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RESUMO 

 

Infecções neonatais causadas por microrganismos produtores de biofilme são mais 

persistentes e de difícil tratamento. Klebsiella spp. são importantes patógenos nosocomiais 

frequentemente envolvidos em surtos nas Unidades de Terapia Intensiva Neonatais (UTINs). 

Esses patógenos são capazes de produzir biofilme em superfícies bióticas e abióticas, 

aumentando a sua permanência nas superfícies. O objetivo desse estudo foi detectar a 

produção de biofilme em amostras de Klebsiella pneumoniae e Klebsiella oxytoca 

provenientes do ambiente, mãos dos profissionais de saúde e ambiente de uma UTIN. A 

detecção da produção de biofilme foi feita pela técnica de microplaca, utilizando cristal-

violeta para quantificação da biomassa, safranina para matriz extracelular e (2,3-Bis-(2-

Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide) para avaliação da 

atividade metabólica. Além disso, as Unidades Formadoras de Colônia (UFC) foram contadas 

para a quantificação do número de células viáveis presentes no biofilme. No total, foram 

utilizadas no estudo 33 amostras de Klebsiella spp., sendo 28 amostras de Klebsiella 

pneumoniae e cinco de Klebsiella oxytoca. Todas as amostras foram forte produtoras de 

biofilme, porém 14 amostras produziram mais biofilme do que o controle, em pelo menos um 

dos três métodos colorimétricos utilizados e 15 foram menos eficientes nessa produção. A 

produção de biofilme das demais amostras não foram estatisticamente significantes. 

Comparando a produção de biofilme produzida pelas duas espécies, Klebsiella pneumoniae 

foi mais eficiente na produção de biomassa e matriz extracelular do que Klebsiella oxytoca. Já 

a atividade metabólica avaliada no biofilme das duas espécies, não houve diferenças 

estatisticamente significantes, assim como o número de células viáveis presentes no biofilme 

produzidas pelas duas espécies. A produção de biofilme por Klebsiella spp. garante uma 

maior permanência desses patógenos na unidade, devido a uma maior proteção garantida pela 

produção da matriz extracelular. Quanto maior o tempo de permanência desses 

microrganismos na unidade, maiores são as chances do neonato adquirir uma infecção. Esse 

estudo mostra a importância de microrganismos produtores de biofilme em uma UTIN e a 

utilização de três métodos colorimétricos e um quantitativo para a avaliação de diferentes 

parâmetros do biofilme, que constituem-se como ferramentas baratas e eficazes para a 

detecção da produção de biofilme bacteriano.  

 

Palavras-chave: Biofilmes, Klebsiella spp., neonatos 
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ABSTRACT 

 

Neonatal infections caused by biofilm-producing microorganisms are more persistent and 

difficult to treat. Klebsiella spp. They are important nosocomial pathogens often involved in 

outbreaks in Neonatal Intensive Care Units (NICUs). These pathogens are capable of 

producing biofilm on biotic and abiotic surfaces, increasing their permanence on the surfaces. 

The aim of this study was to detect biofilm production in samples of Klebsiella pneumoniae 

and Klebsiella oxytoca from the environment, hands of health professionals and bloodstream 

from a NICU. The detection of biofilm production was performed by microplate technique, 

using crystal violet for biomass quantification, extracellular matrix safranin and (2,3-Bis - (2-

Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl) - 2H - Tetrazolium – 5 - Carboxanilide) for evaluation of 

metabolic activity. In addition, Colony Forming Units (CFU) were counted to quantify the 

number of viable cells present in the biofilm. In total, 33 samples of Klebsiella spp. were used 

in the study, being 28 samples of Klebsiella pneumoniae and five samples of Klebsiella 

oxytoca. All samples were strong biofilm producers, but 14 samples produced more biofilm 

than control, in at least one of the three colorimetric methods used and 15 were less efficient 

in this production. The biofilm production of the other samples were not statistically 

significant. Comparing the biofilm production produced by the two species, Klebsiella 

pneumoniae was more efficient in biomass and extracellular matrix production than Klebsiella 

oxytoca. As for the metabolic activity evaluated in the biofilm of the two species, there were 

no statistically significant differences, as well as the number of viable cells present in the 

biofilm produced by the two species. Biofilm production by Klebsiella spp. guarantees a 

longer permanence of these pathogens in the unit, due to the greater protection guaranteed by 

the extracellular matrix production. The longer the stay of these microorganisms in the unit, 

the greater the chance of the newborn acquiring an infection. This study shows the importance 

of biofilm-producing microorganisms in a NICU and the use of three colorimetric and 

quantitative methods for the evaluation of different biofilm parameters, which are cheap and 

effective tools for detecting bacterial biofilm production. 

 

Keywords: Biofilms, Klebsiella spp., neonates. 

 

 

 



 

14 

 

LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

 

Fundamentação Teórica: 

 

 

Artigo 

 

Figura 1 Representação esquemática de um biofilme maduro.................................... 24 

Figura 2 Fases da formação do biofilme e liberação das células persisters................ 26 

Figura 1 - Analysis of biofilm production through Crystal-Violet, Safranin and XTT 

methods….....................................................................................................                                 

 

48 

Figura 2 - Comparison biofilm production by Klebsiella pneumoniae and Klebsiella 

oxytoca…………………………………………………………………….. 

 

49 

Figura 3- Comparison of the three methods for detection of biofilm production by 

Klebsiella spp……………………………………………………………… 

 

50 



 

15 

 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1 - List of microorganisms included in the study and their isolation 

sites..................................................................................................... 

 

46 

Tabela 2 - Biofilm production by the three colorimetric methods and CFU of 

Klebsiella species…………………………………………………... 

 

47 

 



 

16 

 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS  

 

AI Autoindutores 

ANOVA Análise de variância 

ATCC American Type Culture Collection 

CAPES Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior 

CEP    Comitê De Ética Em Pesquisa Com Seres Humanos 

CLSI Clinical and Laboratory Standards Institute 

CNPq Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico 

CVC Cateter Venoso Central 

DO Densidade Óptica 

Dra Doutora 

EPS Substância Polimérica Extracelular 

ESBL β-Lactamase de Espectro Estendido 

ESTES Escola Técnica de Saúde 

FAPEMIG Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de Minas Gerais 

HC-UFU Hospital de Clínicas da Universidade Federal de Uberlândia 

IRAS Infecções Relacionadas aos Cuidados de Saúde 

MALDI-TOF Ionização por dessorção a laser assistida por matriz - tempo de voo 

MR Multirresistente 

MRS Staphylococcus Resistentes a Meticilina 

MARSA    Staphylococcus aureus Resistentes a Meticilina 

Odc Densidade óptica de referência (Cut-off) 

PBS Phospate-bufferid Saline 

pH Potencial hidrogeniônico 

Profª Professora 

QS Quorum-sensing 

TSA Trypticase Soy Agar 

TSB Tryptic Soy Broth 

UFC Unidades Formadoras de Colônia 
 



 

17 

 

 
 
 
 
  

   UFU Universidade Federal de Uberlândia 

  UTIN Unidade de Terapia Intensiva Neonatal 

   VRE Enterococcus Resistentes a Vancomicina 

   XTT (2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-
Carboxanilide) 



 

18 

 

APRESENTAÇÃO 
 
 

Essa dissertação de mestrado foi desenvolvida na Universidade Federal de Uberlândia, 

sob orientação da Profª. Dra. Denise Von Dolinger de Brito Röder e co-orientação da Dra. 

Ralciane de Paula Menezes, com o apoio da equipe da Unidade de Terapia Intensiva 

Neonatal (UTIN) do Hospital de Clínicas da Universidade Federal de Uberlândia (HC-

UFU), do grupo de pesquisa Epidemiologia de Infecções em Neonatos Críticos e toda a 

equipe do laboratório de Análises Clínicas da Escola Técnica de Saúde (ESTES). Foi 

elaborada no formato alternativo aprovado pelo colegiado do Programa de Pós Graduação 

em Ciências da Saúde da Universidade Federal de Uberlândia, formatado e estruturado 

seguindo recomendações do programa. 
 

A apresentação dessa dissertação está dividida em quatro seções: Introdução, 

contextualizando a temática abordada e importância do estudo; Fundamentação teórica, 

apresentando dados da literatura relevantes sobre o problema apresentado; Objetivos, 

expressando o que o presente estudo realizou e resultados, que serão apresentados no 

formato de um artigo intitulado ´´Biofilm quantification produced by Klebsiella 

pneumoniae and Klebsiella oxytoca clinical, environment and hands´strains using three 

colorimetric methods´´, produto da coleta e análise dos dados obtidos no mestrado que será 

submetido na revista Diagnostic Microbiology and Infectious Disease. O artigo está 

seguindo a estrutura e formatação exigida pela revista ao qual será submetido. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os neonatos admitidos nas Unidades de Terapia Intensiva Neonatais (UTIN) são 

considerados como população de risco para o desenvolvimento de infecções, devido ao seu 

sistema imune imaturo, uso de antimicrobianos de amplo espectro, dispositivos invasivos e 

hospitalização prolongada (Ahmed et al., 2019). No Brasil, segundo dados da Organização 

Mundial de Saúde, a cada 1000 neonatos nascidos vivos, 10 vão a óbito, sendo a infecção de 

corrente sanguínea a principal causa (Mizumoto et al., 2015; Rajabi; Dallal, 2015). 

As UTINs podem ser colonizadas por diversos patógenos, incluindo bactérias produtoras 

de biofilme. Esses microrganismos podem formar biofilme em várias superfícies, bióticas ou 

abióticas, aumentando o tempo de permanência do microrganismo na unidade. 

Aproximadamente 65% das infecções bacterianas estão relacionadas a biofilme, aumentando 

os custos hospitalares e piorando o prognóstico dos neonatos (Jamal et al., 2018). Além disso, 

essa comunidade microbiana funciona como um reservatório de patógenos, principalmente os  

multirresistentes, (MR), já que o contato bacteriano constante no biofilme mediado 

principalmente pelo Quroum-sensing facilita a troca de genes de resistência a antimicrobianos 

(Yusef et al., 2018; Pammi et al., 2014). 

Apesar de todos os avanços na ciência a respeito da produção de biofilme, esse fator de 

virulência ainda é negligenciado no ambiente hospitalar, constituindo-se como um desafio de 

saúde pública. Sãos necessários mais estudos acerca dessa temática e a adoção de medidas de 

controle e prevenção eficazes nas unidades neonatais. 
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1 Unidade de Terapia Intensiva Neonatal 
 
 
 

Em 1960 a primeira Unidade de Terapia Intensiva Neonatal (UTIN) foi criada e 

desde então, várias inovações médicas foram implementadas tais como o desenvolvimento 

de circuitos respiratórios artificiais e o uso de cateteres para terapias com fluidos 

intravenosos. Porém, apesar desses avanços permitirem a sobrevivência de vários neonatos 

em estado crítico, eles também aumentam o risco de infecções, contribuindo para o 

aumento da morbi-mortalidade na unidade (Donà et al., 2017; Harrison; Goodman, 2015). 

As infecções nosocomiais afetam até 30% dos pacientes internados nas UTIN, ocorrendo 

de 5 a 10 vezes menos em pacientes internados em outras unidades hospitalares (Volles; 

Branan, 2008). A taxa de mortalidade neonatal chega a 1.6 milhões por ano, sendo a 

infecção de corrente sanguínea uma das principais causas, com 98% por cento dessas 

mortes ocorrendo em países em desenvolvimento e 75% nos primeiros sete dias de vida 

(Softíc et al., 2017 Umran; Al-Jammali, 2017). 
 

Os fatores de risco envolvidos na aquisição de infecção neonatal são intrínsecos, 

incluindo: prematuridade, fragilidade da pele e peso inferior a 1500g e extrínsecos como o 

uso de dispositivos invasivos incluindo Cateter Venoso Central (CVC), nutrição parenteral, 

ventilação mecânica, sonda vesical, dentre outros (Romanelli et al., 2013). 
 

As infecções neonatais não dependem apenas das condições do hospedeiro, mas 

também da qualidade dos serviços prestados pelo hospital, como profissionais bem 

preparados, higienização das mãos, desinfecção das superfícies adequadas, boa preparação 

dos fluidos administrados para os neonatos e inserções seguras de cateteres (Djordjevic et 

al., 2015). 
 

A vigilância é uma importante e necessária ferramenta para prevenção, melhorando 

a qualidade dos serviços neonatais prestados, assim como contribuindo para a redução das 

taxas de morbi-mortalidade na unidade (Worth et al., 2018). 

 
2.2 Bactérias neonatais 

 
 

Os neonatos são susceptíveis a serem colonizados e infectados por inúmeros 

patógenos Gram-positivos, tais como Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e 
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Enterococcus faecium, bem como por Gram-negativos tais como Klebsiella pneumoniae, 

Serratia marcescens, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa (Johnson et al., 2017). 

Alguns estudos apontam, E. coli e Enterococcus spp. como os primeiros colonizadores 

neonatais, bem como Streptococcus alfa-hemoliticos (Basu et al., 2015). 
 

As bactérias Gram-positivas como Staphylococus aureus e Staphylococcus 

coagulase negativo são comensais ubiquitários pertencentes à microbiota da pele, mas nas 

últimas décadas, vem causando grande parte das infecções neonatais. Nas últimas décadas, 

Staphylococcus coagulase negativo são apontados como um dos principais responsáveis 

pela maioria das infecções nosocomiais, sendo comumente isolados na corrente sanguínea 

(Ahmed et al., 2019; Awad et al., 2016; Guimarães et al., 2013). 
 

As bactérias Gram-negativas são agentes causadores de aproximadamente 19% dos 

quadros de sepse nosocomiais e de mais de 30% das pneumonias, onde se destacam 

Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae como as principais responsáveis por 

surtos em UTIN (Giufreé et al., 2016). Klebsiella pneumoniae é uma bactéria 

extensivamente estudada devido ao grande número de infecções e sua crescente resistência 

aos antimicrobianos. São conhecidas por desempenharem o papel de reservatório de genes 

de resistência, que podem ser transmitidos para outras bactérias Gram-negativas 

(Bengoechea et al., 2018). Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria ubiquitária, capaz de se 

adaptar a qualquer tipo de ambiente como tecidos humanos e ambientes hospitalares. É 

naturalmente resistente ás principais classes de antimicrobianos comumente utilizados, 

dificultando o tratamento (Miryala et al., 2019). 

 
 

2.3 Biofilme 
 
 
 

Em 1800, os microbiologistas da época acreditavam que a maioria das bactérias 

viviam isoladas, sem comunicação com outro tipo de microrganismo, chamadas bactérias 

planctônicas. Porém, uma importante descoberta no século 17 modificou o modo de pensar 

dos microbiologistas da época, a respeito do comportamento bacteriano. Anton von 

Leuwenhoek, criador dos primeiros microscópios da época, analisando seu próprio raspado 

bucal, observou um agregado bacteriano, o que chamou na época de ´´Animalculi´´. Essa 

observação despertou o interesse de outros pesquisadores. Claude Zobell em 1943 em seu 

estudo com bactérias marinhas constatou a formação de uma crosta bacteriana nos cascos 

dos navios, observando a atração das mesmas em superfícies. Mas foi apenas em 1982, 
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com técnicas de visualização mais sofisticadas como a microscopia, que o termo biofilme 

foi introduzido na medicina por Costerton, após observar a aderência de estirpes de 

Staphylococcus aureus em um marca- passo cardíaco (Menoita et al., 2012). 

 
 

2.3.1 Definição 
 
 
 

Biofilmes são comunidades bacterianas aderidas a uma superfície, biótica ou 

abiótica, envolvidas por uma matriz extracelular polimérica (Del Pozo et al., 2018). Essa 

comunidade microbiana desempenha um papel de proteção, garantindo a sobrevivência dos 

microrganismos mesmo em ambientes hostis (Erskine et al., 2018). Esses patógenos 

representam apenas 10% da massa total do biofilme. A distribuição populacional no 

biofilme, depende da difusão de oxigênio, sendo constituído por bactérias situadas nas 

camadas superficiais com maior contato com o oxigênio e metabolicamente mais ativas, 

bem como por bactérias nas zonas mais profundas do biofilme, em estado de dormência. A 

matriz constitui um dos componentes mais importantes para o biofilme, representando 

cerca de 70 a 95% da massa total do biofilme. É formada por lipídeos, ácidos nucleicos, 

polissacarídeos, proteínas e a principal substância: Substância Polimérica Extracelular 

(EPS). Sua função está relacionada a morfologia, estrutura, coesão e integridade funcional 

da comunidade. Além disso, age como barreira defensiva, auxiliando as células 

microbianas a resistirem ao stress múltiplo (Alav et al., 2018). Outra parte significativa da 

massa total do biofilme é a agua, podendo variar de 70 a 95%. A água, bem como 

nutrientes e genes de resistência conseguem penetrar a cadeia densa da matriz, através de 

canais proteicos formados para trocas gasosas e eliminação de toxinas (Menoita et al., 

2012). A figura 1 mostra um modelo de um biofilme maduro proposto por Donlan e 

colaboradores, 2002.  
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Figura 1: Representação esquemática de um biofilme maduro 

 

 

 

Fonte: DONLAN et al., 2002. 

 

 

2.3.2 Formação do biofilme 

 

A formação do biofilme pode ser dividida em quatro estágios: (I) Adesão inicial de 

células planctônicas nas superfícies; (II) Adesão irreversível e formação das microcolônias 

(III) Maturação do biofilme (IV) Liberação das células persisters (Alav et al., 2018).  

 

I- Adesão inicial 

 

Bactérias planctônicas chamadas de colonizadores primários aderem-se a uma 

superfície, formando um filme condicionante, que permitirá a aderência inicial (Menoita et al., 

2012). Essa adesão inicial depende de condições ambientais como concentração de carbono e 

nitrogênio do meio, pH, temperatura, quantidade de substratos presentes na superfície, 

material da superfície (plástico, metal ou cobre), superfície de contato (lisa ou rugosa), bem 

como de condições intrínsecas a bactéria como presença de flagelos, adesinas, fímbrias e pili 

que irão contribuir na adesão a superfície (Menoita et al., 2012). 
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II- Formação das microcolônias 

 

Nesse estágio, inicia-se o a produção de EPS para a formação da matriz extracelular 

polimérica, resultando na aderência irreversível dos micro-organismos na superfície de 

contato. Nessa fase, os micro-organismos já aderidos à superfície, iniciam a multiplicação 

celular e o polissacarídeo extracelular atua como uma espécie de cola, para agrupar as células 

microbianas. Quando as distâncias de separação entre as células microbianas e a superfície 

são maiores que 50 nanômetros, as forças atrativas de Van der Waals atuam na adesão dos 

micro-organismos a superfície. A uma distância de 10 e 20 nanômetros, ocorrem interações de 

repulsão eletrostática, força que se opõe as de Van der Waals. Nessa etapa a adesão pode ser 

reversível, porém altera-se com o tempo para pouco reversível ou essencialmente irreversível, 

em razão do rearranjo da superfície da célula, levando interações de curta distância (Jamal et 

al., 2018). 

 

III- Maturação do biofilme 

O terceiro estágio é caracterizado pela intensa multiplicação celular e a formação dos 

canais de água permitindo a entrada de proteínas, oxigênio e substratos. Nessa fase, o biofilme 

está na sua fase madura, com toda a sua arquitetura montada (Menoita et al., 2012). 

 

IV- Liberação das células persisters e Quorum-sensing 

 

Após a formação do biofilme maduro, células microbianas específicas denominadas 

persisters são liberadas do biofilme, com o objetivo de se aderirem em outras superfícies, 

formando um novo biofilme em outro sítio. Essas bactérias foram inicialmente descritas por 

Joseph Bigguer em 1960, em seu estudo sobre a ação antimicrobiana de penicilinas em cepas 

de Staphylococcus aureus. Esse pesquisador observou que haviam algumas bactérias que 

eram capazes de modificar a estrutura do sítio onde atuava os antimicrobianos, impedindo a 

sua ligação, sendo consideradas bactérias resistentes. Já outras bactérias não modificavam o 

seu sítio alvo e consequentemente o antimicrobiano conseguia se acoplar no seu sítio de 

ligação específico, porém ele era ineficaz. Essas bactérias foram consideradas tolerantes aos 

antimicrobianos e muito mais virulentas do que as próprias bactérias resistentes, sendo 

denominadas células persisters. Essas bactérias receberam essa nomenclatura, devido a alta 

resistência aos antimicrobianos e células do sistema imune, tornando a infecção mais 
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persistente e difícil de tratar, sendo portanto mais virulentas do que as próprias bactérias que 

permaneceram no seu biofilme de origem (Conlon et al., 2015). 

Para a liberação das bactérias persisters, os micro-organismos dentro do biofilme 

adotaram um sistema de comunicação célula-célula denominado Quorum-sensing (QS). Essa 

comunicação é mediada por moléculas químicas denominadas Auto-indutores. Quando o 

biofilme atinge altas concentrações populacionais, os autoindutores são produzidos, ocorrendo 

a ligação dessa molécula química com a bactéria receptora, formando um complexo que ativa 

genes de transcrição em uma região denominada box lux (Echeverri et al., 2018). 

Existem algumas diferenças no tipo de autoindutores utilizados nas diferentes espécies 

bacterianas, porém, três fatores são essenciais em todos os tipos de QS: detecção de AIs 

porreceptores e ativação de genes específicos do quorum por transcriçãofatores. A 

constituição dos autoindutores também é variável, porém possui normalmente é formado por 

peptídeos. As bactérias Gram-negativas possuem um sistema de QS que consistem em 

moléculas químicas constituídas de lactona N-acil-homoserina (AHL) ativando genes 

homólogos a Luxl e LuxR. Já as Gram-positivas possuem um sistema de QS denominado agr, 

composto por duas subunidades: RNAII e RNAIII. Essas bactérias se ligam a uma 

transmembrana, que atua como um sensor quinase bacteriano (Kong et al., 2006).  

A figura abaixo ilustra as quatro fases da formação de biofilme, bem como a liberação 

das células persisters. 

 

Figura 2: Fases da formação de biofilme e liberação das células persisters 

 

 

Fonte: Alav et al., 2018 
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2.4 Importância clínica 

 

 Aproximadamente 80% das infecções microbianas estão relacionadas ao 

biofilme (Chernysh et al., 2018). O biofilme desempenha um papel de reservatório de 

patógenos, ocasionando sérias infecções, como endocardites, osteomelites, sinusites, infecções 

do trato urinário, prostatite crônica, periodonditite, otites e várias outras infecções 

hospitalares, principalmente aquelas relacionadas a dispositivos médicos, como cateter. 
 

O número de infecções relacionadas ao biofilme nos ambientes hospitalares é 

significativo. Em países desenvolvidos, aproximadamente 80% dos pacientes que apresentam 

fibrose cística desenvolvem infecção crônica nos pulmões e nos seios paranasais. Em 

pacientes com feridas crônicas, mais de 60% irão desenvolver biofilmes. Dos pacientes que 

possuem dispositivos ortopédicos, 0,5% a 2% desenvolvem uma infecção no período de dois 

anos do procedimento cirúrgico. Adicionalmente, dos pacientes internados em UTI que fazem 

uso de cateteres intravenosos, 5 a cada 1000 desenvolvem infecção de corrente sanguínea 

relacionada ao uso de cateter, a maioria causadas por microrganismos produtores de biofilme. 

Além disso, cerca de 50% dos cateteres urinários implantados, tornam-se colonizados nos 

primeiro 10-14 dias após a inserção (Høiby et al., 2015). 
 

Os microrganismos dentro uma unidade hospitalar podem ser transmitidos de duas 

formas: através da transmissão horizontal e transmissão vertical. A primeira é definida como a 

disseminação do patógeno de um paciente para o outro, através das mãos dos profissionais de 

saúde, visitantes ou o contato em superfícies contaminadas como estetoscópios e outros 

dispositivos médicos. A transmissão vertical é menos frequente, caracterizada pela 

transmissão de patógenos da mãe para o neonato durante o parto ou amamentação. Mães 

colonizadas por microrganismos produtores de biofilme podem transmitir esses patógenos no 

momento do parto, aumentando as chances do neonato adquirir infecções por esses patógenos 

(Ramirez et al., 2019). 
 

Essas infecções relacionadas ao biofilme são mais persistentes e mais difíceis de 

combater. Esse fator de virulência é considerado como uma resistência adaptativa, tornando as 

bactérias sésseis de 10 a 1000 vezes mais resistente aos antimicrobianos do que as bactérias de 

vida livre, necessitando de antimicrobianos em concentrações mais altas (Mooney et al., 

2018). Alguns estudos já mostraram que alguns antimicrobianos que são efetivos contra 

bactérias planctônicas não são efetivos para as bactérias sésseis (Ruiz et al., 2019). Essa 

resistência pode ser explicada pela impenetrabilidade dos agentes antimicrobianos e 
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antifúngicos devido à presença da matriz que reveste o biofilme, estratégias de liberação dos 

agentes antimicrobianos e antifúngicos, taxa de multiplicação alterada dos microrganismos e 

mudanças fisiológicas bacterianas (Wynn et al., 2012). Recentemente foi sugerido que a 

clínica utilizasse um valor específico de breakpoint para avaliar a susceptibilidade bacteriana 

frente à suspeitas de infecções associadas a biofilmes maduros, porém houve baixa 

aplicabilidade e outros testes para avaliar a farmacocinética do antimicrobiano são necessários 

para a confirmação do resultado (Ruiz et al., 2019). 
 

Além da susceptibilidade reduzida a antimicrobianos, os biofilmes exibem resistência 

às células de defesa do hospedeiro, tornando a infecção mais persistente. Alguns estudos 

demonstraram que os biofilmes ficam circundados por anticorpos e células inflamatórias que 

não conseguem penetrar devido a presença da matriz extracelular (Stewart et al., 2017). 
 

Umas das estratégias do biofilme na persistência das infecções é resistir ao fluxo dos 

fluidos ou outras forças mecânicas que trabalham para lavar ou varrer microrganismos para 

fora do corpo. Como exemplo na placa dentária, um espectro de forças é exercido sobre o 

biofilme oral. O biofilme só se acumulará se for forte o suficiente para resistir à ruptura por 

forças frequentes ou é capaz de regredir nos intervalos entre as forças intensas, mas pouco 

frequentes. A escovação é eficaz justamente porque é suficientemente poderosa para remover 

grande parte do biofilme (Stewart et al., 2017). 
 

Os biofilmes conseguem se aderir a variadas superfícies, tornando-se estável e viável 

por mais tempo devido a produção de matriz. Em ambientes naturais, as células microbianas 

necessitam adaptar-se a alterações no ambiente, enquanto que as células pertencentes ao 

biofilme não necessitam dessa adaptação, pois a matriz proporciona a troca de oxigênio e 

nutrientes orgânicos, além de proteger toda a comunidade de qualquer alteração do meio 

externo. A formação do biofilme permite que o micro-organismo sobreviva mesmo em 

ambientes hostis, até que consiga se multiplicar em um ambiente mais favorável. Nas UTIN, 

sabe-se que o risco de transmissão é diretamente proporcional ao tempo de sobrevivência da 

bactéria na unidade. Dependendo das condições ambientais, geográficas e a capacidade da 

bactéria em formar biofilme, esses patógenos conseguem permanecer nas superfícies 

neonatais por meses (Bhatta et al., 2018; Chowdhury et al., 2018). 

Potencialmente, os biofilmes só se formarão em áreas molhadas ou úmidas, porém a  

presença de nutrientes também favorece esse fenômeno. Os procedimentos de limpeza devem 

assegurar a remoção eficaz de restos de alimentos e outros resíduos que possam fornecer 

nutrientes e ou conter microrganismos, fomentando sua multiplicação (Marques et al., 2005). 

Esses patógenos produtores de biofilme e multirresistentes representam um problema e saúde 
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pública, especialmente em países subdesenvolvidos como o Brasil, onde é comum a 

superlotação das unidades hospitalares e falta de recursos humanos e financeiros (Tsai et al., 

2015). 
 

Além disso, o biofilme maduro libera células de dentro do biofilme para o meio 

externo (células persistentes) com o objetivo de formar novas comunidades microbianas em 

outros sítios. Essas células persistentes são tolerantes a maioria dos antimicrobianos e 

substâncias de limpeza, sendo mais virulentas do que as próprias bactérias que ficaram no seu 

biofilme de origem. O tempo que um biofilme leva para chegar no seu estágio maduro e 

iniciar a liberação dessas células, varia de cada micro-organismo, porém a maioria das 

bactérias levam em torno de 24 horas e após liberadas, em questão de horas as células 

persistentes conseguem se aderir de forma irreversível nas superfícies. A contribuição das 

células persistentes com a patogênese da infecção vem sendo muito discutida nos últimos 

anos, mas já se sabe que as bactérias deficientes na produção da pili tipo IV necessária para a 

dispersão celular, são 200 vezes menos virulentas do que as bactérias produtoras. Essas 

células contribuem para a recidiva da infecção e sua persistência no paciente, contribuindo 

para o aumento da morbi-mortalidade das unidades hospitalares (Uppuluri et al., 2016) 

 

2.5 Produção de biofilme e enzimas de resistência: um problema de saúde 

pública 

 

Os microrganismos produtores de biofilme e de enzimas de resistência contribuem 

para a ampla disseminação de estirpes resistentes a múltiplas drogas nas UTIN, já que essas 

bactérias no biofilme compartilham genes de resistência, contribuindo para o aumento desses 

patógenos na unidade. Essas bactérias são responsáveis por implicar cronicidade, persistência 

e recidiva de infecções, levando a alta morbidade e mortalidade (Dumaru et al., 2019). Nos 

úlimos cinco anos, alguns estudos apontam aumentos consistentes na colonização endêmica 

de microrganismos resistentes e produtores de biofilme, bem como a frequência de surtos por 

esses patógenos nas UTIN. Essas infecções estão frequentemente associadas ao aumento de 

custos para a unidade e um pior prognostico para os neonatos, sendo um dos fatores de risco 

para o desenvolvimento dessas infecções o tempo prolongado de internação, pois quanto mais 

tempo o neonato permanece na unidade, maiores as chances de estar colonizado por 

patógenos epidemiologicamente importantes ou desenvolver uma infecção (Ramirez et al., 

2019).  



 

30 

 

A relação do biofilme e microrganismos multirresistentes (MR) e Staphylococcus 

Resistentes a Meticilina (MRS) ainda é pouco compreendida, porém já foi descrito na 

literatura a relação de genes de adesão na produção de biofilme e amostras de Staphylococcus 

aureus Resistentes a Meticilina (MARSA). Foi observado que os microrganismos MRSA que 

expressavam genes que codificavam para adesinas, produziam um biofilme forte e 

apresentavam resistência a maioria dos antimicrobianos. Já as bactérias que não apresentavam 

esses genes, produziam um biofilme fraco a moderado, apresentando um perfil de resistência 

menor. Para a avaliação da relação da produção de biofilme e amostras MRSA são necessárias 

análises moleculares visando identificar esses genes e caracterizar possíveis diferenças na 

resistência antimicrobiana em amostras MRSA e não MRSA (Sohail et al., 2018). 
 

Sobre a relação da produção de biofilme e amostras ESBL e AmpC, são necessários 

mais estudos acerca desse assunto, porém alguns já descreveram o papel do biofilme no 

aumento da expressão de alguns genes que codificam adesinas como mrka, matB e pilQ em 

bactérias produtoras de ESBL, aumentando a sua virulência (Alkhudhairy et al., 2019). Outro 

estudo como de Banerjee et al., 2019, correlacionou a produção de biofilme com a produção 

de AmpC, detectando que as amostras AmpC e produtoras de biofilme expressavam alguns 

genes em comum. Além disso, o papel dos genes plasmidiais Beta-Lactamase como um 

regulador dos genes associados a biofilme também já foi descrito (Schaufler et al., 2016). O 

contato e comunicação constante através do Quorum-sensing dentro de um biofilme pode 

facilitar a troca horizontal de informações genéticas, incluindo genes de resistência a 

antimicrobianos e outros fatores de virulência (Klingenberg et al., 2005). 
 

Portanto, o monitoramento rotineiro dos microrganismos produtores de biofilme e de 

enzimas de resistência nas UTIN, deve ser recomendado em laboratórios clínicos, juntamente 

com a implementação de atividades de controle e prevenção de infecções. Além disso, a 

vigilância epidemiologica e o uso racional de antimicrobianos continuam sendo de extrema 

importância, contribuindo para criar um cenário mais favorável em relação às terapias 

antimicrobianas (Gkentzi et al., 2019). 
 

Até o presente momento, ainda não se tem um método de detecção da produção de 

biofilme na clínica, bem como terapias totalmente efetivas e seguras para o tratamento de 

infecções associadas a esse fator de virulência. A produção de biofilme continua sendo um 

desafio na área da saúde, representando um risco principalmente para os neonatos que se 

encontram em situação de risco (FONG et al., 2018). Recentemente, algumas pesquisas vem 

tentando buscar estratégias antibiofilme através de extratos de plantas e moléculas produzidas 
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pelas próprias bactérias em biofilmes mistos antagônicos, na tentativa de inibir os estágios 

iniciais do biofilme, bem como o Quorum-sensing. 

 

 

3. OBJETIVO 
 
 

Detectar a produção de biofilme por Klebsiella pneumoniae e Klebsiella oxytoca 

isoladas das mãos dos profissionais de saúde, ambiente e corrente sanguínea de neonatos 

internados na UTIN do Hospital de Clínicas de Uberlândia. 

 

 

 4. RESULTADOS 
 
 
 Os resultados dessa dissertação serão apresentados a seguir na forma de um artigo 

intitulado ´´Biofilm quantification produced by Klebsiella pneumoniae and Klebsiella oxytoca 

clinical, environment and hands´strains using three colorimetric methods´´, produtos das 

coletas e análises dos dados realizados durante a execução do mestrado. 
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Abstract 

Introduction: Klebsiella species are opportunistic pathogens able to produce biofilms on 

biotic and abiotic surfaces, which is directly associated with hospital infections. Objectives: 

The aim of this study was to investigate biofilm production of clinical, environment and 

hand´s strains of Klebsiella pneumoniae and Klebsiella oxytoca, using three colorimetric 

detection methods. Metodhs: The evaluate of biofilm production was done by microplate 

method using Crystal-violet to evaluate biomass, Safranin to extracellular matrix and 2,3-bis 

(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl-5(phenylamino)carbonyl]-2H-tetrazolium hydroxide (XTT) 

to metabolic activity. Additionally, the number of viable cells present in the biofilm were 

quantified by counting the Colony Forming Units (CFU). Results: Of the twenty-eight 

isolates of K. pneumoniae and five of K. oxytoca used in the study,  all were able to adhere to 

polystyrene surface by the three methods used in the study. However, K. pneumoniae strains 

were more effective in producing biomass biofilm and extracellular matrix than K. oxytoca 

strains. There were no statistically significant differences in the metabolic activity. The 

number of viable cells varied from 1.0 x 108 to 8.1 x 108. Conclusion: These results shows 

that K. pneumoniae and K. oxytoca strains have ability to adhere in the polystyrene plate 

producing biofilm biomass, extracellular matrix and metabolic activity. This ability represents 

an advantage and ideal niche for its extended prevalence in hospital settings and in various 

hostile environments, making treatment difficult and worsening the prognosis of neonates, 

increasing morbidity and mortality in the unit. Additionally, this study demonstrated the use 

of Crystal-violet, Safranin, XTT and CFU as an inexpensive and highly reproducible tool to 

study Klebsiella species bacterial biofilm. 

 

Keywords: Biofilm production, Klebsiella spp., neonates. 
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Introduction  

Klebsiella species are important nosocomial pathogen frequently involved in Neonatal 

Intensive Care Unit (NICU) outbreaks, with mortality around 30-40% associated to longer 

hospital stays. The hospital environment is susceptible to be contaminated in a rate close to 

14%, with about 4% due to K. pneumoniae (Cadot et al., 2019; Ruiz et al., 2019). 

 Neonates admitted in NICU often require supporting medical devices and antibiotic 

treatment. The intensive care treatment associated with their immature immune system and 

the increased permeability of mucosa may become the neonates highly vulnerable to 

colonization and subsequent infections when exposed to pathogens. This situation could be 

even more alarming when this microorganism show the ability to form biofilm (Juma et al., 

2015).  

K. pneumoniae strains have the ability to produce biofilms on biotic and abiotic 

surfaces, which is directly associated to hospital-acquired infections. Biofilm structures 

protect K. pneumoniae from commonly used disinfectants, antibiotics and the attack of host 

immune (Cepas et al., 2019; Ostria-Hernandez et al., 2018). Additionally, some virulence 

factors found in K. oxytoca biofilm producer isolates, have shown increased pathogenicity of 

this bacteria, causing persistent infections and difficult to eradicate.  

In order to understand biofilm production and biofilm acquired nosocomial infections, 

the investigation of biofilm production levels of these microorganisms becomes necessary 

(Gupta et al., 2019). 

The aim of this study was to investigate biofilm production of clinical, environment 

and hand´s Klebsiella pneumoniae and Klebsiella oxytoca strains in NICU, using three 

colorimetric detection methods. 

 

Methods  

 

Samples 

The samples used in the study were collected between March to December 2018 from 

environment, healthcare worker´s hands and blood culture at the NICU of Clinical Hospital of 

Uberlandia. The hospital has 520 beds, of which 20 belong to the NICU. These strains were 

stored in Brain Heart Infusion (BHI) broth with 20% glycerol at -20ºC until use. Test 

organisms were grown in a Tryptic Soy Broth (TSB) overnight at 37º C to biofilm research. 

Klebsiella pneumoniae ATCC 35984 and ATCC 13182 Klebsiella oxytoca were used as 

control.  
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Biofilm formation 

 The research of biofilm formation was done using the microplate technique as 

already shown by Merrit et al., 2007. The samples was suspended from the stock for four µL 

of TSB and incubated overnight at 37° C. Then the overnight cultures were diluted 1:100 into 

fresh medium to avoid the saturation of the medium. One hundred microliters of this dilution 

were added in the plates 96-well polystyrene and incubated at 37 ºC for 24h. For 

quantification assays, the tests were done in triplicate and repeated three times.  

 

Quantification of biofilm 

 Measurement of biofilm formation was done by three methods: crystal violet to 

evaluate biomass, safranin to extracellular matrix, 2,3-bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-

5-[(phenylamino)carbonyl]-2H-tetrazolium hydroxide (XTT) to metabolic activity.  The tests 

were done in triplicate and read in an ELISA plate reader (BioTek) at 595 nm for Crystal- 

violet, 530 nm for Safranin and 495 nm for XTT method. Sterile TSB were used as negative 

control. The tests were done three times independently. Additionally, the number of viable 

cells present in the biofilm were quantified by counting the Colony Forming Units (CFU).  

 

 Biomass quantification 

 The biomass of biofilm was done by crystal violet staining as described previously 

(O´Toole et al., 2011). After 24 hours incubation of the polystyrene plates, the wells were 

washed with Phosphate Buffered Saline (PBS) to remove the non-adherent cells. Each well 

were stained with 125 µL of 0,1% crystal violet solution for 15 min. To remove excess dye 

the wells were rinsed three times with sterile distilled water. Then, a suspension of 30% acetic 

acid in distilled water (dH2O) was added to each well to solubilize the crystal violet and 

incubated at room temperature for 15 min. The wells were measured in a microtiter plater at 

595nm. 

 

 Extracellular matrix quantification 

 For this quantification, after 24h incubation of the polystyrene plates, the wells 

were washed with PBS to remove the non-adherent cells. Then, 125 µL of 0,1% safranin 

were added and incubated at room temperature for 15 minutes. To remove excess of dye, 

another washing was done with DH2O and left at room temperature for 30 seconds. A 

suspension of 33% of acetic acid were added and the wells were read at 530nm 

(Stepanovíc et al., 2007). 
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  Metabolic activity quantification 

 After 24h incubation of the polystyrene plates, the wells were washed with PBS to 

remove non-adherent bacteria. Then, aliquots of 50 µL of XTT salt solution (1mg mL-1 in 

PBS) and 4 µL of vitamin K were added to each well and incubated at 37C° for 3h. The 

electron transport system in the cellular membrane of live bacteria reduces XTT tetrazolium 

salt to XTT formazan changing the color of the wells to orange. The reading was made at 495 

nm (Chandra et al., 2008). 

 

  Colony Forming Unit enumeration 

  Adhered cells and the biofilms formed after 24h of incubation in the microplate 

wells were washed with PBS to remove the non-adherent bacteria. Then 100 µL of PBS were 

added to each well, to scraping of the adhered cells. The resulting suspension was placed in 

falcon tube and was shaken for 30s with vortex. After a serial dilution (10-1 to 10-6) were done 

and 100 µL of the highest dilution (10-6) were drop plated in Petri dishes of Tripticase Soy 

Agar (TSA) using a drigalski handle. The plates were incubated at 37ºC for 48 hours. The 

colonies were counted in each Petri dish (Melo et al., 2011). 

 

Interpretation of results 

 Biofilm formation was interpreted according to Stepanovic et al., 2007. The Optical 

Density Cut-off value (ODc) was established as three standard deviations (SD) above the 

mean of the optical density (OD) of the negative control: ODc = average OD of negative 

control + 3 x standard deviation (SD) of negative control. For easier interpretation of the 

results, the strains were divided into the following categories according to their OD: OD < 

ODc = non-biofilm producer; ODc < OD < 2 x ODc = weak biofilm producer; 2x ODc < OD 

< 4 x ODc = moderate biofilm producer; 4 x ODc < OD = strong biofilm producer 

(Stepanovíc et al., 2007). 

 

Statistical analysis 

Quantitative assays were compared using t-test for a sample. For the comparison of the three 

tests used and biofilm formation for the two bacterial species used in the study, the ANOVA 

followed by the Tukey test was used. All test were perfomed with statistical significance of P 

< 0,001. 
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Research ethics  

 The study was conducted in accordance with the Commitment of ethics in research 

with human beings number n. 2.678.16. 

 

Results 

In total 28 samples of Klebsiella pneumoniae and five of Klebsiella oxytoca were used 

in the study from blood, hands and environment, as shown in table 1. 

The ability of the Klebsiella spp. isolates to form biofilms was investigated and 

biofilm formation was compared among the K. pneumoniae and K. oxytoca strains, after 24h 

of incubation in polystyrene microtiter wells. Of the twenty-eight isolates of K. pneumoniae 

and five of K. oxytoca, all were able to produce  biofilm, as show in figure 1.  

We also used an established protocol to compare biomass, extracellular matrix and 

metabolic activity of K. pneumoniae and K. oxytoca strains using the Crystal-violet, Safranin 

and XTT reduction, respectively. The table 2 shows the mean optical density of biofilm 

formation of K. pneumoniae and K. oxytoca strains by the three methods.  

By Crystal-violet method, 8 (28,6%) K. pneumoniae strains (Kp 1.1, Kp 10, Kp 15, Kp 

17, Kp 21, Kp 68, Kp 85 and Kp 9) produced extensive biofilms mass, being statistically 

higher than the positive control (P < 0.001). However, 7 (25,0%) K. pneumoniae strains (Kp 

137, Kp 142, Kp 145, Kp 3, Kp 4, Kp 92 and Kp 98) were less effective in producing biofilm 

mass, with absorbance value below the positive control (P < 0.001). The other 13 (46,4%) K. 

pneumoniae strains were not different in adhesion compared to the positive control. 

Regarding extracellular matrix production, 4 (14,2%) K. pneumoniae strains (Kp 10, 

Kp 100, Kp 72 and Kp 85) were able to produce more extracellular matrix than positive 

control (P < 0.001). However, 12 (42,8%) K. pneumoniae strains (Kp 1, Kp 137, Kp 140, Kp 

142, Kp 145, Kp 17, Kp 3, Kp 40, Kp 50, Kp 63, Kp 92 and Kp 98) showed lower production 

compared to the positive control (P < 0.001). The other 12 (43,0%) K. pneumoniae strains 

showed similar behavior to the positive control.  

For the production of metabolic activity, 3 (10,7%) K. pneumoniae strains (Kp 20, Kp, 

4 and Kp 85) produced more metabolic activity than positive control (P < 0.001), while 4 

(14,3%) K. pneumoniae strains (Kp 126, Kp 142, Kp 15, Kp and Kp 63) produced less (P 

<0.001). The other 20 (71,0%) K. pneumoniae strains did not show statistically significant 

differences compared to the positive control. 

Regarding five K. oxytoca strains, 3 (60,0%) were less effective in producing biofilm 

biomass (Ko 125, Ko 143, and Ko 6), with absorbance values below to the positive control (P 
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<0.001). The other two (40,0%) K. oxytoca strains (were not different in adhesion compared 

to the positive control. 

For extracellular matrix production, all K. oxytoca strains produced less to the positive 

control (P <0.001), while for metabolic activity production 3 (60,0%) K. oxytoca (Ko 66, Ko 

125, Ko 143) strains showed different behavior to the positive control (P <0.001). The other 2 

(40,0%)  strains did not show statistically significant differences to the positive control. 

In general, 14 (42,4%) K. pneumoniae and K. oxytoca strains produced more biofilm 

than to the positive control, at least one method. Eleven (78.57%) were isolated from the 

hands, two from the environment (14, 29%) and one from the blood (7.14%). Fifteen (45,5%) 

K. pneumoniae and K. oxytoca strains were less effective in producing biofilm compared to 

the positive control, at least one method. Fourteen (94,2) were isolated from the hands and 

one (6,6%) from the blood. The other four (12,2%) samples were not different in adhesion 

compared to the positive control.  

To evaluate the number of viable cells present in each biofilm, the CFU test was 

performed. The number of adhered cells to the polystyrene surface varied according to the 

strain, ranging from 1.0 x108 to 8.1x108. The statistical analysis showed, that number of viable 

cells present in the biofilm produced by Klebsiella penumoniae strains does not show 

difference from the number of cells present in the biofilm produced by Klebsiella oxytoca. 

The figure 2 shows the average of all absorbance values of biofilm production of K. 

pneumoniae and K. oxytoca obtained by Crystal-violet, Safranin and XTT methods. Through 

this average, biofilm production was evaluated among these two species considering biomass, 

extracellular matrix and metabolic activity production. It was observed that K. pneumoniae 

strains isolated from environment and hands, are more effective in producing biofilm mass 

and extracellular matrix than K. oxytoca strains isolated from the same locations (P <0,001).  

However regarding metabolic activity production , the two species did not present statistically 

significant differences, showing similar metabolic behavior.  

Biofilm formation was classified in weak, moderate and strong formation according to 

Stepanovick (2007). Even with differences in the level of biofilm production of each species, 

through the three methods used, all isolates of K. oxytoca and K. pneumoniae studied (33/33) 

formed strong biofilms in polystyrene plates. There were no weak biofilm producers in our 

observations. 

Regarding of the three colorimetric detection methods used in the study to evaluate the 

biofilm formation, the obtained values of Crystal-violet and Safranin are more similar than the 

values obtained by XTT, as shown in figure 3. Considering the average of all OD values of 
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biofilm formation of K. pneumoniae and K. oxytoca strains  by Crystal-violet (Mean OD 1.86) 

Safranin (Mean OD 1.33) and XTT (Mean OD 0.56), the method with the highest absorbance 

value was Crystal-violet.  

 

Discussion 

Biofilms are the complex structural consortium of exopolysaccharide matrix, of 

microbial origins and shaped  by many host factors, whithin which bacteria lives. These 

microbial communities are extensively investigated over the past few decades mainly due to 

the involvement in almost 80% of bacterial infections. Klebsiella isolates forms biofilm as an 

essential step in its pathogenesis. The biofilm can be formed on the skin, soft tissues, lungs, 

urinary bladder and other sources (Singh et al., 2019).  

Several studies have shown the ability of Klebsiella strains to form biofilm on biotic 

and abiotic surfaces (Juma et al., 2015; Campos et al., 2015). In this study, of the 33 

Klebsiella isolates isolated from the hands of health professionals, blood of neonates and 

environment, all samples were able to produce biofilm in polystyrene surface, being 

considered biofilm producer´s strains. These data are corroborate by Yang and Zhang (2008) 

that demonstrated the ability of 150 K. pneumoniae  strains  to produce biofilm evaluated with 

crystal violet. These results are alarming because Klebsiella-producing biofilm in vivo results 

in more difficult to treat infections (Juma et al., 2015).  

The prerequisites for optimal biofilm formation vary considerably among bacteria and 

their composition is likely to be unique for each hospital. The matrix content of a biofilm as 

well as biofilm biomass formation and metabolic activity, could differ in quantity and nature 

of its constituents, depending on the environment factors (Costa et al., 2019; Singh et al., 

2019). Unfortunately, the majority of published studies evaluate biofilm production only by 

crystal violet and/or Congo red agar experiments without assessing the biofilm cell 

concentration or adherence. In our study, we evaluated the biofilm biomass, extracellular 

matrix and production of metabolic activity by Crystal-violet, Safranin and XTT methods, 

respectively.   

Environment contamination has been estimated to be the source of pathogenic bacteria 

involved in 20% of Healthcare associated infections (HAIs). Additionally, 25-79% of 

noncritical medical devices have been found to be contaminated, therefore, this 

microorganism contaminating may be sourced from any part of the hospital environment 

(Chowdhury et al., 2018). Within biofilms, bacteria are more resistant to desiccation, more 

difficult to remove during cleaning and are more persistant to desinfectants, which become 



41 

 

the cleaning of surfaces a challenge. Several bacteria have been shown to survive for months 

on dry hospital contact surfaces, including Acinetobacter spp. for 3 days to 11 monsths and 

Klebsiella spp. remained viable between 2h and 20 months (Costa et al., 2019; Slate et al., 

2019). In this study, the K. pneumoniae and K. oxytoca strains isolated from the environment 

were able to produced extensive biofilm at least one method.  

Additionally, has been estimated that 20-40% of pathogenic bacteria are thought to be 

sourced from healthcare workers hands, which are just as likely to be contaminated by the 

environment (Costa et al., 2019).  Only ungloved hand contact with a contaminated surface 

results in a variable degree of pathogens transfer, with planktonic bacterial transfer rates, of 

between 38 to 65% occurring from surfaces to hands (Chowdhury et al., 2018). In our study, 

35,7% of K. pneumoniae strains isolated from hands produced extensive biofilms and 20,0% 

of K. oxytoca strains isolated in the same source produced activity metabolic, more than 

positive control, at least in one method used in the study. The others samples had biofilm 

producing similar to the positive control. This is alarming since bacteria within dry surface 

biofilms have been shown to survive for more than 12 months. In biofilm, these bacteria are 

protected from desiccation and the biofilm formed in dry surface like hands, play a role in the 

endemic transmission of HAI (Thair et al., 2019). 

In this study two isolated from blood produced extensive biofilms at least one methods 

tested, and its particularly alarming in neonates, since Klesiella biofilm formation, in these 

immunocompromised patients, often results in worsening of the patient´s prognosis, since 

biofilms can protect bacterial cells against the host immune responses and antimicrobial 

therapies (Wang et al., 2017). 

Klebsiella species produce biofilms via several types of adhesive structures found in 

both K. pneumoniae and K. oxytoca (Ghasemian et al., 2018). However our data shows that K. 

pneumoniae strains was more effective of producing biofilm biomass and extracelullar matrix 

than K. oxytoca. These data are corroborated by Maldonato (2007) that observed differences 

in biofilm production of K. pneumoniae and K. oxytoca strains. This author showed that K. 

pneumoniae strains isolated from a urinary catheter produced the highest biofilm, while K. 

oxytoca strains produced a poor biofilm. Curiel (2013) also states that there are differences in 

the composition of the matrix among the species of K. oxytoca and K. pneumoniae, mainly in 

the production of fimbrial adhesins. In their study Curiel (2013) observed that some strains 

showed abundant fimbrial adhesins wilhe others showed moderate to no production.  

In recent years, there has been an increased research focus on the matrix in biofilms, 

which has led to a better comprehension of matrix complexity, its structural, chemical and 
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physical organization, being mainly used the confocal microscopy (Reichhardt et al., 2019). 

This study demonstrated that that it is possible to detect and quantify matrix through safranin 

dye. Although not a visual method, it’s a dye which selectively stains acid 

mucopolysaccharides (Stepanovic et al., 2007). It´s a simple, quick and inexpensive technique 

to be reproduced in research laboratories in biofilms, constituting as an alternative in the 

absence of an electronic microscopy. 

Even with these differences in the production of biomass and extracellular matrix, 

both samples of K. pneumoniae and K. oxytoca were classified as strong biofilm producers, 

following Stepanovic (2007).  However, these data differ from the data found by Campos 

(2015). In their study of 10 clinical samples of K. pneumoniae, four were classified as 

moderate, six as poor producers and one as a strain non-biofilm-producer.  Araujo (2019) also 

studied clinical and environment K. pneumoniae strains and showed that only the clinical 

strains was classified as moderate biofilm producer, while the others samples were strong 

biofilm producers. This classification is subjective and varies according to the parameter used 

for classification. 

There one results that required to be further discussed and studied. Some K. 

pneumoniae and K. oxytoca strains were able to produce more biofilm biomass than to the 

control but these same sample, were less effective in metabolic activity. Biofilms formation 

are a dynamic process controlled by internal mechanism, such as genes, regulatory reaction 

and Quorum -sensing. However, the expression and locus of these genes differs among 

bacteria species. Besides that, various testing times could also affect the biofilm-related 

protein expression. This could be the major cause of these different results (Xu et al., 2016).  

In summary, these results shows that K. pneumoniae and K. oxytoca strains have 

ability to adhere in the polystyrene plate producing biofilm biomass, extracellular matrix and 

metabolic activity, being confirmed by the Crystal-violet, Safranin and XTT methods 

respectively, characterized as strong biofilm formation. This ability represents an advantage 

and ideal niche for its extended prevalence in hospital settings and in various hostile 

environments, which constitutes a reservoir of pathogens, surviving longer due to the 

formation of the biofilm, and can be transferred through the hands. Both Klebsiella 

pneumoniae and Klebsiella oxytoca are able to produce biofilm via several types of adhesins, 

but this study has shown that K. pneumoniae is more effective in view of the three methods of 

the study. Futhermore, despite some differences between methods, our study demonstrated the 

use of Crystal-violet, Safranin, XTT and CFU as a tool to study Klebsiella species bacterial 

biofilm, being cheap and highly reproducible.  
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Table 1 List of microorganisms included in the study and their isolation sites. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Isolate (n=33) Bacterial species Site of isolation 
ATCC 700603 Klebsiella pneumoniae - 
Kp 21 Klebsiella pneumoniae Environment 
Kp 1 Klebsiella pneumoniae Blood 
Kp 2 Klebsiella pneumoniae Blood 
Kp 3 Klebsiella pneumoniae Blood 
Kp 4 Klebsiella pneumoniae Blood 
Kp 1.1 Klebsiella pneumoniae Hand 
Kp 9 Klebsiella pneumoniae Hand 
Kp 10 Klebsiella pneumoniae Hand 
Kp 17 Klebsiella pneumoniae Hand 
Kp 20 Klebsiella pneumoniae Hand 
Kp 15 Klebsiella pneumoniae Hand 
Kp 40 Klebsiella pneumoniae Hand 
Kp 46 Klebsiella pneumoniae Hand 
Kp 50 Klebsiella pneumoniae Hand 
Kp 63 Klebsiella pneumoniae Hand 
Kp 68 Klebsiella pneumoniae Hand 
Kp 72 Klebsiella pneumoniae Hand 
Kp 73 Klebsiella pneumoniae Hand 
Kp 77 Klebsiella pneumoniae Hand 
Kp 85 Klebsiella pneumoniae Hand 
Kp 92 Klebsiella pneumoniae Hand 
Kp 98 Klebsiella pneumoniae Hand 
Kp 100 Klebsiella pneumoniae Hand 
Kp 126 Klebsiella pneumoniae Hand 
Kp 137 Klebsiella pneumoniae Hand 
Kp 140 Klebsiella pneumoniae Hand 
Kp 142 Klebsiella pneumoniae Hand 
Kp 145 Klebsiella pneumoniae Hand 
ATCC 13182 Klebsiella oxytoca - 
Ko 3.3 Klebsiella oxytoca Environment 
Ko 35 Klebsiella oxytoca Hand 
Ko 66 Klebsiella oxytoca Hand 
Ko 125 Klebsiella oxytoca Hand 
Ko 143 Klebsiella oxytoca Hand 
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ANEXO A – PARECER DE APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA EM 

PESQUISA COM SERES HUMANOS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE 

UBERLÂNDIA (CEP - UFU) 
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