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase

KPC
NAC+LEV
NAC LEV
512 0,125
pg/mL pg/mL
256 0,125
pg/mL pg/mL
128 0,125
pg/mL  pg/mL

64 0,125
pg/mL | pg/mL
32 0,125
WmL wmL
16 0,125
pmL p/mL

KPC1 3D
NAC+LEV
NAC LEV
512 0,125
pg/mL  pg/mL
256 0,125
pg/mL | pg/mL
128 0,125
pu/mL p/mL
64 0,125
p/mL p/mL
32 0,125
wmL wmL
16 0,125
p/mL p/mL

KPC 2 3D
NAC+LEV
NAC LEV
512 0,125
pg/mL pg/mL
256 0,125
pg/mL pg/mL
128 0,125
pu/mL p/mL
64 0,125
p/mL p/mL
32 0,125
wmL WmL
16 0,125
p/mL p/mL

KPC 37D
NAC+LEV
NAC LEV

512 2
pg/mL pg/mL
256 2
pg/mL | pg/mL
128 2
pu/mL p/mL
64 2
p/mL p/mL
32 2
wmL WmL
16 2
p/mL p/mL

KPC 4 7D
NAC+LEV
NAC NAC
512 0,25
pg/mL pg/mL
256 0,12
wmL WmL
128 0,06
pu/mL pw/mL
64 0,06
p/mL p/mL
32 0,06
wmL WmL
16 0,06
p/mL p/mL

KPC1
7D

NAC LEV
512 2
pg/mL  pg/mL
256 2
pu/mL pu/mL
128 2
p/mL p/mL
64 2u/mL
wmL

32 2u/mL
pw/mL

16 2u/mL
wmL

KPC2 7D
NAC LEV
512 2
pg/mL pg/mL
256 2
pu/mL pw/mL
128 2
pg/mL  pg/mL
64 2u/mL
wmL
32 2u/mL
pw/mL
16 2W/mL
wmL

KPC1 15D
NAC LEV
512 2

pg/mL pg/mL

256
wmL

128
wmL

64
wmL

32
WwmL

16
wmL

2
pwmL

2
wmL

2u/mL

2u/mL

2W/mL
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KPC2
15D
NAC LEV
512 2
pg/mL - p/mL
256 | 2u/mL
pu/mL
128 2u/mL
wmL
64 2u/mL
wmL
32 2u/mL
wmL
16 2W/mL
wmL
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8 <0,01 8 2p/mL 8 2p/mL 8 2p/mL 8 0,125
wmL wmL wmL wmL wmL wmL nmL5
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