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RESUMO

Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) ¢ um importante agente etioldogico envolvido nas
infeccdes nosocomias e adquiridas pela comunidade, atingindo com maior frequéncia recém-
nascidos, idosos e individuos imunocomprometido. Colonizadora da orofaringe, trato
gastrointestinal e geniturinario, em situagdes mais graves pode invadir outras regides ocasionando
pneumonia, bacteremia, meningite e abcessos hepaticos. A bactéria utiliza um mecanismo de
comunicacdo intercelular denominado quorum sensing para produzir biofilmes e com isso
aumentar sua disseminagdo pelo ambiente e resisténcia a agentes antimicrobianos, essa
comunicacdo ¢ guiada, principalmente, pela produgdo de moléculas autoindutoras tipo II (AI-2).
Além dessa comunicagdo, alguns estudos descreveram a influéncia das poliaminas, moléculas
necessarias para o crescimento e desenvolvimento de todas as células, e de seus transportadores na
formagdo de biofilme por diferentes microrganismos. Neste trabalho avaliamos a importancia do
gene potD na formagdo de biofilme em K. pneumoniae e na capacidade de interferir no quorum
sensing. Utilizamos a cepa mutante, cujo gene potD foi deletado, para comparar a habilidade da
bactéria em formar biofilme em superficie abiotica, utilizando microplacas, e bidtica, utilizando a
linhagem celular A549 (células de adenocarcinoma de pulmio humano CCL-185; ATCC) -
comparando o comportamento das duas cepas. Nossos resultados mostram que PotD é importante
para a formagao de biofilme in vitro e esse efeito é proporcional a idade do biofilme, foi observado
diferenga em 24 h e 48 h. Porém ndo houve diferenca no crescimento planctonico. Para mimetizar
um ambiente mais fisioldgico de coloniza¢do e infeccdo no hospedeiro, também utilizamos
substrato celular, para a formagao de biofilme. Os dados demostraram que a quantidade de Unidade
Formadora de Colodnias recuperada pela cepa selvagem é maior quando comparada com a cepa
mutante, confirmando que PotD afeta a formagao de biofilme. Também foi avaliada a produgéo de
moléculas Al-2, foi observado que a deleg@o do gene potD afetou a producdo de moléculas Al-2 e,
consequentemente, o quorum sensing, esse resultado pode justificar a capacidade reduzida em
formar biofilme pela cepa mutante, uma vez que, o quorum sensing é importante para a formagao
de biofilme.
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ABSTRACT

Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) is an important etiological agent involved in nosocomial
and community-acquired infections, affecting newborns, the elderly and immunocompromised
individuals more frequently. Colonizing the oropharynx, gastrointestinal and genitourinary tract,
in more serious situations it can invade other regions causing pneumonia, bacteremia, meningitis
and liver abscesses. The bacterium uses an intercellular communication mechanism called quorum
sensing to produce biofilms and thereby increase its dissemination through the environment and
resistance to antimicrobial agents, this communication is mainly guided by the production of type
II autoinducer molecules (AI-2). In addition to this communication, some studies have described
the influence of polyamines, molecules necessary for the growth and development of all cells, and
their transporters in biofilm formation by different microorganisms. In this work, we evaluated the
importance of the potD gene in biofilm formation in K. pneumoniae and in its ability to interfere
with quorum sensing. We used the mutant strain, whose porD gene was deleted, to compare the
bacteria's ability to form biofilm on abiotic surfaces, using microplates, and biotic ones, using the
A549 cell line (CCL-185 human lung adenocarcinoma cells; ATCC) - comparing the behavior of
the two strains. Our results show that PotD is important for in vitro biofilm formation and this
effect is proportional to the age of the biofilm, a difference was observed at 24 h and 48 h. However,
there was no difference in planktonic growth. To mimic a more physiological environment of
colonization and infection in the host, we also used cellular substrate for biofilm formation. The
data showed that the amount of Colony Forming Units recovered by the wild strain is higher when
compared to the mutant strain, confirming that PotD affects biofilm formation. The production of
Al-2 molecules was also evaluated, it was observed that the deletion of the porD gene affected the
production of Al-2 molecules and, consequently, the quorum sensing, this result may explain the
reduced ability to form biofilm by the mutant strain, a since, quorum sensing is important for
biofilm formation.
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