
 

 

 

GUSTAVO ISSAMU ASAI SAIKAWA  

 

 

 

ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E ANTIBIOFILME IN VITRO 

E APLICAÇÃO EM CATÉTER URINÁRIO DE 

NANOPARTÍCULAS DE PRATA CONTRA PROTEUS 

MIRABILIS UROPATOGÊNICO  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Londrina 
2018



 

GUSTAVO ISSAMU ASAI SAIKAWA 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E ANTIBIOFILME IN VITRO 

E APLICAÇÃO EM CATÉTER URINÁRIO DE 

NANOPARTÍCULAS DE PRATA CONTRA PROTEUS 

MIRABILIS UROPATOGÊNICO 

 

Dissertação apresentada ao Departamento de 
Microbiologia da Universidade Estadual de 
Londrina, como requisito para obtenção do 
título de Mestre em Microbiologia. 
 
Orientador: Prof. Dr. Sérgio Paulo Dejato da                
Rocha 
 

 
 
 

 

 

 

 

 

Londrina 
2018



 



 

GUSTAVO ISSAMU ASAI SAIKAWA  

 

 
ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E ANTIBIOFILME IN VITRO E 

APLICAÇÃO EM CATÉTER URINÁRIO DE NANOPARTÍCULAS DE 

PRATA CONTRA PROTEUS MIRABILIS UROPATOGÊNICO 

 

Dissertação apresentada ao Departamento de 
Microbiologia da Universidade Estadual de 
Londrina, como requisito para obtenção do 
título de Mestre em Microbiologia. 

 

BANCA EXAMINADORA 
 
 
 

____________________________________ 
Orientador: Prof. Dr. Sérgio Paulo Dejato da 

Rocha 
Universidade Estadual de Londrina - UEL 

 

 
 

____________________________________ 
Prof. Dr. Felipe de Almeida La Porta 

Universidade Tecnológica Federal do Paraná – 
UTFPR 

 
 
 

____________________________________ 
Prof. Dr. Admilton Gonçalves de Oliveira Junior 

Universidade Estadual de Londrina - UEL 
 
 
 
 
 
 

Londrina, Abril de 2018.



 

AGRADECIMENTOS 

 

Agradeço ao meu orientador, Sérgio Paulo Dejato da Rocha, que me 

me apresentou e conduziu pelo mundo científico, sempre com disposição e 

paciência ao ensinar.  

À Profa. Jacinta Sanchez Pelayo, que nunca negou apoio e ajuda 

quando foi preciso. 

Ao Prof. Admilton Jr., por toda sapiência e engenhosidade prestada 

na resolução dos mais diversos percalços encontrados no decorrer dessa etapa.   

Ao Laboratório Laboratório de Bacteriologia Básica e Aplicada, em 

especial ao Prof. Gerson Nakazato e à Sara Scandorieiro, pelo suporte dado e pelo 

conhecimento compartilhado, sem os quais este trabalho não poderia sequer ser 

iniciado. 

Ao Laboratório de Biologia Molecular de Microrganismos da UEL 

pelo socorro prestado em diversos momentos. 

Ao Laboratório de Micologia e Métodos Alternativos ao Uso de 

Animais da UEL, à Angelita Aparecida, ao César, e ao Tiago Zaninelli, pela 

inestimável ajuda em etapas críticas para a realização deste trabalho. 

À Central Multiusuária De Laboratórios De Pesquisa da UEL (CMLP) 

e à Financiadora De Estudos E Projetos (FINEP/CT-INFRA) 01/2011 CONVÊNIO 

NO 01.13.0049.00 e ao Laboratório de Microscopia Eletrônica e Microanálise da 

UEL, em especial ao Tiago e ao Osvaldo, pela ajuda prestada nas análises de 

microscopia. 

Aos amigos Carol, Kawana, Matheus, Taynara, Wellington, Anahí e 

a todos os integrantes do Laboratório de Bacteriologia, pelos momentos divididos e 

por tornarem os dias de trabalho mais agradáveis. 

Por fim, agradeço à toda minha família e amigos que sempre me 

apoiaram e  mantiveram a fé nessa conquista quando nem mesmo eu a mantive, 

principalmente aos maiores responsáveis por essa realização, meus pais, João e 

Maria Saikawa, que sempre estiveram ao meu lado, incondicionalmente, nos erros e 

acertos, aos quais dedico este trabalho. 



 

SAIKAWA, Gustavo Issamu Asai. Atividade antibacteriana e antibiofilme in vitro 
e aplicação em catéter urinário de nanopartículas de prata contra Proteus 
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RESUMO 
 
 
Proteus mirabilis é um dos principais agentes causadores de infecções urinárias 
associadas à catéter. Os tratamentos contra infecções bacterianas têm se tornado 
cada vez mais ineficazes devido à rápida emergência de bactérias resistentes a 
antimicrobianos, levado à necessidade crítica de novos agentes antimicrobianos. 
Nanopartículas de prata (AgNPs) aparecem como candidatas por conta de sua 
atividade antimicrobiana e baixa toxicidade aos humanos. Este trabalho teve como 
objetivo verificar a atividade de AgNPs biossintetizadas pelo fungo Fusarium 
oxysporum contra isolado clínico de P. mirabilis uropatogênico e verificar a atividade 
antimicrobiana de catéteres de Foley revestidos com essas AgNPs. As AgNPs foram 
sintetizadas pela adição de AgNO3 ao filtrado fúngico. Análise de tamanho, potencial 
Zeta e morfologia das AgNPs foram determinados por espalhamento de luz 
dinâmico, laser doppler eletroforese, e microscopia eletrônica de transmissão, 
respectivamente. Os ensaios de microdiluição em caldo e cinética de tempo de 
morte foram usados para determinar a atividade antibacteriana das AgNPs. O ensaio 
de redução do XTT foi utilizado para determinação da atividade antibiofilme. Além 
disso, fragmentos de catéter foram revestidos com duas e três camadas de AgNPs 
usando polidopamina como agente ancorante. A caracterização da superfície foi 
realizada EDX. Pedaços de catéter revestido foram incubados em urina inoculada 
com P. mirabilis e o tempo necessário para incrustação foi determinado. Imagens de 
MCE foram realizadas para comparar a formação de biofilme entre os catéteres 
pristino e revestidos. As AgNPs apresentaram formato esférico, com tamanho médio 
de 126,3 nm e potencial Zeta de -36,86 mV. A CIM foi 62,5 µM, causando 
inviabilidade celular total após 4 horas de ação. A formação de biofilme foi inibida em 
76,4% e o biofilme maduro foi reduzido em 1,9%. A análise por EDX confirmou a 
presença de prata. A incrustação dos catéteres de 2 e 3 camadas aconteceu após 
13 e 20 dias, respectivamente, enquanto o catéter pristino apresentou incrustação 
no primeiro dia. MCE mostrou que o revestimento do catéter reduziu a intensidade 
de fluorescência em mais de 98%. Dessa forma, conclui-se que AgNPs 
biossintetizadas por F. oxysporum possuem grande atividade antibacteriana e 
antibiofilme, sendo uma potencial alternativa ao tratamento com antibióticos em 
infecções por P. mirabilis uropatogênico.     
 
Palavras-chave: Infecção urinária. Polidopamina. Antimicrobiano. Nanosilver. 
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ABSTRACT 
 
 
Proteus mirabilis is one of the main causative agent of catheter associated urinary 
tract infection. Treatment of bacterial infections are becoming increasingly inefficient 
due to the rapid emergence of resistant bacteria, leading to a critical need for new 
antimicrobial agents. Silver nanoparticles (AgNPs) are promising candidates by it 
antibacterial activity and low toxicity for humans. This work intended to assess the 
activity of AgNPs biosynthesized by Fusarium oxysporum against a clinical isolate of 
uropathogenic P. mirabilis and assess the antimicrobial activity of Foley catheter 
coated with those AgNPs. AgNPs were synthesized by adding AgNO3 to fungal 
filtrate. AgNPs analisys of size, Zeta potential and morpholgy were determined by 
dynamic light scattering, laser doppler electrophoresis and transmition 
electromicroscopy, respectively. Broth microdilution and time-kill kinetics assays were 
used to determine the antibacterial activity of the AgNPs. The XTT reduction assay 
was employed to determine the antibiofilm effect. Beyond that, fragments of catheter 
were coated with two and three AgNPs layers using polydopamine as the surface 
anchor. Thickness and homogeneity were confirmed by EDX and SEM. Pieces of 
coated catheter were incubated in urine inoculated with P. mirabilis and the time 
taken for encrustation to occur was recorded. SCM images were taken to compare 
biofilm formation between pristine and coated catheters. AgNPs showed spherical 
shape, an average size of 126,3 nm e Zeta potential of -36,86 mV. MIC was found to 
be 62,5 µM, causing total loss of viability after 4 hours of action. Biofilm formation 
was 76,4% lower and mature biofilm was reduced by 1,9%. EDX analisys confirmed 
presence and homogeneity of AgNPs on coating. Encrustation of the two and three 
AgNPs layers catheters occurred after 13 and 20 days, respectively, while pristine 
catheter was encrusted on the first day. SCM showed that the coating on catheter 
was able to reduce the flourescence intensity by more than 98%. Therefore, it can be 
concluded that the AgNPs biosynthesized by F. oxysporum has great antibacterial 
and antibiofilim activity, being considered as a potential alternative to antibiotic 
treatment of infections caused by uropathogenic P. mirabilis. 
 
Key-words: Urinary tract infection. Polydopamine. Antimicrobial. Nanosilver.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

Infecção do trato urinário (ITU) é uma infecção que acomete qualquer 

parte do trato urinário sendo, em sua maioria, causada por bactérias. Normalmente, 

as bactérias atingem o sistema urinário pela via ascendente, quando o ponto de 

partida é a uretra, e podem migrar, até atingir os rins e, a partir daí, alcançar a 

corrente sanguínea. O uso de dispositivos médicos como os cateteres é um fator 

que aumenta as chances da ITU acontecer.  

A infecção do trato urinário associada a cateter (ITU-AC) é relacionada ao 

aumento da morbidade e mortalidade sendo a causa mais comum de infecção 

secundária da corrente sanguínea, gerando custos de 43-256 milhões de dólares 

anualmente nos Estados Unidos. Pacientes cateterizados se tornam propensos à 

infecção por que não possuem o sistema de defesa natural de enchimento e 

esvaziamento da bexiga, além dos dispositivos servirem como via de inoculação de 

bactérias.  

Proteus mirabilis é uma das principais bactérias causadoras de ITU-AC. 

Este microrganismo possui diversos fatores de virulência que contribuem tanto na 

colonização do cateter urinário quanto do hospedeiro. Uma característica marcante 

da ITU-AC envolvendo P. mirabilis é a incrustação e o bloqueio da luz do cateter. 

Essa bactéria é capaz de produzir uma potente urease que degrada a ureia em 

dióxido de carbono e amônia, causando alcalinização da urina. Dessa forma, cristais 

de estruvita e apatita se depositam junto ao biofilme em formação gerando um 

biofilme cristalino, de difícil erradicação, protegendo as bactérias. Por isso, também, 

pacientes com ITU causada por P. mirabilis são frequentemente afetados por 

cálculos renais. O entupimento do cateter causa o bloqueio do fluxo urinário e, 

consequentemente, a urina fica retida, resultando em distensão da bexiga, o que 

causa dor e desconforto ao paciente. Além disso, pode ocorrer refluxo da urina para 

os rins, causando formação de urolitíase e complicações sérias como pielonefrite, 

sepse, choque e até a morte. 

O tratamento de infecções têm se tornado cada vez menos eficazes 

devido ao rápido aumento na emergência de bactérias resistentes aos tratamentos 
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convencionais com antibióticos clínicos. Neste cenário, as nanopartículas aparecem 

como candidatas ao tratamento alternativo por conta de suas propriedades físicas, 

químicas e biológicas.  

Nanopartículas de prata (AgNPs) têm mostrado grande capacidade de 

inibir o crescimento tanto de bactérias Gram-positivas como Gram-negativas, além 

de outros microrganismos. Uma de suas aplicações é a possibilidade de 

imobilização das partículas em superfícies para combater infecções. Dessa forma, 

se tornam uma potencial alternativa no combate à ITU-AC. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. Infecção do trato urinário (ITU) 

O trato urinário representa um sítio frequente de infecções tanto em 

pacientes da comunidade como em pacientes internados em unidades hospitalares, 

sendo comuns em todas as idades, e estão entre as causas que mais requerem 

tratamento ambulatorial (MASSON et al., 2009; RORIZ-FILHO et al., 2010). A 

infecção do trato urinário (ITU) é definida como uma resposta inflamatória do urotélio 

à invasão por microrganismos, geralmente associada à bacteriúria e piúria, e é 

associada a uma alta taxa de morbidade e mortalidade. Pode acometer tanto a 

porção superior do sistema urinário, composto pelos rins, pelve renal e ureteres, 

quanto a porção inferior, que compreende a bexiga urinária e a uretra 

(DIELUBANZA; SCHAEFFER, 2011; FATIMA; MUSSAED, 2018).  

A ITU, geralmente, é bacteriana, mas fungos, vírus e parasitas também 

são agentes causadores. Em condições normais, o trato urinário é estéril e a 

infecção acontece apenas quando a virulência do patógeno supera os mecanismos 

de defesa do hospedeiro (SHEERIN, 2011). Os microrganismos podem atingir o 

sistema urinário pela via ascendente, quando o ponto de partida é a uretra, ou pela 

via descendente, tendo proveniência de outros locais e instalando-se a nível dos 

rins. (RODRIGUES; BARROSO, 2011).  

Na via ascendente, os uropatógenos podem invadir o urotélio, produzindo 

toxinas e proteases para liberar nutrientes das células do hospedeiro, e sintetizar 

sideróforos para obtenção de ferro. Dessa forma, a bactéria pode ascender aos rins 

e colonizar o epitélio renal. Consequentemente, são capazes de cruzar o epitélio 

tubular e atingir a corrente sanguínea, dando início à bacteremia (FLORES-

MEIRELES et al., 2015). Já a rota descendente, chamada de hematógena, acontece 

quando bactérias presentes na circulação sanguínea atingem os rins. Esse tipo de 

infecção é incomum em indivíduos sadios (FATIMA; MUSSAED, 2018). 

  

2.1.1. Classificação 

A ITU pode ser classificada de acordo com o local de infecção, como 

cistite, quando na bexiga, pielonefrite, quando nos rins, e bacteriúria, quando há 
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presença de bactérias na urina. Esta enfermidade pode ser assintomática ou 

sintomática, tendo ampla variação de sintomas que vão desde leve irritação ao 

urinar, sepse, podendo até mesmo levar à morte (MASSON et al., 2009; FOXMAN, 

2002).  

Podem, ainda, ser classificadas como não-complicadas, quando ocorrem 

em pacientes não grávidas, com trato geniturinário normal e sem necessidade de 

instrumentação, como sonda vesical de demora (FOXMAN, 2002, 2010; 

GONZALEZ; SCHAEFFER, 1999; NICOLLE, 2002), por exemplo, ocorrendo em 

mulheres jovens sexualmente ativas, sendo associados com fatores genéticos e 

comportamentais (NICOLLE, 2002) e, geralmente, adquirida fora do ambiente 

hospitalar (HEILBERG; SCHOR, 2003), ou complicadas, quando ocorrem em casos 

associados à anormalidade funcional ou estrutural do trato geniturinário, incluindo 

obstrução urinária, retenção urinária causada por doença neurológica, 

imunossupressão, falência ou transplante renal, gravidez, presença de cálculos e 

cateter (FLORES-MIRELES et al., 2015; WAGENLEHNER et al., 2012), ou qualquer 

paciente com pielonefrite (GONZALEZ; SCHAEFFER, 1999), não tendo 

especificidade de idade ou sexo (NICOLLE, 2002). 

 

2.1.2. Epidemiologia 

As ITUs afetam cerca de 150 milhões de pessoas no mundo (FLORES-

MIRELES et al., 2015) ocupando lugar de destaque entre as infecções nosocomiais 

(SILVA E SOUZA et al., 2017).  

O “Ambulatory CareVisits to Physician Offices, Hospital Outpatient 

Departments, and Emergency Departments”, de 2006, que apresenta dados de 2001 

e 2002 do “National Ambulatory Medical Care Surveys” (NAMCS) e do “National 

Hospital Ambulatory Medical Care Surveys” (NHAMCS) os quais, juntos, produzem 

uma estimativa anual de cuidados ambulatoriais nos Estados Unidos, estima que as 

ITU correspondam a mais de 7 milhões de consultas anuais (SCHAPPERT; BURT, 

2006), ocupando lugar de destaque entre as infecções nosocomiais (SILVA E 

SOUZA et al., 2017). No Brasil, estudos mostram que ITU também encabeça entre 

as principais infecções adquiridas em hospitais (BARROS et al., 2012; LISBOA et 

al., 2007; OLIVEIRA; KOVNER; SILVA, 2010; PADRÃO et al., 2010;  SALES 

JÚNIOR et al., 2006), assim como em países europeus (ILIĆ; MARKOVIĆ-DENIĆ, 
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2009; VAQUÉ et al., 1996) e de outros continentes (RAZINE et al., 2012; 

TASBAKAN et al., 2013) 

A epidemiologia da infecção urinária varia com a idade, sexo, e presença 

de diversas anormalidades no trato geniturinário (NICOLLE, 2002) que influenciam 

de modo diferente na recidiva, reinfecção e frequência da infecção (NICOLLE, 

2001). Infecção urinária recorrente, seja por recidiva (infecção por microrganismo 

semelhante ao encontrado antes da terapia, geralmente devido à persistência do 

organismo no trato urinário) ou reinfecção (nova infecção com um microrganismo 

diferente) é comum em pacientes que sofrem de infecção urinária complicada 

(NICOLLE, 2005), principalmente do sexo feminino (FOXMAN, 2002). Se a 

anormalidade no trato urinário for corrigida, infecções subsequentes podem ser 

evitadas. Porém, caso isso não seja possível, pode-se esperar ocorrência de 

reinfecção, que pode chegar a uma taxa de, aproximadamente, 50% dentro de 

quatro a seis semanas (NICOLLE, 2001).  

Apesar de todos estarem sujeitos à ITU, existem subpopulações com 

risco aumentado desta infecção incluindo crianças (BECKNELL et al., 2015), 

grávidas (MATUSZKIEWICZ-ROWIŃSK; MAŁYSZKO; WIELICZKO, 2015), idosos 

(ROWE; JUTHANI-MEHTA, 2014), diabéticos (NITZAN et al., 2015), pacientes com 

lesão medular (PANNEK, 2011), e pacientes cateterizados (TAN; CHLEBICKI, 

2016).  

Exceto nos primeiros meses de vida, o sexo feminino é mais vulnerável à 

ITU do que o masculino. Antes do primeiro ano de vida, as ITUs acometem 

principalmente crianças do sexo masculino (MASSON et al., 2009)  devido ao maior 

número de malformações congênitas, especialmente na válvula de uretra posterior. 

Depois desse período, principalmente na fase pré-escolar, as meninas são 

acometidas 10 a 20 vezes mais do que os meninos. Na vida adulta, a incidência de 

ITU no sexo feminino se eleva, em torno de 30 vezes mais que os homens, com 

picos de maior acometimento no início ou relacionado à atividade sexual, durante a 

gestação ou na menopausa. Isso se deve ao fato de que os organismos infectantes 

são derivados da própria microbiota fecal. Portanto, a susceptibilidade das mulheres 

à ITU está relacionada à uretra mais curta e a maior proximidade do ânus com o 

vestíbulo vaginal e a uretra em relação ao sexo masculino. Assim sendo, cerca de 
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40% das mulheres desenvolvem ITU em algum momento da vida (HEILBERG; 

SCHOR, 2003; SHEERIN, 2011; TAN; CHLEBICKI, 2016). Contudo, casos de ITU se 

acentuam em homens adultos com prostatite (LIPSKY, 1999; SHEERIN, 2011). 

Em casos de gestação, a dilatação da pelve renal e do ureter, redução do 

tônus da musculatura lisa com diminuição da peristalse ureteral, relaxamento do 

esfíncter ureteral, aumento da pressão intravesical pela compressão do útero sobre 

a bexiga, e aumento do pH urinário, são fatores de risco que contribuem para a ITU 

(AL-BADR; AL-SHAIKH, 2013; MATUSZKIEWICZ-ROWIŃSK; MAŁYSZKO; 

WIELICZKO, 2015).  

Em casos de menopausa, os níveis de estrógeno estão mais baixos, o 

que resulta em uma baixa população de lactobacilos e, assim, uma menor acidez 

vaginal, facilitando a infecção (RAZ, 2011; ROWE; JUTHANI-MEHTA, 2014).  

A prevalência de bactérias é variável, sendo dependente de fatores como 

idade, sexo, gravidez, instrumentação e local da aquisição da infecção, se intra ou 

extra-hospitalar. Porém, de maneira geral, Escherichia coli uropatogênica (UPEC) se 

apresenta como a bactéria mais frequente, tanto em casos de ITU complicada como 

não complicada (FLORES-MEIRELLES et al., 2015) sendo responsável por 70-85% 

das infecções do trato urinário adquiridas na comunidade. Apesar de continuar 

sendo a mais prevalente em casos de ITU complicada e nosocomial, a 

expressividade de E. coli diminui nesses casos (40-70%) e  outras bactérias como 

Proteus mirabilis, Staphylococcus saprophyticus, Enterococcus faecalis, Klebsiella 

pneumoniae e Pseudomonas aeruginosae ganham maior destaque. (CORNEJO-

DÁVILA et al., 2015; RORIZ-FILHO et al., 2010; SHEERIN, 2011).  

 

2.1.3. Diagnóstico  

O padrão ouro para diagnóstico de ITU é a detecção do patógeno na 

urina na presença de sintomas clínicos (SCHMIEMANN et al., 2010). A 

recomendação da Sociedade de Doenças Infecciosas da América (IDSA) é de que, 

para mulheres assintomáticas, a bacteriúria deve ser definida como 2 amostras de 

urina consecutivas com isolamento da mesma cepa bacteriana com contagem ≥ 105 

UFC/ml. Para homens, uma única amostra de urina com ≥ 105 UFC/ml de uma 

espécie bacteriana isolada identifica bacteriúria assintomática. Para se definir ITU-
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CA, é necessária presença de sintomas e sinais compatíveis com ITU com 

contagem ≥ 103 ufc/ml de pelo menos 1 espécie de bactéria em uma única amostra 

de urina em paciente que teve o cateter removido nas últimas 48 h (HOOTON et al., 

2010; NICOLLE et al., 2005). 

Geralmente, a contagem de unidades formadoras de colônia (UFC) em 

infecção aguda deve ser ≥ 105 UFC/ml (HICKLING; TUNG-TIEN; XUE-RU, 2015). 

Entretanto, contagem acima de 103 UFC/ml pode ser significativa em presença de 

sintomas típicos, bem como qualquer contagem em aspirado suprapúbico 

(SHEERIN, 2011).  

Em casos de ITU associada a cateter (ITU-CA), é indicado que se 

considere um número de colônias 100 UFC/ml, uma vez que um baixo nível de 

bacteriúria pode progredir rapidamente para altas contagens, com um número de 

UFC/ml maior que 105 (STAMM; COUTINHO,1999; STARK; MAKI, 1984). Todavia, 

segundo nota técnica da ANVISA (SANTOS et al., 2017), para diagnóstico de ITU-

CA, a contagem continua sendo ≥ 105 UFC/ml. É proposto, ainda, que achados de 

aproximadamente 103 UFC/ml defina bacteriúria significante em cistite aguda não 

complicada, 104 UFC/ml em pielonefrite aguda não complicada e ITU em homens 

(GRABE et al., 2011; RUBIN et al.; 1992) e, caso o limite de 105 UFC/ml tenha sido 

ultrapassado em duas amostras consecutivas com ausência de sinais clínicos, o 

diagnóstico será bacteriúria assintomática (SCHMIEMANN et al., 2010) . 

Outros parâmetros também são usados no auxílio do diagnóstico, como 

presença de hematúria, piúria, e nitrito. Nitrito é formado pela conversão do nitrato 

presente na urina, reação a qual a maioria das enterobactérias são capazes de 

realizar. Porém, nem todas as bactérias o fazem, de forma que a ausência de nitrito 

não deve ser usada para descartar ITU (SHEERIN, 2011; SILVA E SOUSA et al., 

2017). 

 

2.1.4. Tratamento 

A comprovação de bacteriúria significativa é necessária para diagnóstico 

de ITU, porém os resultados da urocultura e antibiograma demoram em torno de 4 

dias. Dessa forma, a terapia antimicrobiana inicial costuma ser empírica, levando-se 

em consideração a prevalência dos organismos mais frequentes para as 
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características do paciente, como faixa etária e sexo. Posteriormente, de acordo 

com as informações de susceptibilidade antimicrobiana, o tratamento pode ser 

adaptado (LO et al., 2013; PIETRUCHA-DILANCHIAN; HOOTON, 2016). Entretanto, 

essa prática pode levar ao uso abusivo de antibióticos, o que pode causar aumento 

do surgimento de casos de resistência antimicrobiana (ROWE; JUTHANI-MEHTA, 

2014). 

O principal objetivo do tratamento é reduzir os sintomas da ITU, tais como 

aumento da frequência e urgência de urinar, e disúria. Assim, ITU assintomática não 

necessita de tratamento a não ser em casos de gravidez, transplantados de rim, 

crianças com refluxo vesicoureteral, pacientes com cálculos infectados e pacientes 

submetidos a cirurgias urológicas (BARDSLEY, 2017; PIETRUCHA-DILANCHIAN; 

HOOTON, 2016; SILVA E SOUZA et al., 2017). Além disso, o tratamento de 

bacteriúria assintomática em casos de ITU recorrente levou ao desenvolvimento de 

ITU sintomática dentro de um ano. O tratamento equivocado desse tipo de infecção 

também está relacionado ao aumento de isolados multirresistentes (CAI et al., 

2012).  

Uma grande variedade de agentes antimicrobianos é efetiva no 

tratamento de ITU complicada e são usados, normalmente, por 7 a 14 dias 

(LICHTENBERGER; HOOTON, 2008; NICOLLE, 2001), porém, a duração pode ser 

variável. Casos de mulheres com primeira ITU não complicada em trato urinário 

inferior podem ser tratados com dose única com fosfomicina trometanol (3 g) contra 

E. coli, por exemplo. Tratamento de 3 dias são indicados no tratamento da ITU 

“baixa”, com invasão superficial da mucosa, não complicada. Tratamentos de 7 dias 

para ITU em homens e para pacientes com tratamento pregresso e alta 

probabilidade de ITU por microrganismos resistentes. Para ITU alta ou complicada 

por outros fatores, o tratamento recomendado é de 10 a 14 dias. Para casos de 

cistite não complicada, vários agentes antimicrobianos de via oral podem ser 

utilizados como, por exemplo, as sulfonamidas, nitrofurantoína, quinolonas e 

cefalosporinas. Já para pielonefrite não complicada, é indicado tratamento parenteral 

e, quando o paciente deixar de apresentar febre por um período de 24 horas, entra-

se com terapia oral sem predileções por tipos de antimicrobianos, desde que 

possam ser administrados pelas vias indicadas, como altas doses de 

aminoglicosídeos seguido de ciprofloxacina via oral, por exemplo. Em casos de ITU 
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complicada, é difícil se estabelecer um padrão de antimicrobianos, uma vez que 

essa condição depende das alterações apresentadas no trato urinário, como 

obstrução ou uso de cateter, e do microrganismo envolvido. De maneira geral, 

utiliza-se cefalosporinas de 1ª, 2ª, 3ª, e 4ª gerações (HEILBERG; SCHOR, 2003).  

Em estudo comparativo entre norfloxacina e ciprofloxacina realizado com 

pacientes adultos que sofriam de ITU complicada, foi demonstrado que não há 

diferença significativa na taxa de cura entre esses dois medicamentos, indicando 

eficácia e tolerância comparável entre ambos (SCHAEFFER; ANDERSON, 1992). 

A prevalência de bactérias é variável, sendo dependente de fatores como 

idade, sexo, gravidez, instrumentação e local da aquisição da infecção, se intra ou 

extra-hospitalar. Porém, de maneira geral, E. coli se apresenta como a bactéria mais 

frequente (DARZE; BARROSO; LORDELO, 2011; LO et al., 2010, 2013; MARQUES 

et al., 2012; MORAES et al., 2014; RIYUZO; MACEDO; BASTOS, 2007; TASBAKAN 

et al., 2013). As demais bactérias apresentam uma frequência variável sendo, as 

espécies de Proteus, muitas vezes citadas entre as maiores responsáveis pelas 

frequências de infecção (HANNAN, 2012; KHAWCHAROENPORN; VASOO; SINGH, 

2013; MARQUES et al., 2012; MODY; JUTHANI-MEHTA, 2014), comuns 

especialmente em pacientes com dispositivos urológicos internos e/ou 

anormalidades anatômicas do trato urinário (CHEN et al., 2012; NICOLLE, 2005). 

 

2.2. Infecção do trato urinário associada a cateter (ITU-AC) 

A ITU-AC é a infecção nosocomial mais comum dentre todas, e 

representa mais de 80% das ITU nosocomiais (JACOBSEN et al., 2008; RICHARDS 

et al., 1999). ITU-AC são associadas ao aumento da morbidade e mortalidade e são, 

coletivamente, a causa mais comum de infecção secundária de sangue (FLORES-

MEIRELES et al., 2015).  

A ITU se desenvolve em 25% dos pacientes que requerem uso de cateter 

por, pelo menos, 7 dias (SHEERIN, 2011). Pacientes cateterizados são vulneráveis 

à infecção por que o dispositivo reduz a defesa de uma bexiga normal. O 

enchimento e esvaziamento da bexiga saudável ajuda na limpeza do trato urinário, o 

que não ocorre com esses pacientes, onde a urina apenas escorre para o saco 

coletor. Isso permite que ocorra a migração bacteriana da pele contaminada no sítio 
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de inserção. Na bexiga, ocorre um sistema de cultura contínuo, onde as bactérias 

invadem o reservatório de urina reabastecido pelos rins, o que permite rápida 

multiplicação gerando cerca de 108 bactérias/ml (STICKLER, 2014). Ademais, 

torneiras de drenagem dos sacos de urina geralmente tornam-se contaminadas 

durante o uso e sua abertura regular serve para acesso das bactérias, que migram 

para o tubo de drenagem, o cateter e bexiga, logo depois (TENKE et al., 2008).  

A maioria dos patógenos causadores de ITU tem origem fecal ou são 

residentes da pele da própria microbiota nativa dos pacientes. A entrada dessas 

bactérias pode acontecer no momento da inserção do cateter, através da luz do 

cateter, ou ao longo da interface entre o dispositivo e a uretra (JACOBSEN et al., 

2008).  

P. mirabilis não é conhecido por causar infecções em pacientes sadios 

com frequência, sendo mais relacionado à ITU complicada, principalmente 

relacionada à cateter, causando 10-44% ITU-CA de longo prazo (definido como 

cateterização por um período >28 dias), gerando custos de 43-256 milhões de 

dólares anualmente nos Estados Unidos (CHEN et al., 2012; HOLLING et al., 2014; 

SCHAFFER; PEARSON, 2015) Além disso, espécies de Proteus spp. são as mais 

prevalentes bactérias isoladas de cálculos renais e vesicais, atingindo 70% dos 

casos (DRZEWIECKA, 2016). 

Este microrganismo possui diversos fatores de virulência que contribuem 

tanto na colonização do cateter urinário quanto do hospedeiro. Em todo genoma 

bacteriano são conhecidos 16 operons de fimbrias; na ITU, são descritas quatro 

adesinas diferentes que auxiliam na ligação à superfícies bióticas e abióticas. Esta 

bactéria pode expressar uma cápsula de exopolissacarídeos que a protege contra as 

defesas do hospedeiro. É capaz, também, de secretar α–hemolisinas, proteínas de 

captura de ferro, proteases e aminoácido desaminases, as quais são importantes 

para aquisição de nutrientes dos tecidos e fluidos. Uma protease de imunoglobulina 

(Ig) A é produzida e degrada IgA secretada no muco das superfícies epiteliais. Além 

disso, produzem uma potente urease e conseguem migrar rapidamente sobre 

superfícies sólidas (STICKLER, 2014). 

A urease produzida por P. mirabilis é muito potente, sendo capaz de 

hidrolisar a ureia muito mais rápido do que as ureases de outros microrganismos 
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(STICKLER; FENELEY, 2010) com consequente formação de amônia. Por isso, as 

espécies de Proteus estão comumente envolvidas com formação de cálculos no 

trato urinário, pois cristais de estruvita e apatita são formados quando ocorre 

alcalinização da urina pelo hidróxido de amônia (GRIFFITH; MUSHER, 1976) por 

causar cristalização de fosfato de magnésio e amônio (Mg(NH4)PO4), e de fosfato de 

cálcio  (Ca3(PO4)2), respectivamente (STICKLER; ZIMAKOFF, 1994). Braude e 

Siemienski (1960) encontraram que 22% dos ratos infectados por Proteus 

apresentaram cálculos renais (BRAUDE; SIEMIENSKI, 1960). Em estudo realizado 

com ratos infectados com bactérias isoladas de ITU em humanos, Braude, Shapiro e 

Siemienski (1959) demonstraram que Proteus não somente produziu uma 

pielonefrite mais grave em comparação a outras bactérias, como também foi 

responsável por formação de cálculos em mais de 10% dos animais (BRAUDE; 

SHAPIRO; SIEMIENSKI, 1959).  

Os primeiros estágios de infecção renal por Proteus acontecem pela 

proliferação dentro do epitélio tubular, onde se presume haver alta concentração de 

ureia. Colônias de P. mirabilis foram localizadas nas células tubulares dentro de 18 a 

24 horas após a inoculação, se desenvolvendo no citoplasma. O crescimento levou 

à necrose das células tubulares (BRAUDE, SIEMIENSKI, 1960). 

 

 

2.3. Proteus sp. 

O gênero Proteus pertence à família Enterobacteriacea e é composto por 

bactérias em forma de bastonete, Gram-negativas, móveis e com flagelos 

peritríquios (BREED; MURRAY; SMITH, 1957). São encontradas em solo e água 

contaminada, sendo indicadores de contaminação fecal, uma vez que fazem parte 

da microbiota fecal natural de humanos. Além disso, vários animais são 

reservatórios dessas bactérias, incluindo mamíferos, aves, répteis e anfíbios 

(DRZEWIECKA, 2016).  

Foi primeiramente descrito por Hauser, em 1885, para descrever uma 

bactéria isolada de carnes apodrecidas que tinha capacidade de mudar de forma, 

baseando a nomenclatura no personagem Proteus, da Odisséia de Homero, o qual 

tinha capacidade de mudar de forma para despistar aqueles que o perseguiam a fim 
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de capturá-lo, uma vez que podia predizer o futuro àqueles que conseguissem tal 

proeza (ARMBRUSTER; MOBLEY, 2012). Tal capacidade de mudança de forma 

bacteriana se refere à capacidade de diferenciação de uma forma vegetativa, curta, 

chamada “swimmer cell” para uma forma alongada e altamente flagelada chamada 

“swarmer cell”, característica desse organismo (SELLATURAY et al., 2012). Hauser 

descreveu três espécies no gênero Proteus: Proteus vulgaris, que liquefazia gelatina 

e formava zoogle no meio, P. mirabilis, que também tinha essas características, 

porém era menos ativo, e Proteus zenkeri, que não liquefazia gelatina e era 

relativamente inativo (WENNER; RETTGER, 1919), mas que foi rescindido pelo 

próprio autor 7 anos depois (O'HARA; BRENNER; MILLER, 2000). A principal forma 

de diferenciação era, aparentemente, a ação em gelatina (WENNER; RETTGER, 

1919) porém, simples observações como a liquefação de gelatina e fermentação de 

glicose e sacarose, e não de maltose, não são suficientes para delinear o gênero. 

Produção de urease e pequena produção de gás por fermentação são dois critérios 

fisiológicos do gênero para todas as espécies (RUSTIGIAN; STUART, 1945).  

Atualmente, o gênero Proteus é composto por quatro espécies: P. 

mirabilis, P. vulgaris, P. penneri e P. myxofaciens (MANOS; BELAS, 2006), não 

sendo relacionada, a última, com infecções em humanos (O'HARA; BRENNER; 

MILLER, 2000). Clinicamente, a espécie mais importante do gênero é P. mirabilis, 

responsável por cerca de 90% de toda infecção causada por Proteus spp. 

(DRZEWIECKA, 2016).  

P. myxofaciens foi descrito por Cosenza e Podgwaite (1966), quando 

isolaram uma nova espécie de Proteus produtora de lodo (slime-producing) isolada 

de larvas vivas e mortas de mariposa-cigana e que apresentava características 

comuns a vários membros do gênero Proteus, como a motilidade, forma de 

bastonete Gram-negativo, fermentação de glicose, mas não lactose, oxidase-

negativa, hidrólise de ureia, desaminação de fenilalanina e produção de H2S. Além 

da produção de lodo, algumas séries bioquímicas diferenciavam de outros membros 

do gênero, o que justificou a proposta de uma nova espécie (COSENZA; 

PODGWAITE, 1966). 

P. penneri era considerado integrante da espécie P. vulgaris, chamado de 

P. vulgaris biogrupo 1, até que Hickman et. al. (1982) propuseram, formalmente, a 
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criação de uma nova espécie, pela baixa correlação de hibridização do DNA e pelas 

diferenças fenotípicas sendo, a nova espécie, caracterizada pelos testes 

bioquímicos indol-, salicina- e esculina-, além das características gerais do gênero 

como hidrolise de ureia, fenilalanina desaminase, hidrólise de gelatina, produção de 

H2S, swarming em ágar sangue, teste negativo para fermentação de D-manose, e 

resistência a colistina, continuando o P. vulgaris biogrupo 2  como indol+, salicina+ e 

esculina+, e biogrupo 3 como indol+, salicina- e esculina-. Os testes salicina-, 

esculina-, ornitina descarboxilase negativa, e maltose+ a diferenciariam de P. vulgaris 

e P. mirabilis. O nome foi dado em homenagem a John L. Penner, microbiologista 

canadense que contribuiu para o estudo de três gêneros da tribo Proteeae 

(HICKMAN et al., 1982). 

Apesar de serem comuns em infecções de trato urinário, os membros do 

gênero Proteus podem ser amplamente encontrados em outras diferentes situações. 

P. mirabilis pode ser encontrado em bacteremia (CHEN et al., 2012; 

WATANAKUNAKORN; PERNI, 1994), meningite e meningoencefalite neonatal 

(GRAHNQUIST; LUNDBERG ; TULLUS, 1992; PHAN; LEHMAN, 2012), empiema 

(PÉREZ; SUÁREZ; GILART, 2008; PINE; HOLLMAN, 1983), osteomielite 

(CARVALHO, 2013; MARX et al., 1988), pneumonia (LYSY et al., 1985; WU et al., 

2006). P. penneri foi implicado em bacteremia com concomitante infecção 

subcutânea em casos de neutropenia com leucemia linfocítica aguda (ENGLER; 

TROY; BOTTONE, 1990), urosepsia nosocomial em paciente diabético 

(LATUSZYNSKI et al., 1998), ferida abdominal após ressecção intestinal (KRAJDEN 

et al., 1987), e meningite (LIASSINE et al., 2002). P. vulgaris foi encontrado em 

empiema (ISENSTEIN; HONIG, 1990), septicemia (COOK, 1946) e bacteremia 

(LARSSON, 1980) 

Os bacilos de Proteus são dimórficos. Quando crescem em meio líquido, 

se apresentam como “swimming cells”, com uma morfologia distinta, sendo móveis, 

com 6 a 10 flagelos peritríquios por célula, com 1.0 a 2.0 μm de comprimento. 

Quando entram em contato com meio sólido, adquirem forma de “swarmer cells”, 

formando um fenômeno chamado “swarming” (ARMITAGE; SMITH; ROWBURY, 

1979; KOTEŁKO, 1986; MOBLEY; BELAS, 1995; WILLIAMS; SCHWARZHOF, 

1978). Essas células são multinucleadas, não septadas, de 20 a 80 μm de 

comprimento, com aumento de 50 a 500 vezes no número de flagelos, que são 
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compostos da mesma proteína dos flagelos das “swimmer cells” (RÓZALSKI; 

SIDORCZYK; KOTEŁKO, 1997)  

No “swarming”, ocorre formação de populações multicelulares 

estruturadas capazes de comportamentos específicos e de interação entre 

diferentes partes da colônia, o que forma um “terraço” e, quando esse processo se 

repete, acaba por gerar o padrão de “swarming” característico (RAUPRICH et al., 

1996). Conforme as bactérias vão se multiplicando em ágar, a zona inoculada fica 

preenchida, desenvolvendo uma estrutura onde se formam células multinucleadas, 

hiperflageladas, que migram para as bordas da colônia (HOENIGE, 1964). Então, as 

células se movem tangencialmente, se tornam mais ativas, se associam em grupo e 

sincronizam seus movimentos flagelares até que se formam “rafts” de “swarmer 

cells” que migram para fora de todo perímetro da periferia, sendo um fenômeno 

cooperativo entre cada “raft”. Esse movimento continua até começar a desacelerar. 

Conforme as “swarmmer cells” completam a primeira fase de migração, uma onda 

de divisão celular e crescimento se espalha a partir da zona central de inoculação e 

cobre a superfície colonizada. Quando a onda atinge a borda da colônia, uma 

segunda fase de “swarm” começa, ainda mais organizada que a anterior. O contorno 

do terraço formado por esse ciclo não é formado pelas “swarmer cells” iniciais, mas 

sim pela fase de multiplicação que segue (SHAPIRO; TRUBATCH, 1991).  

No que diz respeito à importância da diferenciação em “swarmer cell” no 

estabelecimento da infecção urinária, existem resultados conflitantes em estudos 

onde, às vezes, é dito que a forma hiperflagelada é fundamental para a virulência de 

P. mirabilis sendo, a migração de populações dessas células, importante para a 

ascensão da infecção no trato urinário (ALLISON et al., 1994) e, outras vezes sendo 

dito que a forma predominante na ascensão da infecção é a forma curta “swimmer 

cell”, sendo atribuidas essas diferenças, provavelmente ao tempo e via de infecção  

(JANSEN et al., 2003). 
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2.4. Resistência a antimicrobianos 

A resistência a antimicrobianos é um problema no mundo todo. Apenas 

um microrganismo, Staphylococcus aureus resistente à meticilina, é capaz de matar 

mais americanos por ano que enfisema, HIV/AIDS, doença de Parkinson, e 

homicídio juntos (GUIDOS, 2011). Segundo a revisão independente sobre 

resistência antimicrobiana encomendada pelo Primeiro Ministro britânico, David 

Cameron, a estimativa é de que, até 2050, a resistência antimicrobiana será 

responsável por mais de 300 milhões de mortes, causando mais mortes que câncer, 

cólera, acidentes de trânsito, sarampo e tétano juntos. Isso levaria a uma perda de 

produto interno bruto de cerca de 100 trilhões de dólares, equivalente a cerca de um 

ano inteiro de toda produção econômica global (O’NEILL, 2014, 2016). 

O problema é tão grande que levou a Organização Mundial da Saúde a 

publicar o “Global Action Plan On Antimicrobial Resistance”, em 2015, um relatório 

que propõem estratégias coordenadas entre vários setores para combate à 

resistência antimicrobiana (WHO, 2015). Em 2016, a Organização das Nações 

Unidas para Agricultura e Alimentação (FAO) também publicou plano de ação, 

chamado “The FAO Action Plan on Antimicrobial Resistance”, onde considera a 

resistência à antimicrobianos a principal ameaça à saúde humana e de animais 

(FAO, 2016). O assunto também foi considerado uma das maiores ameaças globais 

pelo Fórum Econômico Mundial em 2013, na oitava edição de seu relatório anual 

“Global risks: an initiative of the Risk Response Network” (WEF, 2013). 

Uma ampla gama de mecanismos fisiológicos e bioquímicos pode levar à 

resistência. A resistência associada a fatores genéticos pode ser intrínseca, que é 

característica de uma bactéria em particular e depende da sua biologia, ou 

adquirida, que ocorre por: (a) aquisição de genes exógenos por plasmídio 

(conjugação/transformação), transposons (conjugação), integrons e bacteriófagos 

(transdução), (b) mutação de genes da célula, e (c) uma combinação desses fatores. 

A resistência por mecanismos bioquímicos pode acontecer por: inativação ou 

modificação do antibiótico como, por exemplo, na hidrólise realizada pelas β-

lactamases, uma enzima capaz de hidrolisar praticamente todos os β-lactâmicos 

com ligação éster ou amida; por modificação do alvo, como a alteração da estrutura 

de peptideoglicanos, modificando proteínas ligantes de penicilina, o que leva à 
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redução da afinidade dos β-lactâmico; por bomba de efluxo, que são proteínas de 

membrana que exportam o antibiótico da célula, ou por inibição extracorpórea do 

antibiótico, onde a bactéria produz um alvo alternativo, geralmente uma enzima, que 

é resistente à inibição pelo antibiótico (GIEDRAITIENĖ et al., 2011). 

Em estudo realizado em hospitais de Taiwan, isolados de P. mirabilis 

foram coletados bienalmente entre os anos de 2002 e 2012. Nessa década, a 

susceptibilidade à cefotaxima, ceftazidima e ciprofloxacina caiu significativamente 

sendo, a baixa taxa de susceptibilidade à cefotaxima, associada à prevalência 

elevada de produtores de β-lactamase de amplo expectro e de AmpC β-lactamase. 

Quanto à baixa susceptibilidade da ciprofloxacina, a razão é atribuída ao aumento 

de consumo de fluoroquinolonas no país (WANG et al., 2014). 

Em outro estudo in vitro com P. mirabilis isolados de urinas de pacientes 

do Centro de Oncologia Swietokrzyskie, na Polônia, em 2002, de coleção de 

isolados de pacientes com ITU do Departamento de Microbiologia Clinica do 

Hospital Karolinska, na Suécia, entre outubro de 1999 e janeiro de 2000, e de 

coleção de laboratório da Czech National Collection of Type Cultures do Instituto de 

Epidemiologia e Microbiologia, na República Tcheca, a maioria das cepas 

apresentou resistência aos antibióticos testados. 60% das cepas polonesas foram 

resistentes à cefuroxima e quase 50% foram resistentes à carbenicilina, ampicilina, 

imipenema e aztreonam, não tendo sido, nenhum medicamento sozinho, um agente 

bactericida efetivo (ADAMUS-BIALEK et al., 2013).  

Duarte e colaboradores (2002) relataram que cepas de P. mirabilis 

isoladas de grávidas com diagnóstico clínico de pielonefrite tem percentual de 

sensibilidade de 100% para Ácido Nalidíxico, 0,0% para Nitrofurantoína, 100% para 

Ampicilina, 100% para Cefalotina, 100% Ciprofloxacina, 100% para Norfloxacina, 

100% para Amicacina, 66,7% para Sulfametoxazol/Trimetoprima, 100% para 

Cefuroxima, 100% para Ceftazidima, 100% para Cefoxitina, e 66,7% para 

Gentamicina (DUARTE et al., 2002). 

Em estudo realizado por Pires e colaboradores. (2007), P. mirabilis 

uropatogênicos apresentaram-se altamente sensíveis a aminoglicosídeos e 

quinolonas, com perfil de sensibilidade para Ampicilina de 50%, Amicacina de 

96,4%, Cefalotina  de 72,5%, Ciprofloxacina de  94,3%, Gentamicina de  91,4, 
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Norfloxacina  de 94,3, Nitrofurantoina de 11,3 e Sulfametoxazol+trimetoprima de 

62,4 (PIRES et al., 2007). 

 

2.5. Biofilme 

Biofilme foi primeiramente descrito por Antonie van Leeuwenhoek e 

permanece como objeto de grande interesse para muitos pesquisadores. A teoria 

geral da predominância geral do biofilme só foi promulgada em 1978 (COSTERTON; 

GEESEY; CHENG, 1978) e diz que a maioria das bactérias cresce em uma matriz 

fechada de polissacarídeos aderidos à superfície em todos os ecossistemas 

aquáticos que tenham nutrientes suficientes, onde as bactérias sésseis diferem 

profundamente de suas contrapartes planctônicas (DONLAN; COSTERTON, 2002).  

O crescimento do biofilme é governado por um número de processos 

físicos, químicos e biológicos. A ligação da célula ao substrato é chamada de 

adesão, enquanto a ligação célula-a-célula é chamada de coesão. A camada 

condicionante é onde o biofilme cresce, e pode ser composta de muitas partículas 

orgânicas e inorgânicas. Qualquer coisa que possa estar presente no fluido de 

crescimento pode passar pela força gravitacional ou fluxo de movimento em direção 

ao substrato e se tornar parte dessa camada, que modifica o substrato facilitando a 

acessibilidade da bactéria. O substrato provê ancoragem e nutrientes, aumentando o 

crescimento da comunidade bacteriana (GARRETT; BHAKOO; ZHANG, 2008).  

A formação do biofilme acontece, incialmente, quando uma bactéria 

planctônica adere a uma superfície na presença de forças de cisalhamento que 

excedam o número de Reynolds de 5,000 (CHARACKLIS; MARSHALL, 1990). O 

número de Reynolds descreve a turbulência em um fluxo líquido. Quanto mais alto 

for esse número, maior a turbulência do fluxo. Quanto mais baixo, a tendência é que 

prevaleça o fluxo laminar. Engenheiros especulam que a turbulência aumente a 

adesão bacteriana e a formação de biofilme por aumentar a colisão das células 

planctônicas com a superfície. Quando o biofilme se forma em ambientes pouco 

turbulentos, apresentam baixa força de tensão e quebram facilmente, mas quando 

se formam em ambientes turbulentos, apresentam alta resistência mecânica. Assim, 

os biofilmes se formam preferencialmente em locais de alto cisalhamento em 

sistemas naturais e industriais (DONLAN; COSTERTON, 2002).   
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A ligação inicial é chamada de adesão reversível, e é mediada por 

atração eletrostática e forças físicas, mas não químicas, e pelos apêndices da 

bactéria como os flagelos. Fatores como energia disponível, funcionalidade da 

superfície, orientação bacteriana, temperatura e pressão são variáveis que 

interferem na adesão. Se as forças de repulsão forem maiores que as de atração, as 

células se desprenderão (GARRETT; BHAKOO; ZHANG, 2008).  

As forças físicas associadas à adesão das bactérias incluem as forças de 

van der Waals, interações estéricas, e eletrostáticas, coletivamente conhecidas 

como forças DVLO (Derjaguin, Verwey, Landau and Overbeek). As forças DVLO 

descrevem uma rede de interações entre uma célula e uma superfície plana em um 

balanço entre forças atrativas de van der Waals, e repulsivas da sobreposição entre 

as forças elétricas da membrana celular e o substrato. Algumas dessas células 

aderidas reversivelmente começam uma preparação formando estruturas que 

podem se ligar permanentemente à superfície dentro das próximas horas. Essas 

células originam células filhas, formando microcolônias na superfície e começam a 

produzir matriz polimérica em um passo irreversível (PARAJE, 2011). Nesse 

contexto, os apêndices físicos da bactéria como flagelos, fímbrias e pili se 

sobressaem às forças repulsivas (GARRETT; BHAKOO; ZHANG, 2008).  

A matriz polimérica, denominada substância polimérica extracelular (EPS) 

mantém unidas as bactérias na microcolônia de biofilme e é composta por 

polissacarídeos, ácidos nucléicos e proteínas (HALL-STOODLEY; STOODLEY, 

2002). Conforme as células estacionárias se dividem, vão se espalhando para fora e 

para cima para formar aglomerados a partir do ponto de fixação, dando forma de 

cogumelos à estrutura e o biofilme maduro permite que os canais formados se 

preencham de água que carregam nutrientes, os quais são aprisionados e 

concentrados pelo EPS, que atua como um sistema de troca iônica. Essa matriz 

pode compor cerca de 75-95% do biofilme, enquanto as células bacterianas ocupam 

5-25% (GARRETT; BHAKOO; ZHANG, 2008; PARAJE, 2011).  

A comunidade séssil pode originar bactérias planctônicas individuais 

flutuantes que podem rapidamente se multiplicar e se dispersar. Essas bactérias se 

expõem a agentes deletérios no ambiente, inclusive agentes antimicrobianos de uso 

clínico, contribuindo para o alto número de infecções crônicas envolvendo biofilmes 
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bacterianos, os quais são de difícil tratamento por terapia convencional com 

antibióticos (COSTERTON; STEWART; GREENBERG, 1999).  

Em um biofilme, há um processo de comunicação célula-a-célula 

chamado de “quorum sensing” mediado por pequenas moléculas produzidas pelas 

próprias bactérias que, em uma população com suficiente densidade, esses sinais 

atingem concentrações necessárias para ativação de genes (DAVIES et al., 1998). 

Essas moléculas regulam (up ou down regulation) a expressão de cerca de 40-60% 

do genoma procariontes. Essa sinalização permite o monitoramento do ambiente 

pelas bactérias e uma modificação na expressão gênica, adquirindo vantagens 

competitivas (LAZAR, 2011).  

O biofilme protege o crescimento bacteriano e permite que as bactérias 

sobrevivam em um ambiente hostil. As células em diferentes regiões do biofilme 

exibem diferentes padrões de expressão gênica. Recentemente, o número de 

infecções associadas a bactérias resistentes a antibióticos aumentou, onde muitas 

dessas são causadas por microrganismos que crescem em biofilmes 

(MARKOWSKA; GRUDNIAK; WOLSKA, 2013). Um mecanismo de resistência dos 

biofilmes aos agentes antimicrobianos é a dificuldade criada pelas substâncias 

poliméricas que constituem a matriz para a penetração do antibiótico, retardando 

sua difusão (COSTERTON; STEWART; GREENBERG, 1999). Uma segunda 

explicação seria que, ao menos parte das células em um biofilme existe em um 

estado de baixo crescimento. Células com baixo ou nenhum crescimento não são 

muito susceptíveis a vários agentes antimicrobianos (BROWN; ALLISON; GILBERT, 

1988; COSTERTON; STEWART; GREENBERG, 1999).  

Tanto bactérias Gram-positivas como Gram-negativas podem formar 

biofilmes em dispositivos médicos de demora como cateteres, válvulas cardíacas 

mecânicas e articulações protéticas (MARKOWSKA; GRUDNIAK; WOLSKA, 2013). 

As bactérias formadoras de biofilme mais comumente associadas a doenças 

humanas são E. faecalis, S. aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus 

viridans, E. coli, K. pneumoniae, P. mirabilis e P.aeruginosa. Esses organismos 

podem ser originários da pele de pacientes ou dos profissionais da saúde, água de 

torneira, ou outras fontes do meio. Biofilmes podem ser compostos por um ou 

múltiplas espécies de bactérias. O biofilme em cateter urinário pode, inicialmente, 
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ser composto de uma única espécie, mas exposições mais prolongadas, 

inevitavelmente, levam a um biofilme de múltipla espécie (DONLAN, 2001).  

2.5.1. Biofilme cristalino 

Uma característica da ITU-CA causada por P. mirabilis é a incrustação e o 

bloqueio da luz dos cateteres urinários. Os cristais de estruvita e apatita formados 

pela ação da enzima urease ficam presos no biofilme em formação. A própria matriz 

do biofilme atrai os íons de cálcio e magnésio, o que acelera e estabiliza o 

crescimento dos cristais. Assim, o processo resulta na mineralização do biofilme, o 

que protege as células bacterianas e as tornam difíceis de erradicar (HOLLING et 

al., 2014; NORSWORTHY; PEARSON, 2017).  

Estudos in vitro mostram que essa espécie é capaz de basificar o pH 

urinário em valores mais elevados quando comparados com outras bactérias 

produtoras de urease, além de bloquear o fluxo de urina em menos de 24 horas 

(BROOMFIELD et al., 2009; JONES et al., 2006; MILO et al., 2016). 

O entupimento da luz do cateter causa o bloqueio do fluxo urinário. 

Consequentemente, a urina fica retida, resultando em distensão da bexiga, o que 

causa dor e desconforto ao paciente. Além disso, pode ocorrer refluxo da urina para 

os rins, causando formação de cálculos vesicais e renais e complicações sérias 

como pielonefrite, septicemia, choque e até a morte do paciente (HOLLING et al., 

2014; NORSWORTHY; PEARSON, 2017; STICKLER, 2014).  

 

2.6. Nanotecnologia, Nanociência e Nanopartículas 

O prefixo “nano” deriva do grego “nanos”, que significa anão, e 

nanômetro, enquanto unidade de medida do sistema métrico, corresponde à 

bilionésima parte de um metro, ou 10-9 metros (BUZEA; PACHECO; ROBBIE, 2007).  

Apesar do termo “nanotecnologia” ter sido empregado apenas em 1974 por Norio 

Taniguchi, o conceito teórico de manipulação de matéria em escala nanométrica foi 

primeiramente apresentado em 1959 pelo físico Richard Feynman, durante sua 

palestra “There's Plenty of Room at the Bottom: An Invitation to Enter a New Field of 

Physics”, onde Feynman contempla a possibilidade de, por exemplo, criar objetos 

em tamanho tão pequeno quanto as moléculas produzidas pelas células, ou de 

transcrever os 24 volumes da Enciclopédia Britânica na cabeça de um alfinete, tudo 
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através da capacidade de rearranjar propositalmente os átomos (FEYNMAN, 1960; 

ROYAL SOCIETY AND ROYAL ACADEMY OF ENGINEERING, 2004; TAN et al., 

2016). 

 A descoberta de novos materiais, processos e fenômenos em 

nanoescala permitiu o desenvolvimento de nanosistemas e nanomateriais 

inovadores (BHUSHAN, 2016). Desde o discurso de Feynman até os dias atuais, a 

nanotecnologia tem evoluído, sendo estudada e aplicada em diversas áreas como, 

por exemplo, indústria alimentícia (SINGH; JAIRATH; AHLAWAT, 2016), ambiental 

(SHARMAA et al., 2009), eletroeletrônica (CHAN et al., 2008; JOHLIN et al., 2016),  

agroindustrial (MUKHOPADHYAY, 2014), farmacêutica (DEBBAGE, 2009; 

WEISSIG; PETTINGER; MURDOCK, 2014), cosmética (RAJ et al., 2012) e 

biomédica (RAMOS et al., 2017).  

As definições de termos relacionados à nanotecnologia não são 

consoantes na literatura. É chamada nanotecnologia qualquer tecnologia feita em 

nanoescala e que tenha aplicação no mundo real (BHUSHAN, 2016). A Iniciativa 

Nacional de Nanotecnologia (NNI) do Governo Federal Norte-americano, 

responsável por coordenar a pesquisa e o desenvolvimento de ciência, engenharia e 

tecnologia em nanoescala, define nanotecnologia como a compreensão e o controle 

da matéria em dimensões entre, aproximadamente, 1-100 nm, onde fenômenos 

únicos essa escala de tamanho permitem novas aplicações (NATIONAL SCIENCE 

AND TECHNOLOGY COUNCIL, 2014). Já a Real Sociedade e a Academia Real de 

Engenharia de Londres ampliam o limite para dimensões entre 0,2-100 nm, sendo, a 

nanociência, responsável por estudar as tais novas propriedades adquiridas pelos 

materiais (ROYAL SOCIETY AND ROYAL ACADEMY OF ENGINEERING, 2004).  

Os nanomateriais são os materiais produzidos em nanoescala de 

tamanho (BHUSHAN, 2016). São definidos como materiais com qualquer dimensão 

externa, ou com estrutura interna ou de superfície em nanoescala (ISO, 2012, 2017). 

Materiais que apresentam uma dimensão em nanoescala são as camadas, tais 

quais os filmes ou o revestimento de superfícies. Materiais com duas dimensões em 

nanoescala incluem nanofios e nanotubos. Já os materiais que estão em nanoescala 

nas três dimensões incluem as nanopartículas (ROYAL SOCIETY AND ROYAL 

ACADEMY OF ENGINEERING, 2004). 
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Muitos trabalhos trazem a definição de nanopartículas como sendo 

partículas com dimensões entre 1-100 nm (CHALOUPKA; MALAM; SEIFALIAN, 

2010; DREADEN et al., 2012; GATOO et al., 2014; PASUPULETI et al., 2013), o que 

é condizente com a recomendação da IUPAC, que define nanopartículas como 

sendo partículas de qualquer forma com dimensões entre 1x10-9 e 1x10-7 (VERT et 

al., 2012). Nanopartículas são, ainda, encontradas sob a definição de partículas com 

pelo menos uma dimensão abaixo de 100 nm (PRASAD; ELUMALAI, 2011; VERMA 

et al., 2010), diferente da definição apresentada pela Organização Internacional de 

Normalização (ISO) de que nanopartículas são nano-objetos com todas as três 

dimensões externas em nanoescala, a qual, por sua vez, é definida como escala de 

tamanho variando, aproximadamente, de 1 a 100 nm (ISO, 2012, 2017; POTOČNIK, 

2011).   

Outras definições de nanopartículas encontradas na literatura incluem 

limites entre 10-100 nm (RAMALINGAM et al., 2018), 1-300 nm (MCNEIL, 2011) e 

10-500 nm, raramente excedendo 700 nm (MODY et al., 2010). Entretanto, alguns 

autores adotam outra nomenclatura para partículas entre 100-999 nm, que passam a 

ser chamadas de partículas submícrons, e não mais nanopartículas (FAUST et al., 

2016; JOHNSON et al., 2018; VASUDEV; MATHEW; AFONINA, 2015). 

Outros autores, ainda, diferenciam nanopartículas de partículas ultrafinas 

(UFPs). Por não haver uma definição formal de UFP (BALDAUF et al., 2016), os 

parâmetros comparativos também variam na literatura. Alguns trabalhos se referem 

à ambas como partículas menores que 100 nm, com a diferença que as UFP seriam 

partículas incidentalmente geradas no ambiente, geralmente como produtos de 

combustão de combustíveis fósseis, condensação de substâncias semi-voláteis ou 

emissão industrial, enquanto as nanopartículas seriam produzidas através de 

processos controlados para proveito de suas qualidades em relação à materiais 

mais volumosos (materiais “bulk”) (LI et al., 2016; STONE et al., 2017). Porém, 

também pode-se encontrar definições dessas partículas como sendo, as 

nanopartículas, menores que 10 nm, que podem dar origem às UFPs, de tamanho 

entre 10-100 nm (WATSON et al., 2006). Quando se trata de partículas semi- ou 

não-voláteis, é proposto que nanopartículas sejam definidas como partículas 

menores que 30 nm, enquanto UFPs sejam partículas abaixo de 500 nm (BALDAUF 

et al., 2016). 



35 
 

Como visto, há certo consenso no limite superior de 100 nm para um 

material ser considerado uma nanopartícula (POTOČNIK, 2011). Tal delimitação é 

justificada pelo fato de que as propriedades das nanopartículas deixam de ser 

únicas e passam a se assemelhar às dos materiais “bulk” quando ultrapassam esse 

tamanho. Exemplo disso é que algumas considerações matemáticas para as 

propriedades ópticas se aplicam à particulas nessa faixa de tamanho (MAIER, 

2007). Além disso, o método de síntese “bottom-up” faz uso de métodos como a 

dinâmica molecular que, geralmente, considera menos que um milhão de átomos 

para manter o tempo de cálculo dentro de valores razoáveis. Isso limita o tamanho 

da nanoestrutura até valores em torno de 100 nm (GUISBIERS, 2010).  

Entretanto, ainda que as propriedades físicas, químicas e biológicas 

possam mudar com o tamanho, não há justificativa científica para se delimitar um 

tamanho único associado à essas mudanças que possa ser aplicado de forma 

universal a todos os nanomateriais. O comportamento toxicocinético e a interação 

partícula-célula não são rigidamente relacionados a um limiar de tamanho, sendo 

dose-dependentes, por exemplo, e podem continuar ocorrendo mesmo quando as 

partículas que compõem o nanomaterial apresentarem tamanho acima de 100 nm. 

Além do tamanho, outras propriedades como composição química, morfologia, 

propriedades de superfície, cristalinidade, solubilidade, dentre outros, precisam ser 

considerados. Uma definição mais apropriada estenderia esse limite superior de 

tamanho para 1 µm, sendo a faixa submicron classificada como nano (BUZEA; 

PACHECO; ROBBIE, 2007; EFSA, 2018; VERT et al., 2012). 

Atualmente, a nanotecnologia permite a síntese de nanopartículas de 

diferentes tamanho e formas geométricas, como cubos (XIAO et al., 2018), 

bipirâmides (ZHANG et al., 2016), triângulos (JEBALI et al., 2014; JIA et al., 2006), 

bastões (MIRANDA-ANDRADES et al., 2017; YAO et al., 2015) e esferas 

(SCANDORIEIRO et al., 2016). Tais características também conferem propriedades 

aos nanomateriais que, outrora, em sua contraparte “bulk”, não existiam (EUSTIS; 

EL-SAYED, 2006). 
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2.6.1. Diferença entre nanopartículas e materiais “bulk”  

Apesar da falta de padronização na definição, é consenso que 

nanopartículas são partículas em escala nanométricas que, de fato, adquirem 

propriedades diferentes às do material “bulk” (GATOO et al., 2014). Essas 

propriedades se devem ao fato de que os nanomateriais possuem maior razão de 

superfície de área sobre o volume, e pelo aparecimento de efeitos quânticos em 

nanoescala (GUISBIERS, 2010).  

A matéria em nanoescala não obedece às leis da física Newtoniana, mas 

sim à mecânica quântica, afetando as propriedades ópticas, elétricas e magnéticas. 

Os nanomateriais possuem uma área de superfície relativamente maior quando 

comparados aos materiais “bulk”. Quanto menor o tamanho da partícula, maior a 

proporção de átomos de superfície, o que leva ao aumento da reatividade devido ao 

maior número de sítios ativos. A auto-montagem é um processo que se baseia na 

organização de componentes, produzindo um padrão ou estrutura ordenada. Isso 

reflete na forma, carga, polarização, determinando as interações atrativas ou 

repulsivas (KUMAR; KUMBHAT, 2016). 

2.6.2. Síntese de nanopartículas 

 Vários métodos são utilizados para síntese de nanopartículas e podem ser 

classificados em duas categorias: “Top–down” e “Bottom-up”. Métodos “Top-down” 

se referem aos métodos que quebram o materiais “bulk” até que atinjam o tamanho 

de nanoescala, fazendo uso da termodinâmica clássica, enquanto o  “Bottom-up” 

sintetiza as nanopartículas começando a partir de átomos ou moléculas, utilizando 

métodos computacionais como a dinâmica molecular. Geralmente, a dinâmica 

molecular considera menos que um milhão de átomos para manter o tempo de 

cálculo em valores aceitáveis. Esse fator limita o tamanho da nanopartícula em torno 

de 100 nm (GUISBIERS, 2010; PACIONI et al., 2015). A Figura 1 mostra as duas 

abordagens de produção de nanopartículas e seus diferentes componentes. Os 

métodos que compõem essas categorias podem ser químicos, físicos, ou biológicos.  

 Vários métodos químicos são usados na produção de nanopartículas, tais 

como redução química, técnicas eletroquímicas, métodos químicos assistidos por 

irradiação, pirolise, dentre outros (KHAN et al., 2018). No entanto, muitos métodos 
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químicos de produção são potencialmente perigosos para o meio ambiente e os 

organismos vivos por usarem reagentes químicos no processo de síntese, o que 

torna o nanomaterial inapropriado para aplicação no campo médico (DHAS et al., 

2014).  

 Comparado aos métodos químicos, os métodos fisicos são mais vantajosos 

por conta da ausência de contaminação com solventes e pela possibilidade de 

preparar filmes de nanopartículas finos e uniformemente distribuídos. Porém, a 

síntese física consome grande quantidade de energia e leva muito tempo para 

atingir estabilidade térmica (IRAVANI et al., 2014). 

 Alternativas aos agentes redutores e estabilizantes agressivos ao meio 

ambiente, chamadas de “síntese verde”, são propostas e incluem síntese biogênica 

utilizando extratos de plantas, bactérias e fungos (VIMBELA et al., 2017). Os 

microrganismos são importantes para a detoxificação de metais, onde a via biológica 

pode ser explorada para a biossíntese de nano partículas (POULOSE et al., 2014). 

Microrganismos produzem materiais inorgânicos tanto intra como extracelularmente, 

geralmente em dimensões de nano escala. Além do efluxo de íons da célula por 

proteínas de membrana que funcionam tanto como ATPase ou como anti-

transportadores quimiosmóticos de cátions ou prótons, a detoxificação química 

também permite que o microrganismo seja resistente à maioria dos metais pesados. 

Assim, o sistema microbiano pode detoxificar os íons metálicos por redução e/ou 

precipitação de íons inorgânicos solúveis tóxicos a nanoaglomerados metálicos 

insolúveis atóxicos. Isso pode ocorrer tanto por biomineralização, biossorção, 

complexação, ou precipitação extracelular, ou por bioacumulação intracelular 

(NARAYANAN; SAKTHIVEL, 2010; SIDDIQI; HUSEN; RAO, 2018). Porém, a 

principal limitação da biossíntese é a baixa reprodutibilidade, sendo necessária 

caracterização das nanopartículas antes da avaliação antimicrobiana (DURÁN; 

NAKAZATO; SEABRA, 2016). 

 Vale ressaltar que as nanopartículas possuem tendência a formar agregados. 

Para evitar a aglomeração, estabilizadores orgânicos e inorgânicos são usados 

(KĘDZIORA et al., 2018). Na biossíntese de nanopartículas por microrganismos, os 

agentes químicos redutores e estabilizantes dão lugar a biomoléculas, como 
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proteínas e carboidratos, produzidas pelos próprios microrganismos (KHAN et al., 

2018). 

 
Figura 1- Métodos de síntese de nanopartículas pelas abordagens “Top-down” e 
“Bottom-up”. Adaptado de HORIKOSHI; SERPONE, 2013. 
 

2.6.3. Nanopartículas de prata 

Prata tem sido usada há muito tempo por conta da sua atividade 

antimicrobiana. Os Fenícios já utilizavam recipientes de prata para preservar 

alimentos. Em 1881, um médico chamado Crede usava compostos de prata para 

prevenir a transmissão de gonorreia da mãe para os filhos (ARVIZO et al., 2012.).  

O primeiro relato sobre AgNPs foi feito por Lea (1889) (NOWACK; KRUG; 

HEIGHT, 2011), mas acredita-se que seja usado desde o antigo Egito (REIDY et al., 

2013). Produtos comerciais contendo AgNPs são usados em diversas aplicações 

como pigmentos, filtro de água (NOWACK et al., 2011), indústria alimentícia 

(CUSHEN et al., 2012), desodorantes e outros cosméticos (REIDY et al., 2013).  
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Além disso, AgNPs tem sido estudadas com diversos fins na área da 

saúde, incluindo tratamento de câncer de mama (RODRÍGUEZ-RAZÓN et al., 2018), 

dispositivos ortopédicos (CASTIGLIONI et al., 2017) e biomateriais dentários 

(CORRÊA et al., 2015). Entretanto, dentre os diversos tipos de nanopartículas de 

metais, as de prata têm sido mais estudadas por conta de sua forte atividade 

antimicrobiana e relativa baixa toxicidade aos humanos (LEE et al., 2008). 

 

2.6.3.1. Biosíntese de AgNPs por Fusarium oxysporum 

 A biossíntese de AgNPs é um dos métodos de síntese “bottom up” eco-

amigável mais populares (KĘDZIORA et al., 2018).  F. oxysporum é, na verdade, um 

complexo de espécies fúngicas fitopatogênicas e toxigênicas com mais de 150 

hospedeiros específicos, causando várias doenças em quase todas as espécies de 

plantas de importância comercial (DONG et al., 2017; NIRMALADEVI et al., 2016). 

 A capacidade de síntese de AgNPs por F. oxysporum é extensamente 

relatada na literatura (AHMAD et al., 2003; ALMEIDA; DE OLIVEIRA; DURÁN et al., 

2005; HOTZA, 2017; ANIL KUMAR et al., 2007; BIRLA et al., 2013; GHOLAMI-

SHABANI et al., 2014; ISHIDA et al., 2014; KORBEKANDI et al., 2013). Apesar 

disso, o mecanismo para a redução de Ag+ em Ag0 por microrganismos ainda é 

pouco conhecido (ALMEIDA; DE OLIVEIRA; HOTZA, 2017). 

 De maneira geral, microrganismos são utilizados na remediação de 

metais tóxicos, que acontece pela redução dos íons metálicos (AHMAD et al., 2003). 

A síntese de nanopartículas por microrganismos pode acontecer tanto intra como 

extracelularmente (ANIL KUMAR et al., 2007). No caso de F. oxysporum, a redução 

de Ag+ ocorre extracelularmente. É proposto que esse fungo secrete uma enzima 

extracelular que reduz os íons à nanopartículas de prata metálica (ALMEIDA; DE 

OLIVEIRA; HOTZA, 2017). Para demonstrar que a redução de Ag+ acontece 

extracelularmente, Ahmad e colaboradores (2003) imergiram a biomassa de F. 

oxysporum em água por 72 horas e filtraram os componentes aquosos. À solução, 

foi adicionado AgNO3 e observaram que a solução, outrora incolor, adquiria 

coloração marrom em 24 horas, indicando redução dos íons. No mesmo estudo, 

uma enzima redutase dependente de NADH foi identificada, sendo proposto que 

fosse a responsável pela ação redutora. Ainda, verificaram que proteínas secretadas 
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pelo fungo poderiam agir como agentes estabilizantes para as AgNPs (AHMAD et 

al., 2003). 

 DURÁN e colaboradores (2005) identificaram que a redução do íon Ag+ 

e formação de AgNPs ocorre por conta da atividade da redutase em associação com 

quinona, um transportador de elétrons, ambos produzidos pelo próprio fungo (Figura 

2). Além disso, as AgNPs também eram estabilizadas por proteínas produzidas pelo 

fungo (DURÁN et al., 2005). 

 Anil Kumar e colaboradores (2007) isolaram e purificaram a nitrato 

redutase produzida por F. oxysporum e a testaram na presença e ausência de 

NADPH, mostrando que a formação de AgNPs acontecia somente na presença da 

coenzima. Além do mais, constataram que a formação de AgNPs também não 

acontecia quando hidroxiquinolina era removida da reação, mostrando que esse 

agente transportador de elétrons é necessário para a oxiredução do NADPH (ANIL 

KUMAR et al., 2007).  

 No estudo de Yin e colaboradores (2016), o NADPH também mostrou 

ser importante para a oxidação do O2, com consequente formação de superóxido 

extracelular.  A inativação do superóxido levou à diminuição na formação de AgNPs 

por F. oxysporum, mostrando ter papel na redução de Ag+. Os autores não 

descartam a hipótese dos outros trabalhos, que mostram que a nitrato resutase é a 

responsável pela redução de Ag+. Para eles, o papel da nitrato redutase também 

seria reduzir O2 a superóxido, o que corroboraria o papel do superóxido como 

redutor (YIN et al., 2016). 

 

2.6.3.2. Mecanismos de ação antibacteriana 

Dentre os diversos tipos de nanopartículas metálicas, as AgNPs tem sido 

mais estudadas por conta de sua atividade antimicrobiana de amplo espectro e por 

sua baixa toxicidade aos humanos (LEE et al., 2008; LOK et al., 2006; RAI et al., 

2012). Apesar da atividade antibacteriana das AgNPs ser bastante relatada na 

literatura, o mecanismo de ação pelo qual exerce tal atividade ainda não é 

completamente esclarecido (DAKAL et al., 2016; FRANCI et al., 2015).  

É sabido que íons de prata (Ag+) possuem atividade antibacteriana e que 

são liberados pelas AgNPs na presença de oxigênio (DURÁN et al., 2016; 

LANSDOWN, 2006; POTERA, 2012). Evidências mostram que a liberação de íons 
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são o mecanismo antibacteriano mais importante das AgNPs. Entretanto, estudos 

demonstram que tanto as propriedades das nanopartículas quanto os íons liberados 

estão relacionados ao modo de ação.  

 

 

Figura 2- Mecanismos propostos de síntese de AgNPs por F. oxysporum. (a) 
Redução de Ag+ por ação da enzima redutase associada a quinona. Fonte: DURÁN 
et al., 2005. (b) redução de Ag+ pelo radical superóxido. Fonte: YIN et al., 2016. 
 

 Íons Ag+ são potentes antibacterianos, porém são facilmente 

sequestrados por cloretos, fosfatos, proteínas (albumina, por exemplo) e outros 

componentes celulares, causando significativa redução da atividade. As AgNPs são 

menos susceptíveis a essas interceptações e podem ser imobilizadas, impregnadas, 

usadas como revestimento, e fazer parte da composição de compósitos (KĘDZIORA 

et al., 2018; POTERA, 2012; VIMBELA et al., 2017). 

 

- Ação na parede bacteriana 

Para exercer efeito antibacteriano, as AgNPs precisam interagir com a 

bactéria (WANG; HU; SHAO, 2017). O primeiro estágio de interação é a ancoragem 

à parede bacteriana, possivelmente em locais ricos em grupos funcionais 

negativamente carregados, causando danos à parede por formação de perfurações. 

Esse efeito pode ser observado tanto em bactérias Gram-negativas como em Gram-

positivas (MIRZAJANI et al., 2011; SHRIVASTAVA et al., 2007) 

Em bactérias Gram-negativas, as AgNPs se ligam aos lipopolissacarídeos 

(PRABHU; POULOSE, 2012; SHRIVASTAVA et al., 2007; SONDI; SALOPEK-
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SONDI, 2004).  No caso das Gram-positivas, as AgNPs interagem com a grossa 

camada de peptideoglicano. Depois, se acumulam e começam a se conectar com as 

camadas mais profundas, rompem a ligação glicosídica  β 1,4 entre o ácido-N-

acetilmurâmico e N-acetilglicosamina causando ruptura da peptidoglicana e 

liberação de aminoaçúcares e ácido murâmico (MIRZAJANI et al., 2011).  

 

- Membrana celular 

Após interação com a parede celular, as AgNP interagem com a 

membrana celular. Sondi e Salopek-Sondi (2004) mostraram que AgNPs se 

acumulam na membrana celular de E. coli, levando ao aumento da permeabilidade e 

afetando a regulação de transporte através da membrana plasmática (SONDI; 

SALOPEK-SONDI, 2004). Morones e colaboradores (2005) sugerem que AgNPs 

afetam a cadeia respiratória e a divisão celular por que a prata reage com proteínas 

sulfuradas na membrana da bactéria (MORONES et al., 2005)  

Lok e colaboradores (2006), encontraram que o tratamento com AgNP 

desestabiliza as membranas externa e citoplasmática, com perda do potencial de 

membrana, necessário para a translocação e conversão à formas maduras de 

precursores de proteínas do envelope celular. A curta exposição à concentrações 

antibacterianas de AgNPs resultaram em acúmulo de precursores de proteínas do 

envelope no citoplasma (LOK et al., 2006).   

 A exposição de S. aureus à AgNPs por duas horas levou à redução na 

expressão da proteína ligante de ATP do transportador ABC. O transportador ABC é 

uma proteína integral de membrana necessária para captação de nutrientes 

essenciais. Dessa forma, AgNPs reduzem a capacidade de captação de nutrientes 

(LI et al., 2011). 

 

- Efeitos no DNA 

As AgNPs danificam a parede e a membrana celular e são encontradas 

no interior das bactérias (SONDI; SALOPEK-SONDI, 2004; SHRIVASTAVA et al., 

2007). Uma vez dentro, elas interagem com proteínas sulfuradas e compostos 

fosfatados, como o DNA (LOK et al., 2006; MORONES et al., 2005; MUHSIN; 

HACHIM, 2014; SONDI; SALOPEK-SONDI, 2004).  

Em estudo com S. aureus, Li et al. (2011) mostraram que o DNA se 

condensava após exposição às AgNPs. Observaram, também, uma redução da 
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proteína Recombinase A, uma enzima essencial no reparo do DNA plasmidial e 

cromossomal em bactérias (LI et al., 2011).  

Além disso, a integridade do DNA bacteriano também é prejudicada. 

Eletroforese de DNA de B. subtilis após tratamento com AgNPs mostrou significante 

degradação do DNA cromossomal (HSUEH et al., 2015). Resultado parecido foi 

obtido com plasmídio isolado de E. coli DH5α (CHOWDHURY; BASU; KUNDU, 

2014). 

 - Espécies reativas de oxigênio (EROs) 

 O estresse oxidativo induzido pr EROs é um importante mecanismo de 

nanopartículas. EROs é um termo genérico para moléculas e intermediários reativos 

que possuem forte potencial redox. Os tipos de EROs são o radical superóxido (O−
2), 

o radical hidroxila (·OH), o peróxido de hidrogênio (H2O2), e o oxigênio singlete (O2) 

(WANG; HU; SHAO, 2017).  

 EROs ocorrem naturalmente em células aeróbias, mas estas mantém 

uma forte defesa contra o estresse oxidativo. Entretanto, a ocorrência de oxigênio 

ativo pode superar a capacidade da defesa em certas ocasiões (BANERJEE et al., 

2010). Células sujeitas ao estresse oxidativo sofrem vários danos na membrana 

lipídica, em proteínas, no DNA, e na cadeia respiratória, podendo resultar na morte 

do microrganismo (QUINTEROS et al., 2016). 

 As AgNPs podem formar EROs com água. Em estudo realizado por 

Zhang e colaboradores (2013), suspensão aquosa de AgNPs sob irradiação UV 

gerou radicais superóxido e hidroxila, diferente de nanopartículas de ouro, níquel e 

silício, que geraram apenas oxigênio singlete (ZHANG et al., 2013).  

 A formação de EROs pode causar inibição da enzima lactato 

desidrogenase, enzima da cadeia respiratória responsavel por oxidar o lactato em 

piruvato (SOO-HWAN et al., 2011). Su e colaboradores (2009) encontraram que 

EROs são gerados intracelularmente quando E. coli são tratadas com AgNPs e são 

responsáveis pela perda de integridade da membrana. A produção de EROs pode 

ser causada pelo impedimento do transporte de elétrons pela cadeia respiratória (SU 

et al., 2009). Já no trabalho de Choi e colaboradores (2008), EROs gerados 

intracelularmente em bactérias nitrificantes não geraram danos em membrana, 

sugerindo que a toxicidade de AgNPs está relacionada com processo de morte 

intracelular mediado por EROs, como dano ao DNA e indução de apoptose (CHOI; 

HU, 2008). 
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 Outro mecanismo relacionado com a cadeia respiratória é o aumento 

ou a redução na expressão de proteínas. Tem sido mostrado que a expressão de 

piruvato formato liase é aumentada em S. aureus após exposição à AgNPs, 

implicando uma condição aeróbica na qual o oxigênio não pode ser usado como 

aceptor final de elétrons. Além disso, a expressão de glicerol-3-fosfato 

desidrogenase indica que as células de S. aureus realizam fermentação anaeróbia 

(LI et al., 2011). 

 Além disso, estudos tem mostrado que, tanto o tamanho quanto o 

formato das AgNPs são partes importantes na ação antibateriana (DHAS et al., 

2014; MARTÍNEZ-CASTAÑÓN et al., 2008; PAL; TAK; SONG, 2007). O tamanho 

nanométrico garante uma área de superfície significativamente grande, melhorando 

o contato com a bacatéria. Considerando um caso hipotético de partículas esféricas 

de tamanho uniforme, a redução no tamanho da partícula de 10 μm para 10 nm 

aumenta a superfície de contato em 109 (PAL; TAK; SONG, 2007). O tamanho é um 

dos fatores que permite a conexão com a parede celular para a formação das 

perfurações (MIRZAJANI et al., 2011). AgNPs triangulares mostraram maior 

atividade em relação à partículas circulares e nanobastões(PAL; TAK; SONG, 2007). 

Para Xiu e colaboradores, as propriedades morfológicas são fatores indiretos, 

agindo através da melhor liberação de Ag+ (XIU et al., 2012). 

 

2.7. Modificações de superfície de cateteres 

A modificação e funcionalização de superfícies tem um papel central no 

controle das propriedades e conferem novas funcionalidades ao material, o que é 

especialmente importante nos campos de biomateriais, engenharia de tecidos e 

diagnóstico médico (DING; FLOREN; TAN, 2016).  

Uma vez que o primeiro passo para a bactéria formar o biofilme é aderir 

firmemente à superfície, impedir esse estágio pode reduzir os riscos de infecção. O 

mecanismo utilizado pode liberar o antimicrobiano ou apresentar o composto ligado 

à superfície para agir quando a bactéria entrar em contato. A liberação do composto 

ativo é benéfica não apenas por agir nos microrganismos associados à superfície, 

mas também os patógenos nas áreas adjacentes. Entretanto, o controle da liberação 
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geralmente é inapropriado, sendo liberado no início em altas quantidades, seguido 

de um período de liberação diminuída, expondo as bactérias à concentrações sub-

inibitórias, o que leva ao aumento da resistência das bactérias (SWARTJES et al., 

2015).  

O uso de cateteres impregnados com antimicrobianos não deve ser usado 

rotineiramente (LO et al., 2014). Segundo a recomendação em vigência do Centro 

de Controle e Prevenção de Doenças (CDC) se a ITU-AC não regredir após 

implementação de estratégias tais quais seguir as recomendações prioritárias para 

uso de cateter e inserção e manutenção asséptica, o uso de cateteres impregnados 

com antimicrobianos deve ser considerado (GOULD, 2010). Já a recomendação da 

Infectious Diseases Society of America (IDSA), pacientes com cateterização de curto 

prazo, cateteres urinários revestidos com liga de prata ou antibióticos podem ser 

considerados para reduzir a bacteriúria associada a cateter (HOOTON et al., 2010). 

O látex foi o primeiro material usado na fabricação de cateteres Foley, 

mas existem problemas associados a esse material incluindo baixa 

biocompatibilidade e susceptibilidade à infecções e incrustações, o que levou à 

aplicação de diversos revestimentos de superfície como, por exemplo, poli (2-

hidroxietilmetacrilato), politetraflouroetileno e silicone, considerado uma das 

substâncias mais biocompatíveis (VERMA et al., 2016).  

Entretanto, no caso de cateteres revestidos por prata, a deposição de 

cristais sobre o revestimento de prata permite a adesão e proliferação bacteriana, 

impedindo o contato com a prata subjacente. Então, se o antimicrobiano for 

incorporado ao cateter com o objetivo de prevenir a incrustação, ele deve difundir do 

cateter e impedir que a bactéria eleve o pH da urina (STICKLER; FENELEY, 2010). 

 

2.7.1. Polidopamina e modificação de superfícies 

A possibilidade da polidopamina (PDA) ser usada como agente de 

revestimento foi percebida através da observação de mexilhões, que conseguem se 

prender a, virtualmente, qualquer tipo de superfície, orgânica ou inorgânica, mesmo 

que de baixo d’água, inclusive podendo se ligar a materiais de difícil adesão como  

poli(tetrafluoroetileno) (LEE et al., 2007). 
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Os mexilhões produzem proteínas contendo 3,4-dihidroxi-L-fenilalanina 

(DOPA) e lisina, levando à hipótese de que a coexistência dos grupos catecol e 

amina, presentes na DOPA e na lisina, respectivamente, seja um fator crucial para 

alcançar uma forte adesão. A PDA possui ambos os grupos (DING; FLOREN; TAN, 

2016; SILEIKA et al., 2011) e, assim como nos mexilhões, podem ser ligar a 

substratos orgânicos e inorgânicos, incluindo superfícies superidrofóbicas. Assim, a 

PDA abriu um novo caminho para a modificação de vários substratos (LIU; AI; LU, 

2014).  

A polidopamina é formada pela polimerização oxidativa do cloridrato de 

dopamina em pH> 7,5. Em condições alcalinas e na presença de oxigênio, a 

dopamina forma finos filmes aderentes de PDA (DING; FLOREN; TAN, 2016; 

SILEIKA et al., 2011). A camada de PDA adere intimamente à superfície por fortes 

interações covalentes e não covalentes, resultando em um revestimento altamente 

estável (KARKHANECHI; TAKAGI; MATSUYAMA, 2014). Essa característica 

permite que a PDA atue como um agente de ancoragem, ligando um antimicrobiano 

a uma superfície (SU et al., 2016; WANG et al., 2015). 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo geral 

Avaliar a atividade antibacteriana e antibiofilme de AgNPs 

biossintetizadas por F. oxysporum contra isolado uropatogênico de P. mirabilis e 

verificar a capacidade de cateteres urinários revestidos por essas AgNPs, utilizando 

PDA como agente de ancoragem, em inibir a incrustação. 

 

 

3.2. Objetivos específicos 

- Averiguar a atividade antibacteriana das AgNPs; 

- Realizar a cinética de ação; 

- Verificar a capacidade das AgNPs de inibir a formação de biofilme em 

microplacas de poliestireno; 

- Averiguar a capacidade das AgNPs de eliminar biofilmes maduros em 

microplacas de poliestireno; 

- Revestir cateteres Foley com as AgNPs; 

- Determinar a capacidade anti-incrustrante do revestimento dos cateteres 
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Resumo 

Proteus mirabilis é um dos principais agentes causadores de infecção urinária 

associada à cateter, sendo associado ao entupimento do cateter e à urolitíase. A 

funcionalização de superfícies com antimicrobianos tem sido usada para redução de 

infecções. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade de 

nanopartículas de prata (AgNPs) sintetizadas por Fusarium oxysporum contra 

isolado clínico de P. mirabilis uropatogênico. As AgNPs foram sintetizadas pela 

adição de AgNO3 ao filtrado fúngico. Análise de tamanho, potencial Zeta e 

morfologia das AgNPs foram determinados por espalhamento de luz dinâmico, laser 

doppler eletroforese, e microscopia eletrônica de transmissão, respectivamente. Os 

ensaios de microdiluição em caldo e cinética de tempo de morte foram usados para 

determinar a atividade antibacteriana. O ensaio de redução do XTT foi utilizado para 

determinação da atividade antibiofilme. Além disso, fragmentos de catéter foram 

revestidos com duas (2C) e três (3C) camadas de AgNPs usando PDA como agente 

ancorante. A superfície modificada foi caracterizada por EDX. Os cateteres foram 

testados quanto ao tempo de inibição de incrustação e a inibição de formação de 

biofilme foi analisada por microscopia confocal espectral (MCE). As AgNPs 

apresentaram formato esférico, com tamanho médio de 126,3 nm e potencial Zeta 

de -36,86 mV. A CIM foi 62,5 µM, causando inviabilidade celular total após 4 horas 

de ação. A formação de biofilme foi inibida em 76,4% e o biofilme maduro foi 

reduzido em 1,9%. A análise por EDX confirmou a presença e homogeneidade da 

prata no revestimento. A incrustação dos catéteres 2C e 3C aconteceu após 13,5 ± 
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0,7 e 21 ± 1,4 dias, respectivamente. A MCE mostrou que o revestimento do catéter 

reduziu a intensidade de fluorescência em mais de 98%. Dessa forma, conclui-se 

que AgNPs biossintetizadas por F. oxysporum possuem grande atividade 

antibacteriana e antibiofilme, sendo uma potencial alternativa ao tratamento de P. 

mirabilis uropatogênico. 

4.1. INTRODUÇÃO 

 Proteus mirabilis é uma espécie de bactéria Gram-negativa pertence à família 

Enterobacteriacea (BREED; MURRAY; SMITH, 1957) conhecido por ser um dos 

principais agentes etiológicos na infecção do trato urinário associado a cateter (ITU-

AC) (SCHAFFER; PEARSON, 2015). É capaz de produzir uma urease muito 

potente, capaz de hidrolisar a ureia muito mais rápido do que as ureases de outros 

microrganismos (STICKLER; FENELEY, 2010) com consequente formação de 

amônia, levando à formação de cristais de estruvita e apatita (GRIFFITH; MUSHER, 

1976). Esses cristais ficam presos no biofilme em formação resultando na 

mineralização do biofilme, causando bloqueio do cateter com consequente retenção 

da urina na bexiga. Isso leva à complicações como o refluxo da urina para os rins, 

favorecendo a urolitiase, e problemas mais sérios como  como pielonefrite, 

septicemia, choque e até a morte do paciente (HOLLING et al., 2014; 

NORSWORTHY; PEARSON, 2017; STICKLER, 2014).  

 Superfícies com propriedades antimicrobianas tem sido empregadas na 

tentativa de reduzir as taxas de infecções nosocomiais (CAMPOS et al., 2016). A 

polidopamina (PDA) tem sido usada neste contexto, uma vez que é capaz de se ligar 

a, virtualmente, qualquer superfície (LEE et al., 2007). A PDA é formada pela 

polimerização oxidativa do cloridrato de dopamina em pH> 7,5. Em condições 

alcalinas e na presença de oxigênio, a dopamina forma finos filmes aderentes de 

PDA (DING; FLOREN; TAN, 2016; SILEIKA et al., 2011). A camada de PDA adere 

intimamente à superfície por fortes interações covalentes e não covalentes, 

resultando em um revestimento altamente estável (KARKHANECHI; TAKAGI; 

MATSUYAMA, 2014). Essa característica permite que a PDA atue como um agente 

de ancoragem, ligando um agente antimicrobiano à uma superfície (SU et al., 2016; 

WANG et al., 2015) 
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 Nanopartículas de prata (AgNPs) tem sido muito estudadas por conta de sua 

forte atividade antimicrobiana e relativa baixa toxicidade aos humanos (LEE et al., 

2008). Diversos métodos de síntese de AgNPs são conhecidos (HORIKOSHI; 

SERPONE, 2013) e podem ser classificados em químicos, físicos e biológicos. 

Dentre esses, a síntese biológica apresenta as vantagens de não utilizar agentes 

redutores e estabilizantes prejudiciais presentes nos outros métodos (VIMBELA et 

al., 2017). Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade 

antibacteriana de AgNPs biossintetizadas pelo fungo F. oxysporum contra isolado 

uropatogênico de P. mirabilis e verificar a eficiência de cateteres urinários revestidos 

com AgNPs, utilizando PDA como agente de ancoragem, em inibir a incrustação. 

4.2. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.2.1. Microrganismos 

 O isolado de P. mirabilis uropatogênico é proveniente de urina de 

paciente masculino internado na enfermaria do Hospital Universitário de Londrina no 

ano de 2015 e foi escolhido para os testes de atividade antibacteriana devido ao fato 

de ser patogênico e produtor de ESBL com resistência a múltiplos antimicrobianos 

(amicacina, gentamicina, amoxacilina+ácido clavulânico, ampicilina, aztreonan, 

cefalotina, cefuroxima, ceftazidima, ceftriaxona, cefepime, ciprofloxacin, norfloxacin, 

ácido nalidixico, sulfametoxazol+trimetoprim). F. oxysporum, cepa 551, da coleção 

de cultura do Laboratório de Genética Molecular da Escola Superior de Agricultura 

"Luiz de Queiroz" -USP (Piracicaba, São Paulo, Brazil) foi utilizada para a síntese de 

AgNPs. 

4.2.2. Biossíntese de AgNPs 

 A biossíntese de AgNP foi realizada utilizando o fungo F. oxysporum, 

cepa 551, oriundo da coleção de cultura do Laboratório de Genética Molecular da 

Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz" -USP (Piracicaba, São Paulo, 

Brazil) por um processo descrito por Durán e colaboradores (2005), com 

modificações (DURÁN et al., 2005). 

  O fungo foi cultivado em ágar Malte (Acumedia®) com 0,5% (m/v) de 

extrato de levedura (Kasvi®) por 7 dias, a 28 oC. A biomassa de fungo gerada foi 

pesada e suspensa em água destilada esterilizada a 0,1 g/ml. O crescimento fúngico 
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em líquido correu por 3 dias a 28 oC em agitação a 150 rpm. Em seguida, foram 

realizadas 4 filtragens distintas consecutivas, em gaze, papel filtro 42 (125mm Ø) e 

membrana de bomba à vácuo (poros 8 µm). À esse filtrado foi adicionado AgNO3.10 

mM (NUCLEAR) e a solução foi incubada por 15 dias a 28 oC no escuro. O indicativo 

da produção das nanopartículas foi a mudança de cor da solução, de amarelado 

para marrom escuro.  

 

4.2.3. Caracterização das AgNPs 

 O diâmetro das AgNPs biossintetizadas foi determinado por 

espectroscopia de correlação de fótons e o potencial Zeta por laser doppler 

eletroforese, usando o ZetaSizer NanoZS (Malvern) para ambos. 

 A morfologia das AgNPs foi determinada por microscopia eletrônica de 

transmissão (MET), através do microscópio eletrônico de transmissão FEI Tecnai 12. 

 

4.2.4. Atividade antibacteriana das AgNPs 

 

4.2.4.1. Ensaio de microdiluição em caldo 

 A analise da concentração inibitória mínima (CIM) foi realizada através do 

método de microdiluição em caldo, seguindo as orientações preconizadas pelo 

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015). 

4.2.4.1.1. Ajuste do inóculo 

 O isolado de P. mirabilis foi cultivado em ágar Müeller Hinton (MHA) 

(Difco™) por 18-24h a 36oC em estufa bacteriológica. O inóculo foi preparado pelo 

método de suspensão direta de colônias, onde as colônias previamente isoladas em 

ágar foram suspensas em solução salina NaCl 0,9%, esterilizada, até que atingisse 

a turbidez equivalente à escala 0.5 McFarland, resultando em densidade celular 

aproximada de 1-2x108 UFC/ml. Em seguida, foi feita uma diluição em caldo Müeller 

Hinton (MHB) para atingir uma densidade celular de 1x106 UFC/ml. 

4.2.4.1.2. Preparo das concentrações de AgNPs 

 Foram testadas sete concentrações (500, 250, 125, 62.5, 31.2, 15.6, e 7.8 

µM) em triplicatas. O preparo, inicialmente, foi feito com o dobro das concentrações 
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finais (1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.2, e 15.6 µM), levando-se em conta o volume 

adicionado de inóculo posteriormente. O estoque de AgNP foi diluido em MHB para 

atingir a primeira concentração de 1000 µM e, a partir dele, seguiu-se uma diluição 

seriada para atingir as demais concentrações. 

4.2.4.1.3. Inoculação 

 A determinação da CIM foi feita em microplacas de poliestireno de 96 

poços. Cinquenta microlitros do composto a 1000 µM foram adicionados em três 

poços (triplicata). Em seguida, 50 µL do inóculo de densidade celular 1X106 UFC/ml 

foi adicionada em cada poço, diluindo a concentração do composto para 500 µM e a 

densidade celular do inóculo para 5x105 UFC/ml. O controle positivo foi feito com 50 

µL do inóculo em 50 µL de MHB e o controle negativo foi feito apenas com MHB. O 

mesmo se repetiu para as outras concentrações. Depois, a placa foi incubada a 

37oC por 18-24h. 

 

4.2.4.1.4. Determinação da CIM 

 Após o tempo de incubação, os poços dos tratamentos foram comparados 

com os poços controles. A determinação da CIM foi feita visualmente e foi acatada 

como sendo a menor concentração de AgNPs capaz de inibir completamente o 

crescimento do microganismo, onde não foi observada turvação, apresentando 

conteúdo límpido.  

4.2.5. Curva de tempo de morte 

 A curva de tempo de morte foi feita seguindo as orientações preconizadas 

pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 1999). O teste foi realizado 

em intervalos de 0’, 15’, 30’, 60’, 2h, 4h, 8h, 12h, e 24h de incubação. As colônias 

foram contadas para construção de um gráfico de log10 UFC/ml x Tempo. 

4.2.5.1. Ajuste do inóculo 

 O preparo do inóculo para obtenção de 106 UFC/ml neste ensaio foi 

realizado da mesma forma como descrito no item 4.4.1.1. 

4.2.5.2. Inoculação 

 Um volume final de 6 ml contendo AgNPs em concentração referente à 

CIM e com inóculo atingindo concentração final de, aproximadamente, 5x105 UFC/ml 
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foi preparado. O controle positivo foi feito de maneira similar, porém sem adição de 

AgNP.  

 

4.2.5.3. Determinação da curva de morte 

 As soluções preparadas no item 4.5.2. foram incubadas a 36oC e 

alíquotas foram coletadas nos tempos pré-determinados. Foram feitas diluições de 

acordo com a necessidade para tornar possível a contagem de colônias. Assim feito, 

foram plaqueadas alíquotas de 50 µL em MHA e as placas foram incubadas por 18-

24 horas. Após esse período, foi contado o número de colônias formadas.  

 Para se determinar o número de bactérias no inóculo inicial, levou-se em 

consideração a compensação da diluição e da alíquota, multiplicando-se o número 

de colônias contadas x fator de diluição x fator da alíquota a fim de se obter o 

número de UFC em um ml do inóculo inicial. A curva foi construída através de um 

gráfico de log10 UFC/ml x tempo.  

 

4.2.6. Teste de atividade antibiofilme em placa de poliestireno 

 

4.2.6.1. Ensaio de inibição da formação de biofilme 

 O cultivo da bactéria foi feito em MHA por 18-24 horas a 37oC para 

formação de colônias. As colônias formadas foram suspensas em caldo MHB na 

turvação padrão 0,5 da escala de McFarland. Em seguida, o inóculo foi diluído em 

MHB para, aproximadamente, 106 UFC/ml.  

 A capacidade de inibição da formação de biofilme de P. mirabilis pelas 

AgNPs foi testada na concentração de CIM, supra-CIM e sub-CIM. Assim sendo, foi 

preparada uma solução de AgNPs a 250 µM, seguida de diluição seriada para atingir 

as concentrações de 125 e 62,5 µM.  Em seguida, 100 µL foram pipetados em cinco 

poços para cada uma das concentrações (quintuplicata), juntamente com 100 µL do 

inóculo, gerando concentrações finais de 125, 62.5, e 31.25 µM de AgNP e 105 

UFC/ml. O controle negativo foi composto apenas por 200 µL MHB e o controle 

positivo por 100 µL de MHB e 100 µL de inóculo.  A placa foi incubada por 24 horas 

a  37oC.  
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4.2.6.2. Ensaio de destruição do biofilme 

 Um inóculo ajustado na turvação padrão 0,5 MacFarland foi feito de 

maneira semelhante ao descrito anteriormente. Em seguida, o inóculo foi diluído 

para, aproximadamente, 5x105 UFC/ml em MHB e 200 µL foram transferidos para 

poços em microplacas de poliestireno. A placa foi incubada a 37 oC por 24 horas 

para permitir a formação do biofilme. Depois desse período, os poços foram lavados 

3 vezes com 200 µL de PBS (Na2HPO4 0,115%, KH2PO4 0,02%, NaCl 0,8%, KCl 

0,02%, pH 7.4) para remoção das células não aderidas.  

 Soluções nas concentrações de CIM, supra-CIM, e sub-CIM de AgNPs 

foram preparadas em MHB e 200 µL de cada solução foram pipetados sobre o 

biofilme formado. Em seguida, a placa foi incubada novamente por 24 horas a 37 oC. 

O teste foi realizado em quintuplicata. 

 

4.2.6.3. Determinação da viabilidade celular por XTT  

 O XTT é um sal tetrazólio, composto orgânico heterocíclico, que substitui 

o aceptor final natural no processo redox biológico (MELETIADIS et al., 2001). 

Assim, células vivas reduzem o anel tetrazol convertendo o XTT em formazan, 

substância colorida solúvel em água, que pode ser visualizado e quantificado em 

espectrofotometria (KNIGHT; DANCIS, 2006; MELETIADIS et al., 2001). O valor da 

absorbância é proporcional ao número de células ativas. Nas bactérias, ocorre 

transferência de hidrogênio, mediada por flavoproteínas, do substrato das 

desidrogenases da cadeia respiratória localizadas na membrana citoplasmática para 

o sal, causando essa redução. A menadiona atua como um substituto da 

flavoproteina, atuando como transportador artificial de elétrons, aumentando a 

reação (HASHIMOTO; KALUZA; BURSTONE, 1964; MELETIADIS et al., 2001; 

PEETERS; NELIS; COENYE, 2008). 

 A atividade metabólica das células que compunham o biofilme foi 

determinada pelo ensaio de redução do XTT (2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-

sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide) tanto no teste de inibição quanto no 

teste de destruição do biofilme, descrito por Bazargani e Rohloff (BAZARGANI; 

ROHLOFF, 2016). A solução de XTT foi preparada em PBS em concentração de 1 

mg/ml, esterilizada por filtração e armazenada a -20 oC. Solução de menadiona a 1 
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mM foi preparada em acetona. Uma solução de trabalho de XTT/menadiona foi 

preparada antes de cada ensaio em proporção de 12,5:1 (v/v).  

 Após o período de incubação dos ensaios de inibição e destruição do 

biofilme, os poços foram esvaziados e lavados 3 vezes com PBS. Em seguida, 100 

µl de PBS e 13,5 µL de solução de XTT-menadiona foram adicionados em cada 

poço. A placa foi incubada por 4 horas a 37 oC no escuro e a leitura foi feita em 

espectrofotômetro a 490 nm. O valor de absorbância do controle negativo foi 

subtraído dos valores dos poços testes para eliminar resultados falsos por 

interferência de fundo. O cálculo de porcentagem de inibição foi feito de acordo com 

trabalho previamente descrito (CHAIEB et al., 2011), onde % inibição de biofilme = 

[(OD controle - OD amostra) / OD controle] × 100. 

 

4.2.7. Revestimento do catéter 

 O revestimento de cateteres de Foley de látex siliconado de três vias 

(SOLIDOR®, No 24) foi baseado no descrito por Wang e colaboradores (2015), com 

modificações. O uso da polidopamina (PDA) como agente de ancoragem permite 

que se produzam camadas alternadas de PDA e AgNPs. Sendo assim, dois tipos de 

cateteres foram preparados; um cateter contendo duas camadas e um cateter com 

três camadas de AgNPs biossintetizadas.  O controle do número de camadas 

permite a manipulação da quantidade de prata, com consequente melhora na ação 

antibacteriana e anti-incrustante. (WANG et al., 2015). 

 Para o procedimento, os cateteres pristinos foram cortados em pedaços 

de 6 cm. Os segmentos de cateteres foram revestidos, primeiramente, com uma 

camada de PDA. Para tal, 10 ml de solução de dopamina (2 mg/ml) foram 

preparados em um tubo de centrifugação de 15 ml, adicionando 20 mg de cloridrato 

de dopamina (Sigma-Aldrich) em 10 ml de Tampão Tris (10 mM • pH 8,5). Esses 

fragmentos foram incubados por 24 horas em temperatura ambiente com agitação 

de 250 rpm. Após incubação, os fragmentos foram deixados secar por uma hora em 

cabine de fluxo laminar. Depois disso, os segmentos foram imersos em 10 ml de 

solução de AgNPs biossintetizadas (10 mM) e foram incubados novamente nas 

mesmas condições para revestimento com a primeira camada de AgNPs.  

 Os procedimentos de revestimento dos segmentos se repetiram até que o 

cateter estivesse revestido com duas camadas de AgNPs e três camadas de 

polidopamina (Figura 3). Esse catéter foi chamado de cateter 2C. A partir desse 
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fragmento, mais uma camada de AgNPs foi depositada, finalizando com uma última 

camada de PDA, originando o cateter 3C, com três camadas de AgNPs e quatro 

camadas de PDA. 

 

Figura 3- Sequência ilustrativa para o revestimento da superfície dos fragmentos de 
cateter com duas camadas (2C) e três camadas (3C) de AgNPs. 

 Para verificar se o revestimento de PDA possuía atividade inibitória contra 

o isolado de P. mirabilis, um centímetro do cateter revestido com PDA foi incubado 

em 1 ml de MHB inoculado com 105 UFC/ml por 24 horas (37oC • 100 rpm). Um 

centímetro de cateter revestido com PDA imerso em MHB não inoculado foi usado 

como controle negativo. Após o período de incubação, o MHB do controle negativo 

também foi inoculado para averiguar se a PDA total liberada durante esse período 

mostraria atividade antimicrobiana devido à maior concentração em relação à 

liberação gradual. Além disso, imagens de MET foram realizadas a fim de verificar 

se ocorreriam alterações morfológicas das AgNPs após o contato com a PDA. 

  

4.2.7.1. Caracterização da superfície 

 Os cateteres 2C e 3C foram submetidos à análise por espectroscopia por 

dispersão de energia de raios-X (EDX) para caracterização da superfície. Para isso, 

fragmentos de um centímetro de cada cateter foram analisados em três pontos 

distintos para verificar homogeneidade pela extensão dos cateteres utilizando dois 

canais, de sódio a escândio e de titânio a urânio. Os picos foram gerados pelo 

software Origin Pro 8. 

 

4.2.8. Ensaio de incrustação 

 A capacidade dos cateteres 2C e 3C em inibir a incrustação foi avaliada. 

Os segmentos foram cortados em pedaços de 1 cm e foram imersos em tubos de 

centrifugação de 15 ml com 2 ml urina artificial formulada (Cloreto de cálcio 
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(0.049%), Cloreto de magnésio hexahidratado (0.065%), Cloreto de sódio (0,46%), 

Sulfato dissódico (0,23%), Citrato trissódico dihidratado (0.065%) Oxalato dissódico 

(0.002%), Dihidrogenofosfato de potássio (0,28%), Cloreto de potássio (0,16%), 

Cloreto de amonio (0,1%), Uréia (2,5%), TSB (0,1%), gelatina (0,5%)) inoculada com 

5x105 UFC/ml do isolado de P. mirabilis. Os tubos foram incubados a 37oC em 

agitação de 100 rpm por 24 horas.  

 Após cada 24 horas, os fragmentos foram imersos em nova urina 

inoculada. O controle negativo foi composto por um fragmento de cateter pristino 

imerso em urina, sem inoculação, e o controle positivo foi composto por um 

fragmento de cateter pristino imerso em urina inoculada. O tempo levado para a 

incrustação dos fragmentos foi determinado com base na turvação da urina causada 

pela formação de estruvita e apatita, significando o início do processo de incrustação 

(WANG et al., 2015) 

  

4.2.9. Ensaio de inibição da formação de biofilme 

 Um centímetro dos fragmentos 2C e 3C foram imersos em tubos de 

centrifugação de 15 ml com 2 ml de MHB inoculados com 5x105 UFC/ml do isolado 

de P. mirabilis. O controle positivo consistiu em um fragmento de cateter pristino 

imerso em MHB inoculado, e o controle negativo consistiu apenas em cateter 

pristino imerso em MHB, sem presença de bactérias. Os tubos foram incubados em 

agitação de 100 rpm por 24 horas a 37oC. 

 Após o período de incubação, os fragmentos foram lavados com solução 

salina e foi feito o tratamento com o marcador LIVE/DEAD™ BacLight™ L7007 

(Invitrogen) para visualização da viabilidade celular por MCE (Leica, TCS SP8) nos 

biofilmes formados. 

 

4.3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.3.1. Caracterização das  AgNPs  

 A morfologia das AgNPs analisadas por MET mostraram partículas de 

formato esférico (Figura 4). Esse é o formato típico encontrado na biossíntese de 

AgNPs por F. oxysporum (DURÁN et al., 2005; ISHIDA et al., 2014; KORBEKANDI 
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et al., 2013; SCANDORIEIRO et al., 2016). É mostrado na literatura que a enzima 

nitrato redutase é responsável pela redução dos íons Ag+, formando AgNPs (ANIL 

KUMAR et al., 2007; DURÁN et al., 2005). Dessa forma, trabalhos mostram que a 

enzima purificada de F. oxysporum (GHOLAMI-SHABANI et al., 2014) e a enzima 

produzida por outros microrganismos (KHODASHENAS; GHORBANI, 2016) também 

resultam em AgNPs de formato esférico.  

 Os dados obtidos por espectroscopia de correlação de fótons apontaram 

um tamanho médio de 126,3 ± 36,9 nm para as AgNPs biossintetizadas e a análise 

do potencial zeta mostrou uma média de potencial de -36,86 ± 0,06 mV (Figura 5). 

  

Figura 4- Micrografia de transmissão eletrônica de AgNPs biossintetizadas por F. 
oxysporum. Aumento de 135kx. Barra de escala de 100 nm. 
    

 A síntese de AgNPs por F. oxysporum em protocolos similares ao 

utilizado neste trabalho resultaram em tamanhos menores, com média, por exemplo, 

de 77.68 nm (SCANDORIEIRO et al., 2016) e de 57.6 nm (FANTI et al., 2018). A 

síntese de nanopartículas por redução química permite o controle do tamanho das 

partículas através do uso de co-redução, da mudança dos agentes redutores e 

dispersantes, tempo de reação e temperatura (AGNIHOTRI; MUKHERJI.; 

MUKHERJI, 2014; HORIKOSHI; SERPONE 2013). Por outro lado, apesar das 

muitas vantagens que a síntese biológica apresenta, a sua principal limitação é a 

baixa reprodutibilidade, refletindo a inconsistência de tamanho (DURÁN; 

NAKAZATO; SEABRA, 2016; SHAH et al., 2015).  
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 O potencial Zeta das AgNPs também varia na literatura, mesmo com a 

utilização de protocolos similares, sendo encontrados valores de -34.6 mV 

(SCANDORIEIRO et al., 2016), próximo ao encontrado neste trabalho, e de -14.3 

mV (FANTI et al., 2018). O potencial Zeta é importante, pois está correlacionado à 

estabilidade da nanopartícula. Altos potenciais, positivos ou negativos, são 

indicativos de emulsões estáveis, enquanto potenciais baixos correspondem à 

instabilidade, resultando em aglomeração ou floculação. Entretanto, apesar de haver 

uma classificação de dispersão de nanopartículas com potencial Zeta de ± 0–10 mV 

como altamente instável, ± 10–20 mV como relativamente estável, ± 20–30 mV 

moderadamente estável, e ˃ ± 30 mV como altamente estável, o potencial Zeta 

fornece informações de forças eletrostáticas repulsiva, apenas, mas é sabido que 

forças de van der Waals também precisam ser consideradas para indicar 

estabilidade em um colóide, de forma que existam colóides estáveis com baixo 

potencial Zeta e colóides instáveis com alto potencial Zeta (BHATTACHARJEE, 

2016) 

 

Figura 5- Análise de tamanho e potencial zeta das AgNPs biossintetizadas por F. 
oxysporum. (A) Análise da distribuição de tamanho das AgNPs biossintetizadas por 
F. oxysporum feita por espectroscopia de correlação de fótons. (B) Distribuição do 
potencial Zeta das AgNPs por laser doppler eletroforese. ZetaSizer NanoZS 
(Malvern) foi usado para ambos. 
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4.3.2. Atividade antibacteriana das AgNPs  

4.3.2.1. Ensaio de microdiluição em caldo 

O teste de atividade antimicrobiana por microdiluição em caldo mostrou 

que a concentração inibitória mínima de AgNPs biossintetizadas para o isolado de P. 

mirabilis foi 62,5 µM (6,7 µg/ml).  

Trabalhos envolvendo a atividade de AgNPs biossintetizadas por F. 

oxysporum contra P. mirabilis são escassos. Entretanto, levando em consideração 

AgNPs sintetizadas por outras vias, a concentração obtida está dentro do esperado, 

uma vez que os resultados encontrados na literatura contra P. mirabilis variam de 32  

µg/ml  até 1,25 µg/ml (DHAS et al., 2014; SKŁADANOWSKI et al., 2016; 

SRINIVASAN et al., 2017). Da mesma forma, do ponto de vista da performace 

antibacteriana das AgNPs, a CIM encontrada é satisfatória, visto que conseguiram 

inibir o crescimento de P. mirabilis em concentração abaixo à encontrada quando 

usadas em outras bactérias (SCANDORIEIRO et al., 2016). 

Além disso, resultado se mostra satisfatório à medida que se analisa a 

carência de alternativas ao tratamento dessa bactéria. O isolado de P. mirabilis 

testado apresentou resistência a diversos antimicrobianos de uso clínico, inclusive 

os utilizados como primeira linha de tratamento de infecção urinária, como 

ciprofloxacin, trimetoprim, fluoroquinolonas e cefalosporinas de terceira geração 

(BIDELL et al., 2016; KLINE; LEWIS, 2016). A associação de 

sulfametoxazol+trimetoprim é recomendada para tratamento de cistite aguda não-

complicada e fluoroquinolonas são indicadas como alternativa à essa associação 

(SCHAFFER; PEARSON, 2015). Amicacina tem sido reportada como tratamento de 

primeira linha contra infecção urinária febril em crianças (POEY et al., 2017). 

Entretanto, essas e outras alternativas clínicas relevantes não se mostraram 

eficazes, de acordo com o perfil de sensibilidade antimicrobiana apresentado pelo 

isolado. 

Ainda, vale ressaltar que outros trabalhos trazem a atividade de AgNPs 

contra esse patógeno, mas a maior parte deles faz uso de outros ensaios 

antibacterianos, tais como disco-difusão e poço-difusão (CHAUDHARI et al., 2012;  

KALAM et al., 2017; LAVAKUMAR et al., 2015; PRASAD et al.; 2017). O fato de a 
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maioria dos trabalhos não serem relatados em termos de CIM dificulta a 

interpretação e a comparação entre os resultados,  além de que, as características 

das nanopartículas e as cepas testadas influenciam na atividade antimicrobiana 

(DURÁN et al., 2016; RUPARELIA et al., 2008). 

 

4.3.2.2. Curva de tempo de morte 

 A atividade temporal das AgNPs na CIM (62,5 μM) contra o isolado de P. 

mirabilis uropatogênico é mostrado na Figura 6. O gráfico apresenta o Log10 de UFC 

contadas após início do tratamento com as AgNPs em função do tempo. 

 De acordo com o documento M26-A (CLSI, 1999), a atividade bactericida 

pode ser notada quando houver redução ≥ 3log10 (99,9%) na contagem de UFC/mL. 

Dessa forma, a ação bactericida das AgNPs acontece entre 2 e 4 horas de 

tratamento, visto que a perda total de viabilidade celular foi notada em 4 horas.  

 

Figura 6- Curva de crescimento e tempo de morte de AgNPs biossintetizadas por F. 
oxysporum contra P. mirabilis multirresitente isolado de infecção urinária.  

 
O tempo para ação bactericida das AgNPs biossintetizadas por F. 

oxysporum está consoante com o tempo encontrado por Scandorieiro e 

colaboradores (2016) para AgNPs sintetizadas de maneira similar às AgNPs usadas 

neste trabalho contra bactérias Gram-negativas multirresistentes. Nas CIMs de 62,5 

μM para E. coli ATCC 25922 e de 125 μM para E. coli multiresistente produtora de 

carbapenemase isolada de infecção urinária, o tempo necessário para perda total de 

viabilidade também foi de 4 horas  (SCANDORIEIRO et al., 2016).  
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4.3.2.3.  Teste de atividade antibiofilme em placa de poliestireno 

4.3.2.3.1 Atividade de inibição de biofilme 

O teste foi realizado em quintuplitaca e os dois valores que mais 

divergiram foram descartados. Com os três valores mais confiáveis, foi tirada a 

média para chegar ao valor final. Assim, o valor de leitura do controle positivo, 

formado sem adição de AgNPs, foi de 0,157. O valor de leitura para o tratamento foi 

de 0,037±0 em concentração de CIM, 0,043±0,0045 em supra-CIM, e 0,177±0,0042 

em sub-CIM. 

Para calcular o porcentagem de inibição, foi usada a seguinte fórmula: 

 % inibição de biofilme = (OD controle - OD amostra) x 100 

        OD controle 

Assim, determinou-se que a CIM foi capaz de inibir 76,4% do biofilme de 

P. mirabilis, a supra-CIM inibiu 76% e a sub-CIM apresenta um valor mais alto do 

que o controle, indicando que o tratamento com concentrações abaixo da CIM pode 

ter estimulado a formação de biofilme. Essa hipótese pode acontecer, uma vez que 

os biofilmes são formados em resposta ao estresse do ambiente, tais como 

temperatura, falta de nutrientes e presença de altas concentrações de metais 

(LANDINI, 2009).  

De fato, alguns estudos demonstram que  alguns antibióticos induzem a 

formação de biofilme em concentrações sub-inibitórias (BAGGE et al., 2004; 

HOFFMAN et al., 2005; SAILER; MEBERG; YOUNG, 2003). Esse processo tem 

relevância clínica, porque as bactérias são expostas à sub-CIM de antibióticos no 

começo e ao fim do regime de tratamento, entre as doses, ou continuamente 

durante terapia de baixas dosagens (LÁZARO-DÍEZ et al., 2016). 

Uma outra possibilidade é o fato do estresse oxidativo também induzir a 

formação de biofilme (GAMBINO; CAPPITELLI, 2016). Como um dos principais 

mecanismos aceitos para a atividade antibacteriana das AgNPs é a geração de 

EROs, com consequente estresse oxidativo (WANG; HU; SHAO, 2017), essa 

hipótese também pode ser plausível para o entendimento do resultado obtido no 

teste.  
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Ademais, a capacidade das AgNPs sintetizadas por F. oxysporum em 

inibir o biofilme de P. mirabilis mostrou melhor capacidade de inibiação de biofilme 

quando comparadas com AgNPs sintetizadas via extrato de Piper betle, que inibiu 

em 69% e 53% a formação de biofilme das cepas padrões P. mirabilis MTCC e 

ATCC, respectivamente, com uma concentração maior (10 μg/ml) do que a usada no 

presente trabalho (SRINIVASAN et al., 2017). 

 

4.3.2.3.2. Destruição do biofilme 

O valor de leitura do biofilme formado sem adição de AgNPs foi de 0,157. 

O valor de leitura para o tratamento foi de 0,154±0,011 em concentração de CIM, 

0,138±0,005 para supra-CIM, e 0,127±0,010 para sub-CIM. O cálculo foi feito 

usando a mesmo fórmula anterior. Assim, a CIM eliminou apenas 1,9% do biofilme, a 

supra-CIM eliminou 12,1%, e a sub-CIM eliminou 19,1%. 

Alguns estudos mostram que AgNPs biossintetizadas possuem a 

capacidade de eliminar biofilmes maduros tanto de bactérias Gram-negativas quanto 

Gram-positivas. Entretanto, as concentrações utilizadas para tal foram bastante 

elevadas, chegando a ultrapassar 2000 µg/ml (GAIDHANI et al., 2013; SALUNKE et 

al., 2014) 

Um dos motivos para o menor desempenho em relação à inibição do  

biofilme pode ser a camada de EPS que funcionaria como uma barreira física, 

impedindo o contato das AgNPs com as células (COSTERTON; STEWART; 

GREENBERG, 1999). O tratamento de biofilme misto formado no primeiro estágio de 

uma estação de tratamento de água com AgNPs comercialmente disponível 

(SkySpring Nanomaterials, Inc. Houston, USA) não resultou em alteração 

significativa após 24 horas de tratamento, mesmo em altas concentrações de 200 

mg/L. Entretanto, quando realizada a remoção do EPS fracamente aderido, a 

mesma concentração de AgNPs  foi capaz de reduzir a viabilidade do biofilme  

(SHENG; LIU, 2011).  

4.3.3. Revestimento do catéter 

 O revestimento do catéter foi realizado utilizando a polidopamina como 

agente ancorante. Primeiramente, pedaços de cateter foram imersos em solução de 

dopamina. Ao adicionar o cloridrato de dopamina no ambiente alcalino do tampão 
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Tris (pH 8,5) a solução, inicialmente incolor, rapidamente começou a adquirir 

coloração amarronzada, culminando em uma solução de forte cor marrom (Figura 7). 

Essa mudança de cor foi a indicação da polimerização do cloridrato de dopamina em 

polidopamina (LIU; AI; LU, 2014) 

Os pedaços de cateteres foram incubados a 26oC em agitação de 250 

rpm durante 24 horas. Como pode ser visto na Figura 8, a quantidade de agitação 

influencia na homogeneidade da dispersão de polidopamina. Agitações baixas 

permitem a precipitação da polidopamina à medida em que a polimerização ocorre 

(SU et al., 2016). 

É relatado na literatura que a PDA forma finos filmes nas superfícies 

(DING; FLOREN; TAN, 2016; SILEIKA et al., 2011). Mesmo com a forte coloração da 

solução, o filme formado alterou levemente a cor do cateter (Figura 9 (A) e (B)).  

Após incubação com AgNPs, o cateter mostrou uma coloração escura, confirmando 

o revestimento da prata (Figura 9 (C)). As etapas se repetiram até a conclusão das 

duas ou três camadas de AgNPs. 

Estudos mostram que a polidopamina possui baixa atividade 

antibacteriana, apresentando alta CIM de 100 mg/mL (IQBAL; LAI; AVIS, 2012; SU 

et al., 2016). Para verificar se o revestimento de PDA possuia atividade inibitória 

contra o isolado de P. mirabilis, 1 cm do cateter revestido com PDA foi incubado em 

1 ml de MHB inoculado com 105 UFC/ml por 24 horas a 37oC em agitação de 100 

rpm. A Figura 11 (A) mostra que a PDA presente no catéter não impediu o 

crescimento bacteriano, evidenciado pela turvação do meio (A1), enquanto o 

controle negativo, composto pelo cateter revestido com PDA em MHB sem inóculo, 

se manteve límpido (A2). Como a PDA liberada se acumulou no MHB do controle 

negativo, a solução foi inoculada com 105 UFC/ml para verificar se a concentração 

alteraria a resposta antibacteriana. Entretanto, como mostra a Figura 11 (B), a 

solução permitiu o crescimento de bactérias após incubação, mostrando que a PDA 

presente no revestimento não é liberada em quantidade suficiente para atividade 

inibitória. 

A análise por MET das AgNPs em contato com a PDA não mostrou 

nenhuma alteração morfológica manifesta após interação (Figura 12). Entretanto, um 

fato interessante a ser notado é a presença de uma matriz de PDA que envolve 

todas as AgNPs. Sabe-se que a PDA possui afinidade por, virtualmente, qualquer 
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superfície (LEE et al., 2007) podendo, inclusive, revestir AgNPs  (DUMRI; ANH, 

2014). Isso mostra o potencial que a PDA  possui na ancoragem das nanopartículas 

ao material revestido. 

 

Figura 7- Indicação de polimerização da dopamina pela mudança de cor da solução. 
(A) Solução recém preparada. (B) Solução após 5 minutos de reação. (C) Solução 
após 24 horas. 
 

 

Figura 8- Influência da agitação no revestimento. (A) agitação de 100 rpm. (B) 
agitação de 250 rpm. 
 

 

Figura 9- Resultado do revestimento dos catéteres. (A) cateter pristino. (B) cateter 
revestido com PDA. (C) cateter revestido com PDA+AgNPs.  
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4.3.4. Caracterização da superfície 

Os cateteres revestidos foram submetidos à analise por EDX para 

identificação dos elementos que compunham a superfície (Figura 10). Fragmentos 

de 1 cm de cada tipo de cateter foram analisados em três pontos distintos. A análise 

por EDX mostrou que a prata está presente em ambos tratamentos e ausente no 

controle, indicando homogeneidade nas medidas de diferentes pontos dos cateteres 

analisados. 

A análise do exterior dos cateteres por EDX indicou que o cateter 2C 

apresentou uma média de 8,1 ± 2,1 % (m/m) enquanto o cateter 3C mostrou média 

de 22,03 ± 3,6 % (m/m) (Tabela. 1). O aumento na porcentagem de prata indica que 

a estratégia de revestimento por camadas foi bem sucedida. 

 

Tabela 1- Análise dos elementos por EDX 
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Figura 10- Análise da superfícies dos cateteres por EDX. (A) Cateter pristino. (B) 
Cateter 2C. (C) Cateter 3C. 

(A) 

(B) 

(C) 
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Figura 11- Ensaio de atividade antibacteriana da PDA. (A) 1: um centímetro de 
cateter revestido com PDA imerso em MHB inoculado com 105 UFC/ml após 24 
horas de incubação a 37oC e 100 rpm. (A) 2: Controle negativo. (B) Solução do 
controle negativo inoculado mostrando que a PDA liberada não inibiu o crescimento 
de P. mirabilis. 
 

 

Figura 12- Fotomicrografias de transmissão da AgNPs biossintetizadas por F. 
oxysporum após contato com PDA. (A)-(D) AgNPs envolvidas pela matriz de PDA 
em diferentes campos e aumentos. (E)-(F) AgNPs antes do contato com PDA 
mostrando ausência de matriz. Aumentos e barras de escala de (A) 59kx, 200 nm; 
(B) 97kx, 200 nm; (C) 135 kx, 100 nm; (D) 310 kx, 50 nm; (E) 135kx, 100 nm; (F) 360  
kx, 50 nm. 
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4.3.5. Ensaio de incrustação 

O ensaio de incrustação correu até o tempo do cateter 3C permitir 

incrustação. Os testes foram feitos em triplicata e os tempos levados para 

incrustação foram marcados. O cateter pristino usado como controle sofreu 

incrustação já no primeiro dia (Figura 14). O cateter 2C foi capaz de inibir a 

incrustação por 13,5 ± 0,7 dias, enquanto o cateter 3C inibiu a incrustação por 21 ± 

1,4 dias.  

Esses resultados atendem à necessidade de uso, tendo em vista que 

indicam o tempo que os cateteres inibiram o início da incrustração e que alguns 

estudos in vitro  mostram que P. mirabilis chega a causar o bloqueio total do fluxo de 

urina em menos de 24 horas, com a devida ressalva das diferenças de diâmetro de 

luz dos cateteres entre os diversos estudos (BROOMFIELD et al., 2009; JONES et 

al., 2006; MILO et al., 2016). 

Além disso, cateteres comercialmente disponíveis contendo prata não tem 

mostrado desempenho satisfatório. O cateter DoverTM inibiu incrustação por menos 

de 7 dias em experimento similar ao realizado no presente trabalho (WANG ET AL., 

2015). Já o cateter Bardex® I.C.™ com revestimento de liga de prata Bacti-Guard® 

sofreu bloqueio total em 4,4 dias (RANI et al., 2016). Dados in vivo  também se 

mostram insatisfatórios, mostrando que em 11 dias esse cateter já se apresenta 

completamente obstruído (MORGAN; RIGBY; STICKLER, 2009). Em ensaio clínico 

multicêntrico randomizado, Pickard e colaboradores (2012) concluiram que esse 

cateter não é efetivo na redução da incidência de ITU-AC sintomática, sugerindo que 

cerca de mil pessoas precisariam receber esse cateter para evitar uma ITU-AC 

(PICKARD et al., 2012).  

Assim, mesmo que a cateterização de longo prazo seja definida como 

acima de 28 dias, as evidências mostram que a incrustação pode acontecer bem 

antes disso, o que torna o resultado obtido neste trabalho satisfatório. Entretanto, os 

resultados podem ser melhorados com o uso de outras substâncias, aproveitando a 

capacidade de ancoragem da PDA. Wang e colaboradores (2015) produziram um 

cateter de maneira similar à utilizada neste trabalho, com AgNPs produzidas usando 

a própria PDA como agente redutor. O uso   de poli(sulfobetaina metacrilato-co-

acrilamida) (poly(SBMA-co-AAm)) como última camada melhorou a performance, 
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atingindo 45 dias livres de  incrustação. Essa diferença entre os resultados 

possivelmente acontece por conta a atividade anti-incrustante da poly(SBMA-co-

AAm), dada como responsável por inibir a adesão das bactérias à superfície do 

catéter (WANG et al., 2015). 

4.3.6. Ensaio de inibição da formação de biofilme em cateter 

O resultado do ensaio de formação de biofilme nos catéteres é 

apresentado na Figura 13. Após o tempo para a formaçção do biofilme, os catéteres 

foram lavados com solução salina para remoção das células não aderidas. Em 

seguida, os cateteres foram tratados com o marcador LIVE/DEAD®, que consiste em 

dois corantes de ácidos nucleicos: o SYTO 9, que consegue atravessar a membrana 

das bactérias, resultando em fluorescência verde, e o iodeto de propídeo, que não 

penetra as células intactas por ser altamente carregado, mas consegue penetrar se 

as membranas estiverem danificadas, resultando em fluorescência vermelha. Assim, 

as células mortas fluorescem vermelho e as células viáveis fluorescem verde. 

A diminuição de células viáveis nos cateteres revestidos com AgNPs é 

notória (Figura 13). A análise da intensidade da fluorescência mostrou redução de 

98,1% e de 99,3% na fluorescência da face externa e no lúmen, respectivamente, do 

cateter 2C em relação ao controle. Para o cateter 3C, a redução foi de 98,31% na 

face externa e de 99,99% no lúmen (Quadro 1). 

Chua e colaboradores testaram a atividade antibiofilme in vitro do cateter 

comercializado DoverTM, revestido por prata e hidrogel, e não notaram capacidade 

de redução de biofilme de E. coli (CHUA et al., 2017). Já AgNPs biossintetizadas por 

extrato de Spirulina platensis foram usadas para revestir cateteres Foley. Quando 

usados em ratos, mostraram capacidade de redução de 83%, mas quando 

revestidos com nitrofurantoína e amicacina em conjunto, a redução de biofilme 

passou a ser próxima à encontrada neste trabalho, de 98% (MALA et al., 2017). Em 

estudo in vitro, a impregnação de cateteres com AgNPs sintetizadas por bactérias 

resultou em redução próxima de 90% para cepas de Staphylococcus haemolyticus e 

S. epidermidis (THOMAS et al., 2015). Dessa forma, nota-se que o revestimento 

utilizado neste trabalho apresentou capacidade adequada de redução de biofilme, 

mesmo para o cateter 2C, que possui menor quantidade de prata. 
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Figura 13- Efeito dos revestimentos na formação de biofilme de P. mirabilis por 
microscopia confocal. Aumento 10x. 

 
Quadro 1. Análise da intensidade de fluorescência por MCE* 

 
Controle positivo Controle negativo 2 C 3  

 
Externo Interno Externo Interno Externo Interno Externo Interno 

 
1 2 1 2 1 1 1 2 1 1 2 1 

1 35,88 21,55 17,47 40,17 0,56 0,02 0,63 0,15 0,1 0,15 0,86 0,01 
2 49,01 38,93 15,72 54,01 2,08 0,08 1,32 0,26 0,27 0,39 1,13 0 
3 73,73 29,11 35,14 56,79 1,06 0,03 1,6 0,08 0,25 0,1 0,73 0 
4 16,62 9,33 0,15 9,41 0,19 0,01 0,26 0,06 0,05 1,03 0,01 0 
5 19,49 21,23 0,37 39,41 0,89 0,04 0,86 0,14 0,07 0,05 0,15 0 
6 47,23 24,28 3,12 69,54 1,05 0,15 1,61 0,07 0,33 1,91 0,03 0 

Média 
 

32,19 
 

28,44 0,97 0,055 
 

0,587 0,178 
 

0,545 0,0016 

*Escala de cinza. Área analisada = 64413.21 µm2.  
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Figura 14- Tempo de incrustação dos cateteres. Dia 1: 1- controle positivo, 2- 2C, 3- 
2C, 4- 3C, 5- 3C, 6- controle negativo. Dia 13: 1- controle positivo, 2- 2C, 3- 3C, 4- 
controle negativo. Dia 20: 1- controle positivo, 2- 3C, 3- controle negativo. A 
incrustação é caracterizada pela turvação da urina.  

 
 

4.4. Conclusão 

Os resultados obtidos com AgNPs biossintetizadas por F. oxysporum 

mostraram grande capacidade de inibição de crescimento células planctônicas de P. 

mirabilis, além de inibir a formação de biofilme, tanto em placas de poliestireno 

quanto em aplicação em cateter. Tendo em vista a grande resistência apresentada 

pelo isolado contra antibióticos de uso clínico, apesar da pouca capacidade 

apresentada na destruição do biofilme maduro, as AgNPs se mostram como uma 

potencial alternativa ao tratamento de infecções por P. mirabilis uropatogênico. 
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5. CONCLUSÃO 

 

O isolado de P. mirabilis uropatogênico com múltipla resistência aos 

antimicrobianos de uso clínico se mostrou sensível ao tratamento com as AgNPs 

biossintetizadas por F. oxysporum. Da mesma forma, a CIM apresentou grande 

capacidade de inibição da formação de biofilme. 

A metodologia de revestimento da superfície de cateteres mostrou 

resultados satisfatórios de inibição de biofilme e permitiu um tempo livre de 

incrustação superior ao tempo usual de incrustação por P. mirabilis in vivo e in vitro. 

Dessa forma, conclui-se que o uso das AgNPs sintetizadas pelo fungo F. 

oxysporum apresentam características necessárias para o combate e prevenção de 

ITU-AC, sendo necessários mais estudos em relação à sua toxicidade aos seres 

humanos e aplicação in vivo. 




