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Resumo: A resistência aos antimicrobianos é uma ameaça global em ascensão, 
sobretudo no ambiente hospitalar, onde microrganismos multirresistentes (MR) 
agravam os quadros de infecções. Dentre os principais MR causadores de infecções 
hospitalares, destaca-se Klebsiella pneumoniae, que pode produzir biofilme e se 
perpetuar no ambiente. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influência do tempo e 
temperatura na formação de biofilme por Klebsiella pneumoniae, isoladas de 
ambiente de UTI. A capacidade de formar biofilme in vitro foi realizada em placas de 
poliestireno de 96 poços com fundo plano em caldo TSB acrescido de 1% de 
glicose, nos tempos de 2, 4, 8, 12 e 24 horas, nas temperaturas de 25 e 36°C. 
Foram avaliados 6 isolados de Klebsiella pneumoniae. Todos os isolados foram 
classificados como fracos produtores de biofilme nos tempos de 2 e 4 horas, à 
temperatura de 25 e 36°C. O isolado L38-A foi moderado produtor após 8 horas de 
incubação (25°C) e forte produtor nos tempos de 12 e 24 horas, tanto a 25 quanto a 
36°C. O isolado L40-A foi classificado como moderado produtor de biofilme nos 
tempos de 8, 12 e 24 horas em ambas as temperaturas. Os demais isolados foram 
fracos produtores, em todas as temperaturas e tempos analisados. Medidas eficazes 
de desinfecção do ambiente são necessárias para minimizar o risco de infecções por 
esses microrganismos, visto que eles foram encontrados no ambiente de UTI. 
 
Descritores: Biofilme. Infecção Hospitalar. Gram-negativo. 
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Abstract: Antimicrobial resistance is a rising global threat, especially in the hospital 
environment where multiresistant (MR) microorganisms can aggravate infection. 
Among the main MRs that cause nosocomial infections, there is Klebsiella 
pneumoniae, which can produce biofilm, leading to persistence in the environment. 
The aim of this work was to evaluate the influence of time and temperature on biofilm 
formation by Klebsiella pneumoniae, isolated from the ICU environment. Capacity of 
in vitro biofilm formation was performed in 96-well flat-bottomed polystyrene plates in 
TSB broth plus 1% glucose, at the times of 2, 4, 8, 12 and 24 hours, at temperatures 
of 25 and 36°C. Six isolates of Klebsiella pneumoniae were evaluated. All isolates 
were classified as poor biofilm producers at the time of 2 and 4 hours at 25 and 36° 
C. Sample L38-A was classified as moderate producer after 8 hours incubation 
(25°C) and strong producer at 12 and 24 hour (25 and 36ºC). Sample L40-A was 
classified as a moderate biofilm producer at times of 8, 12 and 24 hours at both 
temperatures. The remaining isolates were weak producers at all temperatures and 
times analyzed. Effective measures to disinfect the environment are necessary to 
minimize the risk of infections by these microorganisms, since they were found in the 
Intensive Care Unit environment. 
 
Descriptors: Biofilm. Nosocomial Infection. Gram-negative. 
 

Resumen: La resistencia a los antimicrobianos es una amenaza global enascenso, 
sobre todo en el ambiente hospitalario, donde microorganismos multirresistentes 
(MR) agravanloscuadros de infecciones. Entre los principales MR causantes de 
infecciones hospitalarias, destaca Klebsiella pneumoniae, que puede producir 
biopelículas (biofilm) y perpetuarse en el ambiente. El objetivo de este trabajo fue 
evaluar la influencia del tiempo y temperatura en la formación de biofilm por 
Klebsiella pneumoniae, aisladas de ambiente de UCI. La capacidad de formar biofilm 
in vitro se realizo en placas de poliestireno de 96 pocillos confondo plano en caldo 
TSB más el 1% de glucosa, en los tiempos de 2, 4, 8, 12 y 24 horas, a las 
temperaturas de 25 y 36 °C. Se evaluaron 6 aislados de Klebsiella pneumoniae. 
Todos los aislados fueron clasificados como débiles productores de biofilm en los 
tiempos de 2 y 4 horas, a una temperatura de 25 y 36 °C. El aislado L38-A fue 
moderado productor después de 8 horas de incubación (25 °C) y fuerte productor en 
los tiempos de 12 y 24 horas, tanto a 25 como a 36 °C. El aislado L40-A fue 
clasificado como moderado productor de biofilm en los tiempos de 8, 12 y 24 horas 
en ambas temperaturas. Los demás aislados fueron débiles productores, en todas 
las temperaturas y tiempos analizados. Las medidas eficaces de desinfección del 
ambiente son necesarias para minimizar el riesgo de infecciones por estos 
microorganismos, ya que se encontraron en el ambiente de UCI. 
 
Descriptores: Biofilm. Infección Hospitalaria. Gram-negativa. 
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INTRODUÇÃO 

A resistência aos antimicrobianos é uma ameaça global em ascensão, 

sobretudo no ambiente hospitalar, onde microrganismos multirresistentes (MR - 

resistentes a um ou mais antimicrobiano de três ou mais classes testadas) agravam 

os quadros de infecções e tornam os tratamentos mais caros e demorados 

(HOWDEN et al., 2013). Este fenômeno tem como consequências o fracasso na 

terapia antimicrobiana, incremento na morbidade e mortalidade e sofrimento de 

pacientes e familiares (CASTELLANOS et al., 2014). 

Os MR tornam-se mais preocupantes em Infecções Relacionadas à 

Assistência à Saúde (IRAS), que são definidas como toda e qualquer infecção que 

acomete o indivíduo, seja em instituições hospitalares, atendimentos ambulatoriais 

na modalidade de hospital dia ou domiciliar, e que possa estar associada a algum 

procedimento assistencial, seja ele terapêutico ou diagnóstico. Dentre todos os 

locais de internação de pacientes, a Unidade de Terapia Intensiva (UTI) é, sem 

dúvida, o local de maior risco para aquisição de MR (OLIVEIRA et al., 2012). 

As UTIs, adulta ou pediátrica, são unidades destinadas ao atendimento de 

pacientes clinicamente graves, que necessitam de monitorização e suporte 

contínuos de suas funções vitais. É considerada uma área crítica, tanto pela 

instabilidade hemodinâmica dos pacientes internados, quanto pelo risco elevado de 

desenvolver IRAS, visto que os pacientes são submetidos a procedimentos médicos 

invasivos (cateterismo vesical, cateteres venosos, intubações, traqueostomia, 

ventilação mecânica), são pacientes que fazem uso de imunossupressores, muitas 

vezes com doenças crônicas e traumatizados, e estão com sua imunidade debilitada 

(CARVALHO, 2011). 

Dentre os microrganismos classicamente descritos como causadores de 

IRAS, destaca-se o grupo “ESKAPE”, composto pelos microrganismos: 

Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, 

Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa e espécies de Enterobacter. São 

assim agrupados para enfatizar que atualmente causam a maioria das IRAS nos 

Estados Unidos da América, possuindo a habilidade de “escapar” dos 

antimicrobianos (do inglês, escape) (NNISSR, 2004). 
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Os bacilos Gram-negativos desse grupo (K. pneumoniae, A. baumanii, P. 

aeruginosa e espécies de Enterobacter) podem apresentar diversos mecanismos de 

resistência, dentre eles enzimas carbapenemases, β-lactamases de espectro 

estendido (ESBLs), β-lactamases AmpC adquiridas, além das metalo-β-lactamases, 

recentemente descritas no Brasil (BOUCHER et al., 2009; BARROS et al., 2015). 

O potencial infeccioso desses MR não está restrito apenas à sua 

facilidade de multiplicação e disseminação nos tecidos do hospedeiro, mas também 

devido à produção de muitas substâncias extracelulares (fatores de virulência), 

algumas delas enzimas e outras consideradas toxinas. A formação de biofilme, uma 

forma de vida microbiana séssil caracterizada pela adesão de microrganismos a 

alguma superfície, é um importante fator de virulência que contribui para a 

cronicidade dos processos infecciosos. Os biofilmes são definidos como uma 

comunidade de microrganismos que apresentam predisposição de aderir a 

superfícies úmidas, multiplicar-se e concentrar-se em uma matriz composta por 

substâncias poliméricas extracelulares (EPS) produzidas por estes próprios 

microrganismos, uma vez que a produção de substâncias poliméricas extracelulares 

aumenta a adesão de microrganismos às superfícies (CRUZ-CÓRDOVA et al., 

2014). 

Acredita-se que a formação de biofilme por K. pneumoniae contribua para 

sua persistência no ambiente, muitas vezes resistentes aos desinfetantes utilizados 

em ambiente hospitalar. As bactérias dentro do biofilme são 10 a 1000 vezes mais 

resistentes aos antimicrobianos do que as células planctônicas, mas seu mecanismo 

de resistência ainda é pouco conhecido (ABDULHASAN et al., 2016; CHUNG, 

2016). 

Portanto, avaliar a influência do tempo e temperatura na formação de 

biofilme por K. pneumoniae, isoladas de ambiente de UTI, mostra-se importante para 

contribuir com a adoção de protocolos de higiene e desinfecção dos ambientes de 

assistência à saúde (sobretudo UTI), proporcionando maior segurança aos 

pacientes, funcionários e frequentadores desses ambientes. 

MATERIAIS E MÉTODOS 
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Os isolados utilizados nesse trabalho foram coletados no dia 20 de 

setembro de 2016, nos ambientes de UTIs do Hospital Regional de Presidente 

Prudente (SP). Os leitos da UTI neonatal foram denominados L1 a L10, UTI 

coronariana L11 a L20 e os leitos da UTI adulto L21 a L40. Para cada ambiente de 

leito de UTI foi coletado um swab da seguinte forma: um swab esterilizado foi 

mergulhado em caldo tríptico de soja (TSB) e depois friccionado sobre as superfícies 

do leito, borda de leito, aparelhos e mobiliário, em regiões de frequente contato com 

mãos e fômites. Após a coleta, os swabs foram mergulhados no mesmo TSB 

original, e agitados, para que os microrganismos coletados fossem inoculados nesse 

caldo. Os 40 caldos TSB (devidamente identificados, um para cada leito de UTI) 

foram então incubados em estufa microbiológica, por 24 horas, à temperatura de 

36ºC para pré-enriquecimento e depois semeados em ágar MacConkey, incubados 

sob as mesmas condições. Para identificação desses microrganismos, as colônias 

crescidas em ágar MacConkey foram inoculadas nos seguintes meios: ágar TSI 

(triple sugar iron), ágar Citrato Simmons, ágar Fenilalanina e meio SIM (citrato 

ferroso de amônio e tiossulfato de sódio). Adicionalmente, foram utilizados os meios 

Arginina, Ornitina e Lisina para diferenciação das bactérias em nível de gênero e 

espécie. Após o crescimento nesses meios, eles foram identificados e interpretados 

segundo Koneman e colaboradores, 2008. 

 

Formação e quantificação de biomassa de biofilme 

A capacidade de formar biofilme in vitro foi realizada em placas de 

poliestireno de 96 poços com fundo plano em caldo TSB acrescido de 1% de 

glicose. A biomassa dos biofilmes foi medida usando a coloração com cristal violeta 

(2% v/v), nos tempos de 2, 4, 8, 12 e 24 horas, nas temperaturas de 25 e 36°C 

(STEPANOVIC et al., 2007). 

Para a montagem das placas, foram aplicados em cada poço 180μL de 

caldo TBS acrescido de 1% de glicose, logo em seguida adicionou-se 20μL das 

suspensões bacterianas (turvação semelhante ao tubo 0,5 da escala de McFarland), 

em quintuplicata, sendo utilizado como controle negativo o caldo TBS sem inóculo 

bacteriano e como controle positivo, a cepa ATCC® 25923 de S. aureus, uma vez 
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que esta cepa é preconizada como controle positivo para ensaios de biofilme. Para 

reduzir a possibilidade de contaminação, as etapas anteriores foram realizadas em 

fluxo laminar, a fim de minimizar erros e fornecer informações confiáveis.  

Posteriormente, as placas foram tampadas e incubadas de acordo com suas 

temperaturas correspondentes: 25°C, sendo esta monitorada por termômetro digital 

e 36°C (estufa microbiológica), sendo realizadas leituras nos tempos acima 

descritos. 

Após o período de incubação, o conteúdo dos poços foi descartado e 

cada poço foi lavado três vezes com 200μL de solução fisiológica (NaCl 0,9%) 

esterilizada, aguardando-se, então, a secagem total das placas. Em seguida, 

realizou-se a fixação do biofilme, utilizando em cada poço 150μL da solução metanol 

absoluto por 20 minutos, sendo então esvaziados os poços e secagem ao ar livre. 

Posteriormente, as microplacas foram coradas com 200μL de solução de cristal 

violeta (2%, v/v) durante 15 minutos à temperatura ambiente, desprezando-se o 

excesso e lavagem das microplacas sob água corrente.  

Em seguida, foi adicionado 150μL de ácido acético glacial 30% em cada 

poço, sendo as placas tampadas para minimizar a evaporação da solução. 

Aguardaram-se 20 minutos em temperatura ambiente. Decorrido este processo, foi 

realizada a leitura da absorbância em leitor de ELISA (Mindray, modelo MR-96A), 

em comprimento de onda de 570nm. 

O valor das densidades ópticas para cada isolado (DOc) foi obtido pela 

média dos três poços, após descarte dos dois valores discrepantes, onde a média 

dos valores foram comparados com a densidade óptica do controle negativo. Os 

isolados foram classificados em quatro categorias, de acordo com a média das 

densidades ópticas (DO) relacionada com os resultados obtidos para a DOc. As 

categorias foram baseadas nos critérios estabelecidos por Stepanovic e 

colaboradores (2007): não produtor de biofilme se DO ≤ DOc; fraco produtor (+) se 

DOc< DO ≤ 2 x DOc; moderado produtor (++) se 2 x DOc< DO ≤ 4 x DOc; ou 

fortemente produtor (+++) se 4x DOc< DO. 

 

RESULTADOS 
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K. pneumoniae foi isolada somente em 6 leitos (diferentes) da UTI adulta 

(leitos 31, 32, 33, 37, 38 e 40), todos com pacientes hospitalizados há mais de 1 dia, 

com uso de antimicrobianos. Na tabela 1, observa-se que todos os isolados foram 

classificados como fracos produtores de biofilme nos tempos de 2 e 4 horas, à 

temperatura de 25 e 36°C. O isolado L38-A foi moderado produtor após 8 horas de 

incubação (25°C) e forte produtor nos tempos de 12 e 24 horas, tanto a 25 quanto a 

36°C. O isolado L40-A foi classificado como moderado produtor de biofilme nos 

tempos de 8, 12 e 24 horas em ambas as temperaturas. Os demais isolados foram 

fracos produtores, em todas as temperaturas e tempos analisados. 

 

Tabela 1. Classificação dos isolados de K. pneumoniae do ambiente de UTI do 

Hospital Regional de Presidente Prudente (SP), quanto à formação de biofilme em 

placas de poliestireno, segundo Stepanovic et al., (2007). 

 

Legenda: ISO – isolados; NP – não produtor de biofilme; FP – fraco produtor de 
biofilme; MP – moderado produtor de biofilme; FOP – forte produtor de biofilme. 
 

DISCUSSÃO 

As IRAS têm sido um problema de saúde pública que envolve morbidade, 

mortalidade e muitos custos. O índice de IRAS vem crescendo cada vez mais, por 

isso é de extrema importância a presença de profissionais que zelem pela saúde do 

paciente que está debilitado. Aproximadamente dois terços das IRAS são de origem 

autógena, ou seja, a infecção tem origem a partir da microbiota do paciente que, por 

sua vez, pode ter origem comunitária ou intra-hospitalar. Nas duas situações, a 

colonização precede a infecção, o que torna difícil determinar se o paciente trouxe o 
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microrganismo da comunidade ou adquiriu de fonte exógena durante a internação 

(PEREIRA et al., 2005; PASTA et al., 2008; RENNER, CARVALHO, 2013). 

Os resultados desse estudo mostram a presença de K. pneumoniae no 

ambiente de UTI, o que predispõe a translocação desses microrganismos do 

ambiente para o paciente, caso haja quebra no protocolo de segurança do paciente. 

Além disso, as mãos e fômites podem carrear esses microrganismos de um leito 

para o outro, disseminando uma cepa de microrganismo por todo o hospital ou 

ambiente de assistência à saúde. 

K. pneumoniae pertence à família Enterobacteriaceae e promove 

infecções, principalmente em pacientes imunocomprometidos. É um problema 

particular para pacientes com diabetes mellitus que levam a infecções do “pé 

diabético” e osteomielite, além de outras comorbidades. Uma vez estabelecida a 

infecção, K. pneumoniae produz biofilme que permite a evasão das defesas do 

hospedeiro. Além disso, sintetiza uma cápsula polissacarídica protetora externa, que 

suprime os componentes do sistema complemento, particularmente C3b, 

contribuindo para a evasão do sistema imunológico (DIAGO-NAVARRO et al., 2014; 

GRUPTA et al., 2016; TAHA et al., 2018). 

Da mesma forma que no hospedeiro, K. pneumoniae pode produzir 

biofilme em superfícies abióticas, como beira de leito e equipamentos que ficam 

próximos ao paciente (SANCHEZ et al., 2013; SEIFI et al., 2016). Observa-se neste 

estudo que a maioria dos isolados foram fracos produtores de biofilme (exceto os 

isolados L38-A e L40-A), sobretudo com pouco tempo de incubação. Esse achado 

corrobora com os protocolos de higienização de serviços de saúde, que preconizam 

a higienização três vezes ao dia (em média de 8 em 8 horas) para as áreas críticas, 

como é o caso de UTI (ANVISA, 2012).  

Outro achado importante se refere à temperatura: as condições térmicas 

das UTIs devem proporcionar conforto quando mantidas estáveis e iguais nos 

ambientes, entre 20 e 24°C (ANVISA, RDC N° 50, 2002). Pelo visto nesse trabalho, 

a temperatura não influenciou na produção de biofilme, o que, em teoria, não pode 

ser entendido como uma regra, pois foram utilizados poucos isolados. Rossatto e 

colaboradores (2017) mostraram que temperaturas elevadas (35 e 40°C) e adição 
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de glicose e cloreto de sódio favorecem a formação de biofilme de Staphylococcus 

em superfícies abióticas, bem como a presença de componentes do hospedeiro, 

como plasma, promove a formação de biofilme, sobretudo de isolados clínicos. 

Embora sejam microrganismos totalmente diferentes dos utilizados nesse estudo, 

trabalhos futuros devem ser desenvolvidos para investigar melhor a influência da 

temperatura da formação de biofilme de K. pneumoniae. 

 

CONCLUSÕES 

Dos 6 isolados de K. pneumoniae, somente 2 são bons produtores de 

biofilme, após 8 horas de incubação tanto à temperatura de 25 quanto 36°C. Os 

demais isolados são fracos produtores, em todas as condições testadas. Estudos 

adicionais devem ser realizados para elucidar melhor a influência do tempo e 

temperatura na formação de biofilme de K. pneumoniae, assim como deve-se 

investigar a influência de outras substâncias no ambiente que podem ou não auxiliar 

esses microrganismos a produzirem biofilme. Medidas eficazes de desinfecção do 

ambiente são necessárias para minimizar o risco de infecções por esses 

microrganismos, visto que eles foram encontrados no ambiente de UTI. 
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