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RESUMO 
RESISTÊNCIA DE BIOFILMES FORMADOS POR MICOBACTÉRIAS DE 

CRESCIMENTO RÁPIDO FRENTE A ANTIMICROBIANOS 
 

AUTORA: Vanessa da Costa Flores 
ORIENTADORA: Marli Matiko Anraku de Campos 

 

As micobactérias de crescimento rápido (MCR) são agentes patogênicos oportunistas 
que causam doenças em uma variedade de configurações clínicas. A natureza 
ambiental das MCR e sua capacidade de desenvolver biofilmes em diferentes 
superfícies desempenham um papel fundamental na sua patogênese. Os biofilmes 
constituem um modo protegido de crescimento que permite que os microrganismos 
sobrevivam em ambientes hostis, sendo sua fisiologia e comportamento 
significativamente diferentes das suas contrapartes planctônicas. Os biofilmes 
representam um grave problema para a saúde pública devido ao aumento da resistência 
aos agentes antimicrobianos e ao potencial desses microrganismos de causarem 
infecções. Quando em biofilmes, as micobactérias são altamente resistentes aos 
tratamentos antibacterianos. As terapias baseadas em nanopartículas são abordagens 
viáveis para tratar infecções associadas a biofilmes devido às suas propriedades 
químicas e físicas, concedidas pela sua alta relação área superficial / volume.Tendo-se 
em vista a importância da compreensão de fatores causadores de falência de 
tratamentos das micobacterioses, como a formação de biofilmes,este trabalho tem como 
objetivo principal avaliar a resistência a antimicrobianos apresentada por biofilmes de 
MCR. Foram testados os antimicrobianos amicacina, ciprofloxacino, claritromicina, 
doxiciclina, imipenem e sulfametoxazol, normalmente empregados no tratamento de 
micobacterioses. Para cada fármaco, avaliou-se a suscetibilidade do microrganismo, a 
capacidade de inibição da formação de biofilmes e a resistência dos biofilmes a atuação 
antimicrobiana. Além disso, devido a claritromicina ser amplamente utilizada em 
esquemas terapêuticos contra infecções causadas por micobactérias, foram 
desenvolvidas nanocápsulas de claritromicina (NC-CLA) e suas propriedades 
antibiofilme avaliadas. Os resultados demostraram que, embora os antimicrobianos 
testados sejam empregados como alternativa terapêutica para MCR, Mycobacterium 
abscessus apresentou-se resistente à claritromicina e Mycobacterium massiliense exibiu 
perfil resistente à claritromicina e ao sulfametoxazol. Além disso, a inibição da formação 
de biofilmes e a destruição dos mesmos não foram totalmente alcançadas. A 
claritromicina nanoencapsulada apresentou maior capacidade de inibição da formação 
do biofilme e destruição da película microbiana do que a claritromicina livre, em todas as 
concentrações testadas e para as três cepas de MCR utilizadas no ensaio. Dessa forma, 
ações que otimizam a permeabilidade antimicrobiana na matriz exopolimérica figuram 
como importantes estratégias de prevenção na formação e combate aos biofilmes. 
 
 
Palavras-chave: Micobactérias de Crescimento Rápido. Biofilmes. Resistência. 
Antimicrobianos. Nanocápsulas.  
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ABSTRACT 
 

RESISTANCE OF BIOFILMS FORMED BY RAPIDLY GROWING 
MYCOBACTERIA AGAINST ANTIMICROBIALS 

 
AUTHOR: Vanessa da Costa Flores 

ADVISOR: Marli Matiko Anraku de Campos 
 

Rapidly growing mycobacteria (RGM) are opportunistic pathogens that produce diseases 
in a variety of clinical settings. The environmental nature of RGM and their ability to 
assemble biofilms on different surfaces play a key role in their pathogenesis.Biofilms 
constitute a protected mode of growth that allows microorganisms to survival in hostile 
environments, being their physiology and behavior significantly different from their 
planktonic counterparts. Biofilms pose a serious problem for public health because of the 
increased resistance of biofilm-associated organisms to antimicrobial agents and the 
potential for these organisms to cause infections. When in biofilms form, mycobacteria 
are highly resistant to antibacterial treatments. Nanoparticle-based therapies are viable 
approaches when it comes to treating biofilm associated infections due to chemical and 
physical properties of such nanostructured systems, granted by a high superficial area to 
volume ratio. Bearing in mind the importance of comprehending all factors that cause 
mycobacteriosis treatments to fail, e.g. biofilm formation, the main objective of this study 
is to evaluate resistance to antimicrobials in RGM biofilms. The tested antimicrobials 
were amikacin, ciprofloxacin, clarithromycin, doxycycline, imipenem and 
sulfamethoxazole, which are ordinarily employed in the treatment of mycobacteriosis. For 
each drug, evaluation was done according to the susceptibility of the pathogen, the 
ability to inhibit biofilm formation and the resistance of biofilms to antimicrobial activity. 
Furthermore, due to the broad use of clarithromycin in therapeutic schemes against 
micobacterial infections, clarithromycin nanocapsules (NC-CLA) were developed and 
employed. Its antibiofilm properties were evaluated, as were those of the other above 
stated antimicrobials. Results showed that although the tested antimicrobials are used as 
an alternative therapy for RGM, Mycobacterium abscessus presented to be resistant to 
clarithromycin and Mycobacterium massiliense showed a resistant profile to 
clarithromycin and sulfamethoxazole. Furthermore, the inhibition of biofilm formation and 
its destruction have not been fully met. The nanoencapsuled clarithromycin form showed 
higher capability in inhibiting biofilm formation and in microbial pellicle destruction than 
free clarithromycin, that is, in all tested concentrations and for all three RGM strains that 
were utilized in the essay. Thus, actions that aim to optimize antimicrobial permeability in 
the exopolimeric matrix emerge as important prevention strategies against formation of 
biofilm and in its combat. 
 
 
Keywords: Rapidly Growing Mycobacteria. Biofilms. Resistance. Antimicrobials. 
Nanocapsules. 
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1 APRESENTAÇÃO 

 

As seções Materiais e Métodos, Resultados e Discussão encontram-se no 

ARTIGO CIENTÍFICO e no MANUSCRITO e representam a integra deste estudo. 

Os itens DISCUSSÃO e CONSIDERAÇÕES FINAIS, encontrados no final desta 

tese, apresentam interpretações e comentários gerais sobre as publicações 

científicas contidas neste trabalho. As REFERÊNCIAS referem-se somente às 

citações que aparecem nos itens INTRODUÇÃO, REVISÃO DE LITERATURA e 

DISCUSSÃO desta tese, uma vez que as referências utilizadas para a elaboração 

dos artigos estão mencionadas nos mesmos. 

  



14 

 

2 INTRODUÇÃO 

 

As Micobactérias Não Tuberculosas (MNT) encontram-se dispersas na 

natureza, e podem colonizar o organismo humano e determinar o aparecimento de 

infecções ou doenças (ZAMARIOLI et al., 2008).  As MNT são isoladas a partir de 

diversas partes do organismo como pele, ouvido externo, narinas, orofaringe, 

gengivas, vagina, genitália externa masculina e feminina, saliva, fezes, urina, além 

do escarro (LOPES et al., 2005). 

Muitos estudos têm relatado o aumento do número de casos de infecções 

oportunistas causadas por espécies de MNT, principalmente Micobactérias de 

Crescimento Rápido (MCR) (BRASIL, 2009;GHAFLI; HAJOJ, 2017). As MCR se 

destacam como patógenos emergentes, com expressivo potencial para causar 

infecções em pacientes imunodeprimidos e formar biofilmes (JEONG et al., 2004). 

As doenças causadas por MNT, conhecidas como micobacterioses, são 

adquiridas principalmente através da exposição ambiental, uma vez que esse grupo 

de bactérias reside em fontes de água, em biofilmes e no solo de diversos 

ambientes (DAVIDSON et al., 2014). Estudos fornecem evidências de que, além das 

fontes de contaminação citadas, a transmissão de pessoa para pessoa é possível 

entre os indivíduos com fibrose cística (AITKEN et al., 2012; BRYANT et al., 2013). 

As MNT são responsáveis por infecções de pele e tecidos moles, infecções 

pulmonares, crônicas e progressivas, linfadenite cervical pediátrica e infecções 

disseminadas, especialmente em casos avançados da Síndrome da 

Imunodeficiência Adquirida (SIDA). A imunossupressão é um fator de risco para sua 

disseminação, embora muitos pacientes com micobacterioses não sejam 

imunossuprimidos (WILDNER et al., 2011). 

Houve um crescente reconhecimento da necessidade de medidas de 

cuidados contra as MNT em todo o mundo, já que as taxas de infecção causadas 

por esses microrganismos começaram a superar as taxas de prevalência da 

tuberculose (TB). Os surtos de MNT associados a cuidados de saúde também 

representam um risco de controle de infecção para pacientes submetidos a cirurgias 

(CHERNG, 2017). 

O tratamento das micobacterioses é bastante complexo, uma vez que elas 

são naturalmente resistentes ou apresentam pouca sensibilidade aos fármacos 

tuberculostáticos. Esta sensibilidade difere entre as espécies e entre cepas de uma 
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mesma espécie (WILDNER et al., 2011). Por esta razão, muitos são os esquemas 

utilizados para a terapia medicamentosa, que requer longos cursos de 

poliquimioterapia com ou sem intervenção cirúrgica adjuvante (RAMOS et al., 2010). 

Em um tratamento eficiente, é necessária inicialmente a identificação do agente 

causal, para que, de acordo com a sua sensibilidade, sejam escolhidos os fármacos 

a serem utilizados (WILDNER et al., 2011). 

Os testes de suscetibilidade (TS) avaliam o resultado de uma interação muito 

complexa entre resistência natural, resistência induzida e resistência mutacional 

adquirida durante a exposição a medicamentos. O papel desses três fatores 

determinantes da suscetibilidade às drogas é diferente para os vários fármacos 

utilizados no regime terapêutico de doenças causadas por MNT (VAN INGEN et al., 

2012a). 

A resistência à terapêutica antimicrobiana parece envolver vários fatores 

(PÉRES et al., 2011). Entre os mecanismos de resistência as drogas em 

micobactérias, encontram-se o papel da parede celular, a biotransformação de 

fármacos no meio intracelular, mutações genéticas adquiridas, bombas de efluxo e a 

formação de biofilmes (VAN INGEN et al., 2012a; VAN INGEN et al., 2012b). 

As infecções clínicas causadas por biofilmes são uma questão de saúde 

pública mais desafiadora do que aquelas causadas por células planctônicas. Nesse 

contexto, as infecções microbianas causadas por biofilmes bacterianos em 

superfícies biomédicas são uma das principais causas de morte em todo o mundo 

(RAMASAMY; LEE, 2016). 

Os antimicrobianos convencionais, na maioria das vezes, não são efetivos 

frente a biofilmes. Deste modo, muitas estratégias alternativas têm sido estudadas e 

utilizadas para prevenir a adesão microbiana em superfícies, retardar a formação de 

biofilmes e eliminar ou pelo menos reduzir a sua acumulação (MARCINKIEWICZ et 

al., 2013; MARTINEZ-GUTIERREZ et al., 2013). 

Essas abordagens incluem a utilização de moléculas de baixo peso molecular 

capazes de atuarem como inibidores do quorum sensing, nanopartículas, 

revestimentos antibiofilme, combinação de antimicrobianos, utilização de produtos 

naturais, entre outras (MARCINKIEWICZ et al., 2013). 

As terapias baseadas em nanopartículas são abordagens viáveis para tratar 

infecções associadas a biofilmes devido às suas propriedades químicas e físicas, 

concedidas pela sua alta relação área superficial / volume (HAN et al., 2017).  



16 

 

3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

 Avaliar a resistência a antimicrobianos apresentada por MCR em biofilmes. 
 
 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

3.2.1 Determinar o perfil de suscetibilidade de MCR frente a antimicrobianos 

amplamente empregados no tratamento de micobacterioses; 

3.2.2 Avaliar a atuação antimicrobiana na inibição da formação de biofilmes 

de MCR; 

3.2.3 Avaliar o efeito antibiofilme de antimicrobianos sobre biofilmes de MCR; 

3.2.4 Desenvolver nanocápsulas de claritromicina (NC-CLA); 

3.2.5 Caracterizar físico-quimicamente as NC-CLA desenvolvidas; 

3.2.6 Analisar a capacidade de inibição da formação de biofilmes de MCR 

pelas NC-CLA; 

3.2.7 Avaliar o efeito antibiofilme de NC-CLA sobre biofilmes de MCR. 
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4 REVISÃO DE LITERATURA 

 

4.1 GÊNERO Mycobacterium 

 

O estudo das micobactérias confunde-se com o próprio surgimento da 

microbiologia clínica. O primeiro agente etiológico de doença humana foi descrito por 

Hansen, em 1868, e, em 1882, Koch demonstrou a associação entre a presença de 

microrganismos e a ocorrência da TB. Vivia-se uma nova era no desenvolvimento da 

ciência e as infecções por bactérias que mais tarde receberiam os nomes M. leprae, 

agente causador da lepra ou hanseníase, e M. tuberculosis, agente etiológico da TB 

encontravam-se em surto (MACEDO et al., 2009). 

Em 1896, Lehmann e Neumann, visando à inclusão dos bacilos da TB e da 

hanseníase, propuseram a criação do gênero Mycobacterium (WILDNER et al., 

2011). M. tuberculosis e M. leprae permaneceram, durante muitos anos, as espécies 

primárias de interesse clínico e microbiológico do gênero Mycobacterium. Os outros 

membros do gênero, referidos como MNT permaneceram por muitos anos pouco 

investigados. Nas últimas décadas, no entanto, o número de relatórios que ligam 

várias espécies de MNT a doenças humanas tem aumentado constantemente e as 

dificuldades de tratamento surgiram (FEDRIZZI et al., 2017). 

O gênero Mycobacterium contém mais de 150 espécies reconhecidas que 

podem ser amplamente agrupadas em espécies de crescimento rápido e 

crescimento lento ou complexos de espécies, com base nas diferenças fisiológicas, 

fenotípicas e filogenéticas apresentadas pelos microrganismos (KING et al, 2017). 

As micobactérias são bacilos aeróbicos não formadores de esporos. 

Apresentam-se como bacilos retos ou ligeiramente curvos, medindo de 0,2 a 0,4 µm 

de largura e 1 a 10 µm de comprimento. Muitas características desses 

microrganismos como a álcool-ácido resistência (AAR), a resistência a 

antimicrobianos e desinfetantes químicos, a resistência à dessecação e a 

patogenicidade estão relacionadas à parede celular, que é rica em ácidos micólicos 

(CARDOSO, 2009; MARTÍNEZ et al., 1999). A propriedade AAR é evidenciada pela 

técnica de Ziehl-Neelsen, a qual demonstra a resistência das células microbianas 

coradas pela fucsina à descoloração com mistura álcool-ácida (CARDOSO, 2009; 

HINRICHSEN, 2007). 
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A parede celular das micobactérias, hidrofóbica e rica em lipídios,é 

substancialmente mais espessa do que a maioria das outras bactérias (Figura 1). A 

espessura e a composição da parede celular tornam as micobactérias impermeáveis 

a nutrientes hidrófilos e resistentes a metais pesados, desinfetantes e 

antimicrobianos (JOHNSON; ODELL, 2014). 

 

 

Figura 1 - Representação esquemática da parede celular das micobactérias 

 

 
A parede celular das micobactérias é composta por três macromoléculas distintas - peptidoglicano 
(cinza), arabinogalactano (azul) e ácidos micólicos (verde). Os ácidos micólicos são orientados 
perpendicularmente ao plano da membrana e proporcionam uma barreira lipídica (Adaptado de 
Abdallah et al., 2007).  

 

 

Os ácidos micólicos presentes na camada externa da parede celular, 

encontrados apenas no gênero Mycobacterium, formam uma camada cérea 

resistente à água. Os nutrientes entram lentamente na célula por essa camada, o 

que contribui para a taxa de crescimento lento de algumas micobactérias 

(CARDOSO, 2009; HINRICHSEN, 2007). Outra importante característica que 

contribui para o crescimento lento das micobactérias deve-se à sua superfície celular 
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hidrofóbica. A hidrofobicidade faz com que os microrganismos se agrupem e, assim, 

os nutrientes não são facilmente acessíveis às células (SILVA, 2013). 

A parede celular é uma característica definidora de micobactérias. Esta 

estrutura é responsável pela morfologia distinta das colônias e resistência aos 

antimicrobianos. Os componentes da parede celular contribuem para a virulência, a 

persistência no interior de macrófagos e a modulação da resposta imune do 

hospedeiro. A morfologia das colônias é um complexo fenótipo influenciado pela 

comunicação entre as células e pode estar relacionada com a suscetibilidade aos 

antimicrobianos (CHEN et al., 2006; SHI et al., 2011). 

A temperatura ótima de crescimento para as micobactérias varia consoante a 

espécie e pode ser entre 30°C e 45°C, e as variações de pH suportadas são 

limitadas entre 6 e 8. A morfologia das colônias (Figura 2) varia conforme a espécie 

de micobactéria e pode se apresentar arredondada, de superfície lisa ou irregular, 

de aspecto seco ou úmido, de consistência mucóide e de não pigmentada a 

pigmentada (SUTRE, 2010). O pigmento pode ser amarelo, laranja ou, menos 

comumente, róseo (SILVA, 2013).  

 

 

Figura 2 - Morfologia das colônias de micobactérias em meio sólido 

 

  

 

 
 
(A) Colônias rugosas sem pigmentação e (B) colônias lisas e pigmentadas. Adaptado de Bacteria in 
Photos, disponível em: http://www.bacteriainphotos.com/Mycobacterium %20fortuitum.html. 

 

A                                                                         B 
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4.2 MICOBACTÉRIAS NÃO TUBERCULOSAS (MNT) 

 

As MNT  também são conhecidas como micobactérias atípicas, micobactérias 

ambientais ou micobactérias oportunistas. Normalmente esses microrganismos não 

são contagiosos e o homem não é o hospedeiro de escolha (FONSECA et al., 2008; 

MARINHO et al., 2008; MOTA, 2011). As infecções ocorrem de forma oportunista, 

principalmente em indivíduos imunocomprometidos (HERMANSEN et al. 2014). 

Porém, infecções também são detectadas em indivíduos imunocompetentes 

(MERTANIASIH et al. 2017). 

A maioria das micobactérias é encontrada no meio ambiente em uma 

variedade de tipos de solo e sistemas de distribuição de água, que atuam como 

potenciais reservatórios de contaminação para humanos e animais (KING et al., 

2017). Além disso, as MNT  também estão amplamente distribuídas em 

equipamentos cirúrgicos e em soluções desinfetantes (COWMAN et al., 2012; 

GÓMEZ, 2009). Isso explica o número crescente de infecções notificadas de MNT 

que ocorrem por ingestão direta, inalação e incubação de agentes virulentos 

micobacterianos (GHAFLI; HAJOJ; 2017). 

 

4.2.1 Classificação de Micobactérias Não Tuberculosas (MNT) 

 

O tempo de crescimento é definido como o tempo necessário para as colônias 

serem visualizadas a olho nu, em meio sólido (BRASIL, 2004). Em relação ao tempo 

de crescimento, as micobactérias podem ser classificadas em dois grupos: 

micobactérias de crescimento lento (MCL) e MCR (JOHNSON; ODELL, 2014).  

As espécies que formam colônias visíveis em cultura em meio sólido em 3-7 

dias são classificadas como MCR, enquanto as espécies que levam mais de 7 dias 

para formar uma colônia visível são classificadas como MCL. A determinação 

precoce do tempo de crescimento das micobactérias é útil para escolher 

antimicrobianos empíricos apropriados, uma vez que os regimes de tratamento que 

são eficazes para MCR podem não ser eficazes para MCL, e vice-versa (KIM et al., 

2013). 

Em 1959, Runyon propôs uma classificação para as micobactérias diferentes 

de M. tuberculosis, agrupando-as com base nas taxas de crescimento, morfologia 
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das colônias e pigmentação na presença e ausência de luz. Conforme pode-se 

observar na Tabela 1, reconhecem-se assim quatro grupos: I, II, III e IV. Os três 

primeiros grupos englobam as espécies de crescimento lento, enquanto o último 

grupo inclui as espécies de crescimento rápido (TORTOLI, 2006; MOTA, 2011). 

Os três primeiros grupos distinguem-se entre si pela produção de pigmento. 

As estirpes do grupo I (fotocromogênicas) apenas produzem pigmento após 

exposição à luz; as do grupo II (escotocromogênicas) produzem pigmento 

independentemente da exposição à luz; e as do grupo III (não cromogênicas) nunca 

produzem pigmento na obscuridade, mas por vezes podem pigmentar-se 

ligeiramente, de amarelo ou rosa sob o efeito da luz (TORTOLI, 2006; MOTA, 2011). 

Embora agora ultrapassada, esta classificação permitiu que os laboratórios de 

micobactérias identificassem mais facilmente espécies individuais de MNT, 

resultando numa caracterização mais clara de doenças ou síndromes distintas 

associadas a estes organismos (GRIFFITH, 2016). 

 

 

Tabela 1: Micobactérias de acordo com a classificação de Runyon 

 

Grupos Espécies Tempo de Crescimento 

Grupo I 
M. kansasii 

M. simiae 

M. asiaticum 

Lento 

Grupo II 

M. scrofulaceum 

M. xenopi 

M. gordonae 

M. flavencens 

Lento 

Grupo III 

Complexo M. avium 

M. malmoense 

M. haemophilum 

M. terrae 

M. ulcerans 

Lento 

Grupo IV 

M. fortuitum 

M. chelonae 

M. abscessus 

M. thermoresistible 

M. massiliense 

 

Rápido 

 
Fonte: Adaptado de Fontana (2008). 
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A diferenciação fenotípica entre espécies do gênero Mycobacterium pode ser 

realizada através de testes bioquímicos em que as colônias são submetidas às 

provas de: inibição do crescimento em meio contendo ácido p-nitrobenzóico (PNB), 

teste da niacina, crescimento a 25°C, crescimento a 45°C, inibição do crescimento 

em meio contendo NaCl 5%, hidrólise do tween 80, produção de β-galactosidase, 

redução do telurito de potássio, redução do nitrato, produção de urease e 

pirazinamidase (BRASIL, 2008). 

O poder discriminatório dos testes bioquímicos pode ser limitado em algumas 

situações, sobretudo na identificação de MCR. Desse modo, é ressaltada a 

importância dos métodos moleculares como ferramentas auxiliares na identificação 

das MNT, destacando-se ainda o potencial de reduzir para horas, ao invés de dias e 

até mesmo semanas, a identificação das espécies pelos métodos moleculares 

(BRASIL, 2004). 

Entre as MCR encontram-se as espécies M. abscessus e M. fortuitum, que 

causam um amplo espectro de doenças tais como doença pulmonar, linfadenopatia 

e infecções dos tecidos moles (HUANG et al., 2013). Devido à diferença de fenótipos 

de resistência a antimicrobianos, a espécie M. abscessus foi subclassificada em três 

novas espécies estreitamente relacionadas: M. abscessus sensu stricto (ss), M. 

massiliense e M. bolletii (RACHID et al., 2012). 

A diferenciação das espécies melhorou drasticamente com o desenvolvimento 

de técnicas moleculares que permitiram a detecção de diferenças no gene 16S 

rRNA. Este gene é altamente conservado entre espécies e ligeiras diferenças 

caracterizam espécies distintas (JOHNSON; ODELL, 2014). O sequenciamento de 

genes é o método de referência para a identificação de espécies de MNT e pode ser 

realizado para espécies raramente encontradas ou identificação ao nível da 

subespécie (RYU et al., 2016). 

Além disso, a disponibilidade de outras técnicas de identificação como 

cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) e análise de restrição enzimática do 

gene hsp65 (PRA-hsp65)  tem facilitado a correta identificação de espécies de 

micobactérias (GRIFFITH, 2016). 
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4.3 MICOBACTERIOSES 

 

A presença das MNT em patologias humanas foi descrita pela primeira vez 

em 1893, não muito distante da descoberta de M. tuberculosis por Robert Koch. 

Subsequentemente, numerosos relatos corroboraram o papel de patógeno humano 

dessas espécies (MARRAS; DALEY, 2002). 

As MNT estão causando problemas de saúde em todo o mundo. Isto é 

indicado por uma quantidade crescente de relatórios científicos que mostram não só 

espécies bem identificadas ressurgindo, mas também a emergência de novas 

espécies (GHAFLI; HAJOJ, 2017). Na última década, a prevalência de doenças 

pulmonares e extrapulmonares causadas por MNT aumentou. Esta elevação nas 

taxas de casos pode ser devido ao surgimento real de novas infecções ou devido ao 

desenvolvimento de ferramentas de diagnóstico avançado. Por outro lado, a 

elevação das condições imunossupressoras, incluindo doenças e terapias 

medicamentosas, contribuem consideravelmente nesse fenômeno (VARGHESE et 

al., 2017). 

A infecção por MNT é considerada uma das causas de doenças infecciosas 

oportunistas. Como exemplo disso pode-se citar a infecção pulmonar, que ocorre 

principalmente em pacientes imunocomprometidos, como pacientes infectados com 

o vírus da imunodeficiência humana (HIV), com terapia imunossupressora, com TB 

ou diabetes, entre outras comorbidades (MERTANIASIH et al., 2017).  

Várias espécies de MNT estão associadas a doenças em humanos. As 

infecções pulmonares são as mais frequentes, seguidas de infecções cutâneas e 

tecidos moles, linfadenites em crianças e infecções disseminadas em pacientes com 

imunodeficiência grave. As MNT são uma importante causa de morbidade e 

mortalidade, muitas vezes sob a forma de doença pulmonar progressiva (STOUT et 

al., 2016). A imunossupressão é um fator de risco para sua disseminação, embora 

muitos pacientes com micobacterioses não sejam imunossuprimidos (WILDNER et 

al., 2011). As infecções em indivíduos imunocompetentes geralmente são 

secundárias à inoculação direta, causadas após contaminação por procedimentos 

cirúrgicos ou lesões pré-existentes (GUNDAVDA et al., 2017). 

Fatores de risco para o acometimento de infecção por MNT incluem 

exposição ocupacional a poeiras e fibrose cística. Recentemente, foi demonstrado 

que mulheres idosas, de cor branca e com um índice de massa corporal (IMC) baixo, 
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possuem alto risco para desenvolver infecção pulmonar causada por micobactérias 

atípicas (MULLIS; FALKINHAM, 2013). 

A doença pulmonar ocorre pela inalação de aerossóis contendo os bacilos, 

geralmente em pacientes com doença pulmonar pré-existente. Nestes casos a 

avaliação clínica é complexa, pois os sinais e os sintomas são variáveis, 

inespecíficos e similares aos da TB. Os pacientes geralmente apresentam sintomas 

como tosse crônica com expectoração, fadiga, febre, hemoptise e perda de peso 

(SÃO PAULO, 2005). 

A incidência e a prevalência da doença pulmonar causada por MNT estão 

aumentando em todo o mundo, e esse tipo de infecção é responsável pela maioria 

dos casos clínicos de micobacterioses. Entre as MCR mais comuns causadoras da 

doença pulmonar estão M. kansasii e M. abscessus (KOH, 2017). 

Outras manifestações clínicas de infecções causadas por MNT podem ser 

causadas devido a infecções peritoneais por cateterização; infecções pós-cirúrgicas, 

como em mamoplastias e transplantes cardíacos; em decorrência de procedimentos 

invasivos, como videoscopias e procedimentos estéticos (PADOVEZE et al., 2007). 

As infecções de pele e tecido subcutâneo (Figura 3) causadas por MCR se 

apresentam, em geral, como abscessos piogênicos, com reação inflamatória aguda 

e supuração. As espécies mais comumente associadas a doenças de pele e tecido 

subcutâneo incluem M. fortuitum, M. chelonae e M. abscessus, e estas são 

responsáveis pela formação de abscessos nos locais de punção, ferimentos ou 

fraturas expostas. Geralmente as lesões ocorrem após traumatismos, fraturas ou 

injeções, após cirurgias ou procedimentos hospitalares onde os dispositivos médicos 

podem estar contaminados. Infecções ocorrem também após ferimento acidental 

onde a ferida é contaminada pelo solo (FONTANA, 2008).  

Em sua maioria, os estudos de surtos apresentam evidência de 

procedimentos inadequados de esterilização e/ou desinfecção, criando condições 

favoráveis à ocorrência desses eventos (PITOMBO et al., 2009). A frequente 

presença desses microrganismos na água de torneira de hospitais, a relativa 

resistência a agentes esterilizantes, sua habilidade em sobreviver e crescer em água 

destilada e dentro de amebas, bem como seu frequente envolvimento na formação 

de biofilmes contribuem para que espécies de MCR causem infecções relacionadas 

a assistência a saúde (CARDOSO, 2009; SEXTON; HARRISON, 2008). 
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Figura 3 - Lesões cutâneas causadas por MNT 

 

 

Micobacterioses cutâneas causadas por M. fortuitum(A), M. abscessus(B), M. avium (C) e M. kansasii 
(D) (FERREIRA et al., 2010; GALIL et al.,1999; HAMODAT, 2015; LUZ et al., 2014). 
 
 
 
 

Apesar de serem distribuídas mundialmente, as MNT apresentam diferenças 

geográficas significativas em termos de incidência de espécies, amplamente 

explicadas pela natureza ambiental desses microrganismos. As bactérias do 

Mycobacterium avium complex (MAC) predominam na maioria dos países ocidentais 

e países da União Europeia (UE). Nos países da UE, M. fortuitum tem sido bastante 

isolado recentemente. Nos Estados Unidos da América, os membros do MAC 

possuem alta prevalência, seguidos por M. kansasii e M. abscessus (FARIA et al., 

2015). 

No Brasil, poucos são os dados oficiais referentes às micobacterioses 

(WILDNER, 2012). Devido à ocorrência de surtos de infecções causadas por 

micobactérias, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) determinou, em 

2009, a notificação compulsória das infecções causadas por MCR. Dentre as MNT, 

as espécies M. fortuitum, M. peregrinum, M. chelonae e M. abscessus, classificadas 

como MCR, são grandes responsáveis pelos surtos de infecções notificadas no país 



26 

 

(BRASIL, 2007; BRASIL, 2009). O agente etiológico mais prevalente na maioria das 

cidades brasileiras é a espécie M. massiliense, exceto nas infecções secundárias a 

mamoplastias, onde a maior prevalência é de M. fortuitum (SÃO PAULO, 2010). 

A maior epidemia de infecção pós-cirúrgica causada por MNT documentado 

no Brasil foi relatada por Duarte e colaboradores (2009). Em estudo desenvolvido no 

Rio de Janeiro (RJ), os autores relataram a existência de um clone epidêmico de M. 

massiliense circulando no país, de modo que as cepas oriundas de Belém, Goiás e 

Rio de Janeiro apresentaram perfis idênticos detectados em genotipagem por 

eletroforese em gel em campo pulsado. Além disso, 38 hospitais localizados no Rio 

de Janeiro tiveram casos confirmados por culturas microbiológicas, totalizando 148 

isolados de M. massiliense tolerantes ao glutaraldeído a 2%. 

Em Santa Maria, RS, foi realizado um estudo em que se avaliou a prevalência 

de MNT em relação ao total de casos de micobacterioses identificadas em pacientes 

do Hospital Universitário de Santa Maria (HUSM), em um período de três anos. Os 

resultados evidenciaram que 33% dos casos clínicos investigados foram causados 

por MNT, sendo que 18% da totalidade de casos pertenciam ao grupo de MCR 

(AGERTT et al., 2013). 

 

4.4 TRATAMENTO DAS MICOBACTERIOSES 

 

A resistência aos antimicrobianos é um tema de destaque quando se estudam 

as micobactérias. Estão presentes as dificuldades conhecidas, semelhantes àquelas 

que se apresentam no tratamento da TB, em especial a proteção que as bactérias 

obtêm por se alojarem dentro das células do hospedeiro, o que exige fármacos que 

alcancem tais sítios (MACEDO et al., 2009).  

O diagnóstico de infecções causadas por MNT possui grande significado 

clínico, pois a maioria dos isolados clínicos das micobactérias atípicas é resistente a 

quase todos os medicamentos testados em concentrações clínicas estabelecidas 

para M. tuberculosis (GUNDAVDA et al., 2017). Muitos são os esquemas utilizados 

para o tratamento das MNT, entretanto, ainda são poucos os estudos randomizados 

relacionados a este tema para grande parte das espécies. Sabe-se que para alguns 

fármacos e espécies, não há correlação da suscetibilidade in vitro com a resposta 

efetiva aos antimicrobianos in vivo (GRIFFITH, 2010). 
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As diferenças na suscetibilidade aos antimicrobianos às várias espécies de 

MNT precisam ser levadas em consideração na escolha da terapia antimicrobiana, 

mas devido à dificuldade em distinguir as manifestações clínicas, é necessário que 

primeiramente sejam determinadas as espécies de MNT (MERTANIASIH et al. 

2017). Na ausência da identificação de espécies e de resultados de suscetibilidade, 

são recomendados regimes de tratamento com múltiplas drogas, contendo ao 

menos um macrolídeo e um aminoglicosídeo (GHOSH et al., 2017). 

Para o sucesso terapêutico, devem ser combinados pelo menos dois 

fármacos, visando evitar a seleção de cepas resistentes. O número de fármacos 

utilizados deve ser mantido por todo o tempo de tratamento, o qual não deve ser 

inferior a 18 meses. Dentre as micobactérias mais resistentes estão as do MAC, M. 

fortuitum e M. chelonae, que exigem, com frequência, poliquimioterapia com quatro 

a cinco fármacos (VICENTE, 2003). 

As MCR geralmente são suscetíveis a macrolídeos, sulfonamidas, amicacina, 

doxiciclina, imipenem e fluoroquinolonas. Esses medicamentos devem ser 

otimizados de forma que a combinação de antimicrobianos, a dose e a duração do 

tratamento estejam de acordo com a gravidade da infecção e as comorbidades 

presentes no paciente (PARIKH; GRANT, 2017). 

Infecções difíceis de tratar causadas por MCR são cada vez mais observadas 

em ambientes clínicos, especialmente por M. abscessus, que é considerada uma 

das espécies que apresenta mais resistência a antimicrobianos. O desenvolvimento 

de novas opções de tratamento se torna necessária, uma vez que as opções 

eficazes de tratamento contra MCR são limitadas (HATAKEYAMA et al., 2017). 

 

4.4.1 Amicacina  

 

Os aminoglicosídeos inibem a síntese proteica ao ligar-se de maneira 

irreversível à subunidade 30S do ribossomo bacteriano, interferindo na integridade 

da membrana celular (ZHANG, 2005) e são utilizados, principalmente, em casos de 

resistência à claritromicina (SÃO PAULO, 2005).  

A amicacina, um composto semissintético derivado da canamicina, é um 

aminoglicosídeo potente e de amplo espectro (AMIR et al., 2017). É um fármaco 

bactericida e sua ação é concentração dependente e residual, ou seja, pode 
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apresentar efeito bactericida mesmo com a concentração sérica abaixo da 

concentração inibitória mínima (CIM) (ARBEX et al., 2010). 

Devido à sua resistência a muitas das enzimas inativadoras de 

aminoglicosídeos, a amicacina tem um papel especial nos hospitais onde os 

microrganismos apresentam resistência à gentamicina e a tobramicina. A amicacina 

é ativa contra M. tuberculosis (99% das cepas são inibidas por 4 μg/mL de 

amicacina) e MNT (PACIFICI; MARCHINI, 2017). 

A amicacina é prescrita em tratamentos de infecções por MCR, sendo 

aplicada como alternativa terapêutica em lesões múltiplas ou individuais na pele e 

região subcutânea, infecções profundas (acometimento de fáscia, músculos, 

intraperitonial), artrite e osteomielite, infecções secundárias a mamoplastia de 

aumento. Nesses casos, a amicacina pode ser aplicada em terapias com a duração 

de até seis meses, de acordo com a evolução do caso. A posologia do medicamento 

é ajustada conforme o local acometido e a extensão das lesões. Além disso, 

recomenda-se atenção especial à nefro e a neurotoxicidade (BRASIL, 2009). 

 

4.4.2 Claritromicina 

 

A claritromicina é um agente antimicrobiano macrolídeo sistêmico e 

semissintético que apresenta propriedade bacteriostática contra microrganismos 

suscetíveis, embora também possa ser bactericida em altas concentrações. A 

claritromicina tem seu mecanismo de ação baseado na inibição da síntese de 

proteínas, penetrando a parede celular e ligando-se às subunidades ribossomais 

50S, interrompendo a síntese de proteínas em organismos sensíveis (KANATANI; 

GUGLIELMO, 1994).   

Os macrolídeos são as únicas drogas que se pode correlacionar com 

segurança a suscetibilidade in vitro com os resultados clínicos e a resposta ao 

tratamento de micobacterioses (BINDER et al., 2013). 

Os macrolídeos, especialmente a claritromicina, continuam a ser o alicerce da 

terapia para infecções causadas por MNT, principalmente contra M. abscessus 

(ZHANG et al., 2017). No tratamento de infecções provocadas por MCR, a 

claritromicina é empregada nas mesmas lesões em que o uso da amicacina é 

recomendado (BRASIL, 2009).  
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A claritromicina tem sido crescentemente empregada no tratamento de 

micobacterioses em pacientes HIV positivos em associação com etambutol e 

rifabutina. Em infecções causadas por micobactérias como M. fortuitum e M. 

chelonae, a claritromicina é a terapêutica de escolha, em associação com outros 

dois antimicrobianos (GRIFFITH et al., 2007). 

Muitas espécies patogênicas de MCR são consideradas suscetíveis aos 

macrolídeos, e estes agentes são componentes importantes no tratamento de 

infecções por MCR. No entanto, várias espécies desse grupo de microrganismos 

expressam resistência intrínseca a essa classe de fármacos (NASH et al., 2006). 

A resistência induzível aos macrolídeos, um fenômeno recentemente 

reconhecido, pode restringir o papel terapêutico dessa classe de medicamentos 

(HATAKEYAMA et al., 2017). O microrganismo desenvolve resistência aos 

macrolídeos in vitro após incubação prolongada (suscetível no dia 3, mas resistente 

no dia 14), ou por pré-incubação em meio contendo macrolídeos (RYU et al., 2016). 

Esta resistência pode estar relacionada com a eficácia insuficiente do tratamento 

baseado em claritromicina contra infecções causadas por M. abscessos 

(HATAKEYAMA et al., 2017). 

 

4.4.3 Ciprofloxacino 

 

O ciprofloxacino é uma fluorquinolona de segunda geração vastamente 

prescrita. Apresenta amplo espectro de ação e é eficaz contra diversos patógenos, 

incluindo gram-negativos, gram-positivos e micobactérias (ANDREU et al., 2007; 

BRASIL, 2009; SHAZLY, 2017). As fluoroquinolonas estão atualmente entre os 

antimicrobianos mais habitualmente prescritos no mundo devido ao seu espectro de 

ação, seus perfis farmacocinéticos e a boa tolerância clínica (GRILLON et al., 2016). 

O mecanismo de ação do ciprofloxacino decorre do bloqueio de DNA girase, 

resultando em efeito bactericida contra amplo espectro de bactérias (ANVISA, 

2013a). A inibição da atividade da DNA girase bacteriana, que regula a topologia do 

DNA é essencial à sobrevivência da bactéria. A DNA girase torna a molécula de 

DNA bacteriana compacta e biologicamente ativa. Ao inibir essa enzima, a molécula 

de DNA deixa de possuir a propriedade de super-helicoidização para que possa 

ocupar um pequeno espaço celular para sua expressão, recombinação e replicação. 

As extremidades livres do DNA induzem a síntese descontrolada de RNAm e de 
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proteínas, assim como a produção de exonucleases e a degradação cromossomal. 

Esses fatores levam à morte celular (ARBEX et al., 2010). 

O ciprofloxacino é uma opção importante no tratamento de infecções 

causadas por micobactérias como M. fortuitum, M. peregrinum, M. massiliense, M. 

chelonae e M. abscessus e, também é considerado uma alternativa terapêutica em 

casos de resistência à claritromicina (BRASIL 2009; SÃO PAULO, 2005). 

 

4.4.4 Doxiciclina 

 

A doxiciclina é uma tetraciclina semissintética que possui ação prolongada e 

atua como um agente bacteriostático, sendo altamente eficaz contra muitos 

microrganismos. Seu mecanismo de ação se baseia na capacidade que o fármaco 

possui de se ligar à subunidade 30S dos ribossomos microbianos, bloqueando a 

ligação da RNA-aminoacil transferase e inibindo a síntese de proteínas 

(KRAKAUER; BUCKLEY, 2003). 

A doxiciclina apresenta elevado grau de lipossolubilidade e alcança elevada 

concentração sanguínea e tecidual, penetrando rapidamente na maioria das células 

(ANVISA, 2013b). 

No tratamento de micobacterioses, a doxiciclina é amplamente empregada, 

incluindo o tratamento de infecções causadas por MCR como M. fortuitum, M. 

massiliense e M. abscessus (BRASIL, 2009). 

 

4.4.5 Imipenem 

 

O imipenem é um antimicrobiano sintético do grupo dos carbapenêmicos, que 

constituem uma classe de antibóticos betalactâmicos, e é um importante agente no 

arsenal terapêutico de infecções causadas por diversos microrganismos devido ao 

seu amplo espectro de ação (FREITAS; BARTH, 2002; KABBARA et al., 2015). A 

estabilidade diante das betalactamases o diferencia de outros betalactâmicos. O 

imipenem é um potente inibidor da síntese da parede celular bacteriana e é 

bactericida contra um amplo espectro de patógenos. Liga-se às proteínas fixadoras 

de penicilina presentes na parede bacteriana, principalmente as PBPg1 e PBP2, 

provocando a lise osmótica da bactérias (ANVISA, 2013c). 
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Para manter sua atividade antibacteriana e diminuir sua nefrotoxicidade é 

recomendado que o imipenem seja coadministrado com a cilastatina, que bloqueia o 

metabolismo renal do imipenem e aumenta substancialmente sua concentração no 

trato urinário (GALES; MENDES, 2002). 

Em infecções causadas por MCR, o imipenem é bastante utilizado, pois 

usualmente esses microrganismos são sensíveis ao antimicrobiano. Nos testes de 

suscetibilidade, o imipenem não deve ser avaliado rotineiramente, em função de sua 

labilidade durante a incubação (BRASIL, 2009; CLSI, 2011). 

 

4.4.6 Sulfametoxazol 

 

O sulfametoxazol é uma sulfonamida de amplo espectro. As sulfonamidas 

foram os primeiros fármacos antibacterianos sistêmicos eficazes utilizadas em 

humanos. Elas são primariamente bacteriostáticas e atuam interferindo na síntese 

bacteriana do ácido fólico (GARCÍA-GALÁN et al., 2008). 

As sulfonamidas são análogos estruturais e antagonistas competitivos do 

ácido p-aminobenzoico (PABA), impedindo a sua utilização pelas bactérias na 

síntese do ácido fólico. Os microrganismos sensíveis são aqueles que exigem a 

presença do PABA para sintetizar seu próprio ácido fólico (FORGACS et al., 2009). 

No controle de infecções causadas por algumas MCR, como M. abscessus e 

M. fortuitum, o sulfametoxazol é uma alternativa importante no tratamento devido à 

facilidade de administração por via oral (BRASIL, 2009). 

 

4.5 TESTES DE SUSCETIBILIDADE (TS) 

 

A avaliação do perfil de suscetibilidade a antimicrobianos em espécies do 

gênero Mycobacterium é importante no manejo de pacientes com infecções 

causadas por MNT. Para auxiliar na padronização de métodos utilizados para 

estabelecer o perfil de suscetibilidade de micobactérias, o Clinical and Laboratory 

Standards Institute (CLSI) publicou o documento M24-A2, contendo padronizações 

para testar MNT (CLSI, 2011). 

O CLSI (2011) recomenda como padrão-ouro a microdiluição em caldo para a 

realização do TS. O teste pode ser aplicado em qualquer MCR com significado 

clínico (isolados de sangue, líquidos corporais estéreis, tecidos, e amostras oriundas 
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de lesões de pele e tecidos moles). Os agentes antimicrobianos que devem ser 

testados são: amicacina, cefoxitina, ciprofloxacina, claritromicina, doxiciclina, 

imipenem e sulfametoxazol. Os resultados dos TS das MCR são obtidos entre três e 

quatro dias e os valores de CIM, bem como a interpretação dos resultados, são 

baseados em tabelas de ponto de corte propostas pelo CLSI. 

 A Sociedade de Doenças Infecciosas da América e a American Thoracic 

Society recomendam testes de rotina para avaliar a suscetibilidade de isolados de 

MCR clinicamente significativos. A suscetibilidade aos antimicrobianos deve ser 

relatada e utilizada como guia clínico para a implantação de tratamentos adequados. 

Emborao método de microdiluição em caldo seja recomendado pelo CLSI para a 

determinação da suscetibilidade de MNT, as duas entidades consideram que o 

método de disco difusão pode fornecer uma boa técnica de triagem para MCR 

(GHOSH et al., 2017). 

 

4.6 BIOFILMES 

 

Os microrganismos apresentam-se nos ambientes aquosos tanto na forma 

planctônica como na forma séssil. Na forma planctônica se encontram em 

suspensão e dispersos no meio aquoso, enquanto que na forma séssil se encontram 

aderidos a superfícies sólidas sob a forma de biofilmes (MACHADO, 2005).   

Os biofilmes são comunidades biológicas com elevado grau de organização, 

onde bactérias e outros microrganismos formam comunidades estruturadas, 

coordenadas e funcionais. As estruturas apresentam uma distribuição variável de 

células e agregados celulares, aos quais constituem um modo protegido de 

crescimento de microrganismos (BONEZ et al., 2013) e influenciam na virulência 

bacteriana, patogênese e sobrevivência ambiental (ARAI et al., 2013). 

Ainda nesse contexto, os biofilmes podem ser definidos como agregados de 

microrganismos em que as células são frequentemente incorporadas em uma matriz 

autoproduzida de substâncias poliméricas extracelulares (EPS) aderentes entre si 

e/ou em uma superfície (VERT et al., 2012). 

Isso explica o fato de que a maioria das células em biofilmes de múltiplas 

camadas experimentam contato célula a célula, em que apenas uma camada está 

em contato direto com o substrato. Através de interações intercelulares, tanto sociais 
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como físicas, juntamente com as propriedades da matriz, o estilo de vida do biofilme 

é claramente distinto do das células bacterianas de vida livre. Assim, as 

comunidades de biofilme possuem propriedades que não são previsíveis a partir do 

estudo de células bacterianas planctônicas (FLEMMING et al., 2016). 

Pesquisas realizadas nas últimas décadas já estabeleceram claramente que 

99,9% de todos os microrganismos conhecidos em ambientes naturais estão ligados 

a superfícies, devido aos benefícios nutricionais e protetores associados à vida em 

uma população séssil, aderida a uma superfície (COWAN, 2011; OJHA; HATFULL, 

2007; OMAR et al, 2017). 

As vantagens de uma célula bacteriana em se encontrar inserida em um 

biofilme são numerosas, principalmente na proteção contra agentes agressivos 

(ARAI et al., 2013). A formação de biofilmes é uma estratégia bem sucedida para os 

microrganismos ubíquos no meio ambiente, e pode ser uma resposta ao stress 

oxidativo em hospedeiros mamíferos e no ambiente externo, onde a reação a 

espécies reativas de oxigênio é fundamental para a sobrevivência das bactérias 

(GEIER et al., 2008; SOUSA et al., 2015). 

Entre os benefícios para os microrganismos que o compõe, encontra-se o 

aumento da concentração de nutrientes na interface biofilme-líquido, possibilidade 

de troca de material genético e utilização de substratos de difícil degradação devido 

ao estabelecimento de relações de simbiose (MITTELMAN, 1998). Os biofilmes 

demonstram, também, resistência acrescida à radiação UV, alterações de pH,  

desidratação e a predadores como protozoários (XAVIER et al., 2005). 

Em seus ambientes naturais, as bactérias encontram uma infinidade de 

adversidades que provocam uma série de respostas adaptativas altamente 

reguladas. Estas respostas não só protegem as células bacterianas, como também 

causam impacto na suscetibilidade a agentes antimicrobianos (POOLE, 2012).  

Durante o desenvolvimento do biofilme, as bactérias sofrem várias mudanças 

em seu estado fenotípico formando uma comunidade heterogênea, dinâmica e 

diferenciada. Fazem parte de uma estratégia de sobrevivência bacteriana bem 

sucedida em ambientes severos (FARIA, 2015).  
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4.6.1 Estrutura e composição dos biofilmes 

 

Os biofilmes permitem a coexistência de diferentes microrganismos em sua 

estrutura, sejam ou não de mesma espécie (OLIVEIRA, 2011; GUPTA et al., 2016). 

A composição do biofilme é dependente das condições do meio em que biofilme 

está inserido, sendo influenciado pela temperatura, pressão, pH e oxigênio 

dissolvido. Além disso, o biofilme pode englobar partículas sólidas, como areia e 

partículas orgânicas provenientes do meio aquoso onde está imerso. As 

comunidades biológicas sésseis encontram-se envolvidas em matrizes poliméricas 

(também chamadas de matrizes exopoliméricas) produzidas por elas próprias, o que 

favorece relações simbióticas e permite a sobrevivência de microrganismos em 

ambientes hostis (DAVEY; O’TOOLE, 2000).  

Um biofilme é considerado uma estrutura muito adsorvente e porosa devido a 

ser constituído essencialmente por água (cerca de 80 a 95%). A estrutura do 

biofilme é composta por um conglomerado de diferentes tipos de EPS. Os 

microrganismos representam somente uma parte da massa de biofilme que, 

frequentemente, é menor que 10% (FLEMMING; WINGENDER, 2010; OLIVEIRA, 

2011).  

As propriedades centrais do biofilme são regidas pela matriz 

exopolissacarídica, que (1) proporciona estabilidade mecânica à estrutura 3D do 

biofilme, (2) regula a capacidade de aderência às superfícies e (3) determina a 

capacidade do biofilme para adsorver gases, solutos e células estranhas (BILLINGS 

et al., 2015). Além disso, a matriz polimérica é responsável pela integridade 

funcional da estrutura e determina a maioria das propriedades físico-químicas e 

biológicas dos biofilmes (MACHADO, 2005).  

A composição química das EPS é muito heterogênea e complexa, no entanto, 

de uma maneira geral, são os polissacarídeos que predominam. A matriz polimérica 

pode ser constituída por proteínas, água, ácidos nucléicos, glicoproteínas, íons, 

fosfolipídios, entre outros componentes (Figura 4). Além disso, a matriz tem o 

potencial de prevenir o acesso físico de certos agentes antimicrobianos restringindo 

a difusão destes para o interior dos biofilmes (OLIVEIRA, 2011). Na Tabela 2, 

podem-se observar algumas das funções desempenhadas pelas EPS no biofilme 

bacteriano. 

 



35 

 

Tabela 2 - Funções de substâncias poliméricas extracelulares (EPS) no biofilme 
bacteriano 
 

 
Função das EPS Relevância para os biofilmes 

Adesão  
Permite os passos iniciais da colonização de superfícies 
pelas células planctônicas e a fixação dos biofilmes as 
superfícies. 

Agregação de células 
bacterianas 

Permite comunicação entre as células, a imobilização 
temporária de populações bacterianas, o 
desenvolvimento de densidades celulares elevadas e 
reconhecimento de célula a célula. 

Coesão dos biofilmes 

Forma uma rede de polímero, mediando a estabilidade 
mecânica do biofilme e, através da estrutura das EPS, 
determina a arquitetura do biofilme e permite a 
comunicação célula a célula. 

Retenção de água 
Mantém um microambiente altamente hidratado em torno 
dos microrganismos do biofilme, levando à tolerância à 
dessecação em ambientes deficientes em água. 

Barreira protetora 
Confere resistência às defesas do hospedeiro durante 
infecções e confere tolerância a vários agentes 
antimicrobianos, como desinfetantes e antimicrobianos. 

Atividade enzimática 

Permite a digestão de macromoléculas exógenas para 
aquisição de nutriente e a degradação de EPS 
estruturais, permitindo a liberação de células dos 
biofilmes. 

Fonte de nutrientes 
Fornece suprimento de carbono, nitrogênio e fósforo para 
utilização pelo biofilme. 

Troca de informação 
genética  

Facilita a transferência horizontal de genes entre as 
células do biofilme. 

Exportação de 
componentes celulares 

Libera material celular como resultado da atividade 
metabólica. 

 
Fonte: Adaptado de Flemming e Wingender (2010). 
 

 

 

A presença da matriz polimérica extracelular torna difícil para os 

antimicrobianos agirem sobre os biofilmes bacterianos, o que torna as bactérias 

sésseis tolerantes a medicamentos com ação antibacteriana (GUPTA et al., 2016). 

Dessa forma, os microrganismos presentes em biofilmes representam um risco 

significativo para a saúde devido à sua menor suscetibilidade aos antimicrobianos 

convencionais e, também, à sua resistência aos mecanismos de defesa do 

hospedeiro e (GERITS et al., 2017). 
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Figura 4 - Estrutura do Biofilme 
 
 

 
 

A estrutura da matriz de EPS dos biofilmes é composta por um ou mais polissacarídeos 
extracelulares, DNA e proteína. Os canais no biofilme permitem que água, ar e nutrientes cheguem a 
todas as partes da estrutura.Exopolissacarídeos são sintetizados de forma extracelular e intracelular 
e segregados para o ambiente externo (Adaptado de RABIN et al., 2015). 

 

 

No caso de biofilmes formados por micobactérias, a matriz extracelular é rica 

em ácidos micólicos livres, que abriga as populações de bactérias, conferindo uma 

maior resistência do biofilme aos fármacos nocivos às micobactérias, apesar da 

exposição a altos níveis de antimicrobianos (OJHA et al., 2008). 

 

4.6.2 Processos envolvidos na formação de biofilmes 

 

O desenvolvimento do biofilme é um processo complexo, dinâmico e 

multiestágio (GERITS et al., 2017). Os biofilmes podem formar-se nas mais diversas 

superfícies, nos quais se incluem os tecidos vivos, equipamentos hospitalares, nos 

sistemas de água potável ou industrial, ou ainda em sistemas aquáticos naturais 

(DONLAN, 2002). No caso das micobactérias, também podem formar-se em 

interfaces ar-líquido (OJHA; HATFULL, 2007). 

O desenvolvimento de biofilmes microbianos envolve cinco etapas 

consecutivas: (1) adesão reversível, (2) adesão irreversível, (3) formação de 

microcolônias, (4) maturação de biofilme e (5) dispersão (MA et al., 2017). Ainda 

assim, o processo da formação do biofilme depende do tipo de microrganismo, da 

composição da superfície e das influências do meio ambiente. A presença de uma 
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espécie de microrganismo sobre a superfície poderá promover a adesão de outra 

espécie (DUNE, 2002). 

A formação de biofilmes bacterianos (Figura 5) começa quando uma bactéria 

planctônica encontra o caminho para uma superfície exposta, condicionada e 

revestida por película através de um movimento browniano ou flagelar. Em seguida, 

supera as forças repulsivas eletrostáticas entre o substrato e a superfície celular 

bacteriana, e faz a adesão inicial a essa superfície. Diferentes tipos de biofilmes 

podem então se formar, dependendo do ambiente, incluindo as películas que se 

formam nas interfaces ar-líquido e biofilmes submersos associados à superfície 

sólida (OMAR et al., 2017). 

À medida que a população bacteriana aumenta, os microrganismos se 

organizam em microcolônias, dispostas em monocamadas. Durante as etapas de 

contato, adesão e formação de microcolônias, cada bactéria passa a produzir 

moléculas sinalizadoras que desencadeiam a ativação de genes específicos 

alterando do fenótipo de bactérias planctônicas para o fenótipo de biofilme. Esse 

processo de intensa comunicação celular mediado por moléculas sinalizadoras é 

conhecido como quorum sensing (TUTTLEBEE et al., 2002; TATEDA et al., 2007). 

O quorum sensing é um fator relevante na formação do biofilme e é dependente da 

densidade da população no biofilme (BHARATI; CHATTERJI, 2013).  

A ativação de genes envolvidos com o fenótipo do biofilme leva a produção 

de matriz extracelular, crescimento e agrupamento tridimensional das bactérias, 

aumento da aderência com a superfície e a formação de canais de água para a 

troca de água e nutrientes com o meio externo (RICKARD et al., 2003). 

 Durante o desenvolvimento do biofilme, o ambiente rico em nutrientes 

promove o crescimento rápido de microrganismos que resulta na estrutura 3D do 

biofilme, que aumenta substancialmente a espessura do mesmo. À medida que a 

espessura do filme aumenta, a fase de maturação é atingida e é esta fase do 

desenvolvimento do biofilme que está associada à resistência a antimicrobianos 

(RAMASAMY; LEE, 2016). 

Uma vez formado, o biofilme pode permanecer aderido à superfície por um 

longo período ou se desprender, servindo como uma fonte perpetuadora do ciclo ao 

liberar formas planctônicas e agregados celulares para colonização de novos sítios 

(RICKARD et al., 2003). 

 

http://www.journalofhospitalinfection.com/article/S0195-6701(02)91282-X/abstract
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Figura 5 - Desenvolvimento do processo de formação do biofilme 

 
 
 

Os diferentes estágios da formação do biofilme incluem (a) célula planctônica de forma livre no 
ambiente, (b) adesão reversível do microrganismo a superfície, (c) adesão irreversível a superfície, 
(d) formação de microcolônias através da divisão celular e da produção de matriz extracelular e (e) a 
formação de uma arquitetura matricial de biofilme tridimensional. As células podem se desintegrar 
ativamente do biofilme (f) ou passivamente serem desintegradas através de ruptura mecânica (g) 
(Adaptado de RÖMLING; BALSALOBRE, 2014).  
 

 

A capacidade de algumas bactérias de colonizar a interface ar-líquido (Figura 

6) se deve ao nicho favorável criado, onde nutrientes e oxigênio são gradientes, 

opondo-se. Nesta interface, os microrganismos encontram acesso ao oxigênio 

abundante do ar acima e nutrientes em solução abaixo. A colonização da interface 

ar-líquido forma um biofilme flutuante com a fixação a superfícies sólidas (KOZA et 

al., 2009). 

 

 

Figura 6 - Biofilme de Mycobacterium smegmatis cultivado em meio de cultura M63 

 

 

Formação de biofilme em superfície ar-líquido com (a) 3 dias, (b) 4 dias e (c) 5 dias de cultivo 
(Adaptado de Ojha e Hatfull, 2007). 
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Alguns estudos genéticos forneceram uma visão sobre alguns dos principais 

fatores necessários para formação do biofilme de micobactérias. Os glicopeptídeos 

(GPL) são necessários para a fixação inicial na superfície das células bacterianas 

(NGUYEN et al., 2010). Os GPL são peptídeos lipídicos glicosilados presentes na 

camada exterior do envelope celular das micobactérias e estão intimamente ligados 

a motilidade das micobactérias, já que estas não possuem flagelos para a 

movimentação celular (RECHT et al., 2000). 

Outro fator preponderante no processo de formação do biofilme em 

micobactérias pode ser citado na etapa de maturação do biofilme, onde é necessário 

que o gás carbônico produzido pelas bactérias não se acumule e o oxigênio esteja 

em abundância. Além disso, nas fases finais de maturação de biofilmes de 

micobactérias, o nível de ácidos micólicos também está intimamente relacionado 

com o processo (OJHA et al., 2008). 

 

4.6.3 Resistência associada à presença de biofilmes 

 

A formação de biofilme é uma estratégia altamente eficaz para o patógeno 

proliferar como uma comunidade tolerante a situações de estresse em nichos 

protegidos e com invasão limitada do sistema imunitário. Assim, as infecções que 

apresentam como causa um biofilme podem constituir diagnósticos significativos e 

desafios terapêuticos em contextos clínicos (ISLAM et al., 2012). O biofilme 

bacteriano aumenta a resistência aos antimicrobianos e provoca muitas doenças 

persistentes. Dentro do biofilme, vários mecanismos conferem a resistência 

multifatorial aos agentes antimicrobianos (Figura 7) (SINGH et al., 2017). 

A organização dos biofilmes bacterianos permite que uma diversidade de 

microrganismos interaja, em estreita proximidade. Isso permite a troca de 

metabólitos, moléculas de sinalização, material genético e compostos defensivos. 

Além disso, a heterogeneidade, tal como na forma de células com diferentes 

capacidades metabólicas ou gradientes fisiológicos, oferece oportunidades de 

cooperação entre os microrganismos (FLEMMING et al., 2016). 

Independentemente do biofilme ser formado por uma população única de 

bactérias ou ser polimicrobiano, os microrganismos ficam protegidos do ambiente 

externo. Dentro do biofilme as bactérias se comunicam através de caminhos de 
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transdução de sinal (por exemplo, quorum sensing), levando a mudanças globais na 

expressão de genes, aumentando a virulência e acelerando a aquisição de 

resistência a antimicrobianos (SCHROEDER et al., 2017). 

As bactérias no biofilme são mais propensas a trocar genes horizontalmente 

devido à proximidade máxima entre elas. Esta transmissão de genes é uma das 

principais causas de sobrevivência de bactérias e pode representar uma alta 

frequência de mutações responsáveis pela resistência antimicrobiana. Essas 

mutações podem desencadear a produção enzimática, a modificação do objetivo 

antibiótico ou a formação de bombas de efluxo (SOUSA et al., 2015). 

 

 

Figura 7 - Mecanismos de resistência a antimicrobianos em biofilmes 

 

 

A superfície de ligação à superfície é mostrada na parte inferior e, no topo, a fase aquosa contendo o 
antimicrobiano. Em amarelo, é demonstrado que o antimicrobiano pode fracassar na penetração para 
além das camadas superficiais do biofilme. Em verde, a representação de que algumas bactérias 
podem diferenciar-se em um estado fenotípico protegido. Na zona vermelha, é mostrado um 
microambiente alterado, no qual pode ocorrer esgotamento de nutrientes ou acumulação de resíduos 
e, assim, a ação antimicrobiana poderá ser antagonizada (Adaptado de STEWART; COSTERTON, 
2001). 

 

 

Uma vez que um biofilme aderente à superfície tenha sido estabelecido, as 

terapias projetadas para matar bactérias planctônicas são ineficazes (SCHMIDT et 

al., 2015). Em um biofilme, as bactérias podem ser até mil vezes mais resistentes a 

um agente antimicrobiano quando comparadas às células planctônicas. Já se propôs 

que o mecanismo de resistência dos biofilmes aos antimicrobianos inclui a baixa 
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taxa de crescimento populacional, a produção de matriz polimérica - que pode 

formar uma barreira aos antimicrobianos - e os padrões únicos de expressão de 

genes (SCHINABECK; GHANNOUM, 2003).  

As subpopulações de microrganismos que compõem os biofilmes podem 

variar em seu grau de suscetibilidade a antimicrobianos e pelo mecanismo pelo qual 

eles conseguem seus estados de resistência (KESTER; FORTUNE, 2013). Certas 

subpopulações de bactérias de biofilme podem produzir enzimas que degradam 

agentes antimicrobianos enquanto outras subpopulações podem possuir bombas de 

efluxo (SCHROEDER et al., 2017). 

Além de ser capaz de adquirir rapidamente um fenótipo resistente a múltiplos 

fármacos, a combinação de mecanismos de resistência levou os pesquisadores a 

descrever os biofilmes como tendo resistência para uma vasta gama de classes de 

antimicrobianos (CAMPOCCIA et al., 2010). Subpopulações também podem ser 

metabolicamente distintas, fato que tem implicações críticas para o tratamento 

clínico (SCHROEDER et al., 2017). 

As estruturas altamente hidratadas dos biofilmes contêm canais que permitem 

a difusão interna de nutrientes e oxigênio e também conferem proteção contra os 

mecanismos de defesa do hospedeiro e a entrada de antimicrobianos, dificultando a 

difusão do fármaco nos tecidos (DONLAN, 2002). 

Existem evidências de que diferentes espécies possam se associar nos 

biofilmes e provocar uma maior resistência a antimicrobianos. Por exemplo, a 

associação de uma espécie capaz de degradar ou inativar um tipo de antimicrobiano 

que é eficiente contra outra espécie que compõe o biofilme. As populações sésseis 

se proliferam mais lentamente do que as formas planctônicas, prejudicando, 

portanto, sua resposta a muitos antimicrobianos que agem essencialmente quando 

as células se replicam. No biofilme, os microrganismos estão mais protegidos da 

ação dos antimicrobianos, que encontram dificuldades em transpor a barreira 

polimérica e ter acesso aos nichos onde as bactérias estão. Em relação à resposta 

do hospedeiro, as células de defesa como os neutrófilos têm maior dificuldade de 

entrar na matriz dos biofilmes para fagocitá-las (PASTERNAK, 2009).  

As principais características de biofilmes in vivo são bactérias agregadas, que 

toleram a defesa do hospedeiro e concentrações elevadas de agentes 

antimicrobianos (BJARNSHOLT et al., 2013). Mesmo em indivíduos que possuem o 

sistema imune competente, infecções que apresentam biofilmes como a base são 
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raramente resolvidas apenas com intervenção medicamentosa. Os tecidos 

adjacentes ao biofilme podem sofrer danos colaterais por complexos imunes e pela 

atividade de neutrófilos. Testes de suscetibilidade em modelos de biofilme in vitro 

demonstraram a sobrevivência das bactérias de biofilmes após o tratamento com 

antimicrobianos em concentrações centenas ou mesmo milhares de vezes maiores 

que a CIM em populações planctônicas (STEWART; COSTERTON, 2001). 

In vivo, os antimicrobianos podem suprimir sintomas de infecção por erradicar 

as bactérias de livre flutuação, que são liberadas pela população séssil, mas não 

conseguem erradicar as células bacterianas ainda incorporadas aos biofilmes. No 

momento em que se suspende a quimioterapia antimicrobiana, o biofilme pode agir 

como um nicho para a recorrência da infecção (STEWART; COSTERTON, 2001). 

Por esta razão, as infecções causadas por biofilmes tipicamente mostram sintomas 

recorrentes, após ciclos repetidos de tratamento com antimicrobianos, até que a 

população séssil seja removida cirurgicamente do corpo (GHOSH et al., 2017). 

 

4.6.4 Biofilmes formados por micobactérias 

 

As MNT organizadas em biofilmes são difíceis de erradicar com práticas 

comuns de descontaminação e são relativamente resistentes aos desinfetantes 

padrões como cloro, organomercúrios e glutaraldeídos alcalinos (SOUSA et al., 

2015). A formação de biofilmes sobre superfícies sólidas, em tubulações de 

sistemas de distribuição de água, piscinas e esgotos favorece às MNT a persistirem 

no ambiente, apesar de seu crescimento lento. Além disso, em função da parede 

rica em ácidos micólicos e ácidos graxos, fica dificultada a penetração de 

desinfetantes na matriz extracelular (SENNA et al., 2008; PITOMBO et al., 2009).  

As micobactérias estão presentes em fontes de águas naturais e artificiais, 

incluindo-se o encanamento de residências domésticas. A hidrofobicidade de MNT 

permite a aderência das células e posterior formação de biofilmes nas superfícies 

dos sistemas de distribuição de água (MULLIS; FALKINHAM, 2013). A presença de 

micobactérias ambientais em biofilmes pode causar impactos na saúde humana e 

podem ser responsáveis por infecções e surtos de doenças, devido a problemas de 

contaminação (SENNA et al., 2008). A liberação desses microrganismos dos 
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biofilmes pode servir como um mecanismo para a disseminação de novas infecções, 

representando um risco significativo para a saúde (MULLIS; FALKINHAM, 2013). 

Infecções causadas por micobactérias são notoriamente problemáticas na 

implementação de um tratamento com antimicrobianos eficaz e o envolvimento do 

papel dos biofilmes na tolerância aos fármacos deve ser considerado (OJHA; 

HATFULL, 2007; TENG; DICK, 2003). Diferentes estudos in vitro comprovam a 

resistência de biofilmes formados por MCR contra desinfetantes e antimicrobianos, 

incluindo resistência à amicacina e à claritromicina (PÉREZ, 2011). 

Falkinham (2007) demonstrou que células de M. avium cultivadas em 

superfícies de cateteres são significativamente mais resistentes aos antimicrobianos 

do que as células cultivadas em suspensão. Neste trabalho, o autor enfatizou que as 

concentrações de antimicrobianos, com base nos resultados da suscetibilidade de 

células cultivadas em suspensão, podem ser muito baixas para matar ou inibir o 

crescimento de micobactérias dispostas em biofilme. Como conclusão, ressaltou-se 

a necessidade de se desenvolver métodos para avaliar CIM de micobactérias que 

crescem em biofilmes.  

Entre MCR, alguns estudos têm demonstrado a resistência a um largo 

espectro de antimicrobianos que são normalmente utilizados para o tratamento de 

infecções causadas por estes microrganismos (PÉREZ, 2011). O biofilme de M. 

smegmatis apresentou resistência à isoniazida e supõe-se que as características de 

permeabilidade e/ou outros mecanismos desconhecidos foram responsáveis por 

essa resistência (TENG; DICK, 2003).  Biofilmes de M. abscessus foram também 

resistentes à cefoxitina, amicacina e claritromicina (GREENDYKE; BYRD, 2008).  

Um grupo de infecções associadas à saúde com relevância crescente está 

relacionado com infecções associadas a dispositivos médicos. O exame 

microscópico de uma válvula aórtica protética retirada de um paciente permitiu a 

identificação de uma estrutura composta por MCR, uma fina camada de matriz de 

fibrina associada a macrófagos CD38 e um baixo número de plaquetas, consistentes 

em um biofilme. Neste caso, a endocardite da válvula protética teve como agente 

etiológico M. fortuitum (BOSIO et al., 2012). 

Em um caso de implante mamário estético, onde foi isolado M. massiliense, a 

paciente teve uma infecção simultânea da região glútea direita, sendo um exemplo 

de contaminação do local cirúrgico por MNT (RÜEGG et al., 2015). Além disso, a 
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capacidade das MNT de formar biofilmes também contribui para a patogênese das 

infecções sanguíneas relacionadas ao uso de cateter (EL HELOU et al., 2013).  

 

4.7 NANOPARTÍCULAS POLIMÉRICAS 

 

Nanopartículas são estruturas esféricas e sólidas em uma escala de tamanho 

de 10 a 1000 nm de diâmetro e referem-se a dois tipos de estruturas diferentes: 

nanoesferas e nanocápsulas. As duas estruturas possuem características as quais 

diferem entre si segundo a composição e organização estrutural. As nanocápsulas 

são constituídas por um invólucro polimérico disposto ao redor de um núcleo oleoso, 

podendo o fármaco estar dissolvido neste núcleo e/ou adsorvido à parede 

polimérica. Por outro lado, as nanoesferas, que não apresentam óleo em sua 

composição, são formadas por uma matriz polimérica, onde o fármaco pode ficar 

retido ou adsorvido (Figura 8) (SOPPIMATH et al., 2001; KUMARI et al.,2010). 

 

 

Figura 8 - Representação esquemática das nanopartículas poliméricas 

 

 

a) fármaco dissolvido no núcleo oleoso das nanocápsulas; b) fármaco adsorvido à parede polimérica 
das nanocápsulas; c) fármaco retido na matriz polimérica das nanoesferas; d) fármaco adsorvido ou 
disperso molecularmente na matriz polimérica das nanoesferas (SCHAFFAZICK et al., 2003). 

 

 

 As nanopartículas apresentam atividade diferenciada devido a sua escala 

reduzida. Elas têm sido estudadas para veiculação de vários agentes 

antimicrobianos e têm obtido bons resultados em aumentar a eficácia terapêutica no 

combate de várias doenças infecciosas (HUH; KWON, 2011).  
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 Dentre as áreas mais promissoras para aplicações terapêuticas das 

nanopartículas, está a vetorização de fármacos anticancerígenos e antimicrobianos. 

Devido ao seu tamanho, as nanopartículas podem penetrar profundamente nos 

tecidos através de capilares finos, atravessando o revestimento epitelial e tomando 

de forma eficiente as células (PANYAM; LABHASETWAR, 2003; WU et al., 2014). 

Os fármacos antimicrobianos associados a nanopartículas poliméricas têm a 

capacidade de potencializar o efeito antimicrobiano, melhorando o seu índice 

terapêutico em relação a forma livre (PINTO-ALPHANDARY et al., 2000). 

 As aplicações da nanotecnologia na medicina resultaram em um novo campo 

chamado "nanomedicina", que já forneceu novos tratamentos contra uma ampla 

gama de doenças. As nanopartículas encapsuladas com antimicrobianos possuem 

efeitos antimicrobianos e causam danos mínimos ao hospedeiro. Além disso, as 

nanopartículas carregadas com fármacos podem ultrapassar as limitações dos 

tratamentos com antimicrobianos convencionais (RAMASAMY; LEE, 2016). 

A principal razão pela qual as nanopartículas estão sendo consideradas como 

uma alternativa aos antimicrobianos está no fato de que elas podem efetivamente 

prevenir a resistência a medicamentos microbianos em certos casos. O uso 

desenfreado de antimicrobianos tem levado ao surgimento de inúmeros perigos para 

a saúde pública, como as superbactérias, que apresentam resistência a múltiplos 

antimicrobianos. A busca por novos materiais bactericidas eficazes é significativa 

para combater a resistência aos fármacos. Nesse contexto, as nanopartículas foram 

estabelecidas como uma abordagem promissora para resolver esse problema 

(WANG et al., 2017). 

 Os nanoantibióticos são nanopartículas que demonstram atividade 

antimicrobiana por si só ou que elevam a eficácia e segurança da administração dos 

antimicrobianos (LI et al., 2008; RAI et al., 2009). Com o fracasso das estratégias 

terapêuticas já existentes para obtenção de níveis adequados de antimicrobianos 

dentro do biofilme, aumentou-se a atenção para o uso de nanopartículas nos 

sistemas de liberação dos antimicrobianos (PELGRIFT; FRIEDMAN, 2013).  

 Diversas classes de antimicrobianos em sistemas nanoestruturados de 

liberação de fármacos têm provado sua eficácia para o tratamento de doenças 

infecciosas, incluindo aquelas resistentes in vitro aos antimicrobianos convencionais. 

As nanopartículas apresentam tamanho ultrapequeno controlável, grande superfície 

em relação à massa, elevadas interações com microrganismos e células 
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hospedeiras, além de versatilidade estrutural. Além disso, as vantagens de um 

sistema carreador de antimicrobianos baseado em nanocápsulas incluem a melhoria 

da solubilidade dos fármacos pouco solúveis em água (Figura 9), o prolongamento 

da meia-vida do fármaco e do seu tempo na circulação sistêmica e sua liberação 

sustentada, o que colabora para reduzir a frequência de administração de doses 

(ZHANG et al., 2010). 

 

 

Figura 9 - Interações do biofilme com antimicrobianos solúveis e antimicrobianos 
incorporados em nanopartículas   
 

 

A matriz de polissacarídeos que envolve o biofilme impede que os antimicrobianos solúveis cheguem 
às células bacterianas. No entanto, os antimicrobianos incorporados a nanopartículas penetram mais 
eficientemente na matriz, atingindo as células e, potencialmente, destruindo-as (Adaptado de 
DECHO; BENECEWICZ, 2017). 

 

 

Os métodos de preparação das nanocápsulas são classificados, de maneira 

geral, em métodos baseados na polimerização de monômeros dispersos in situ e em 

polímeros pré-formados (SCHAFFAZICK et al., 2003). A nanoprecipitação tem 

demonstrado maior interesse dos estudiosos por apresentar vantagens frente à 

outra técnica, como simplicidade, eficiência, reprodutibilidade em relação ao 

tamanho manométrico das partículas e alta taxa de encapsulação dos fármacos 

(JIMÉNEZ et al., 2004).  

As nanopartículas como carreadoras de fármaco proporcionam um modo 

diferente de carrear e distribuir as substâncias ativas, oferecendo vantagens: 1) 

elevada área superficial, que proporciona uma liberação homogênea e, na maioria 

das vezes, controlada do fármaco; 2) melhor distribuição das substâncias ativas no 

alvo da ação e o direcionamento desta ao seu sítio, reduzindo a sua toxicidade, 
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superando a resistência oferecida pelas barreiras fisiológicas do organismo; 3) 

aumento da estabilidade dos agentes terapêuticos, aumentando sua estabilidade no 

meio, protegendo-o da luz, oxidação e hidrólise (PANYAM; LABHASETWAR, 2003; 

RAWAT et al., 2006; KARAVELIDIS et al., 2010).   
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Use of clarithromycin nanocapsules as a strategy to fight and eradicate 

rapidly growing mycobacteria biofilms 

 

 

ABSTRACT 
 

The environmental nature of Rapidly growing mycobacteria (RGM) and their 

ability to assemble biofilms on different surfaces play a key role in their pathogenesis. 

Nanoparticle-based therapies are viable approaches when it comes to treating 

biofilm-associated infections due to chemical and physical properties of such 

nanostructured systems, granted by a high superficial area to volume ratio. The main 

objective of this study is to prepare nanoparticles loaded with clarithromycin (NC-

CLA) and investigate their antibacterial properties regarding the formation and 

destruction of biofilms of rapidly growing mycobacteria. The ability of NC-CLA to 

reduce the formation of RGM biofilm in the minimal inhibitory concentration and all 

sub-inhibitory concentrations tested was proportional to the dose, except for M. 

massiliense. Also, NC-CLA were capable to destroy, to some extent, the 

mycobacterial biofilm which was already formed. Thus, NC-CLA have showna great 

antibiofilm potential, configuring an important strategy to fight these structures. 

 
Key-words: Rapidly growing mycobacteria; biofilm; clarithromycin; resistance; 
resistance.  
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Introduction 

 

Rapidly growing mycobacteria (RGM) are important pathogens that can cause 

a wide spectrumof infections in humans (Kannaiyan et al. 2015; Groote and Huitt 

2006), including lung, skin and soft tissue, bone, as well as disseminated infections.  

Difficult-to-treat infections caused by RGM are increasingly observed in clinical 

environments (Hatakeyama et al. 2017). 

Clarithromycin is the key drug to treat infections caused by RGM and is one of 

the drugs recommended by the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) for 

antimicrobial susceptibility tests in RGM (CLSI 2011; Nie et al. 2015). However, the 

antimicrobial treatment for mycobacteriosis caused by RGM is still problematic. The 

role of cell wall, the biotransformation of drugs in the intracellular environment, 

acquired genetic mutations, efflux pumps, and biofilm formation (Van Ingen et al. 

2012) are among the mechanisms of resistance to drugs in mycobacteria. 

Several studies have shown that RGM have the ability to assemble biofilms on 

different surfaces of medical implants and surgical instruments, as well as living 

tissues such as lungs, wounds and bones (Sousa et al. 2015; Esteban et al. 2008). 

Biofilms are organized colonies of microorganisms which form heterogeneous in both 

biotic and abiotic surfaces, secreting extracellular polymeric substances (EPS). 

These substances protect individual cells from hostile factors such as immune 

defence systems and nutrients limitation (Ramasamy and Lee 2016; Whitchurch et 

al. 2002). Thus, biofilm formation is a public health concern since infections caused 

by microorganisms in biofilms are serious and persistent because antimicrobials and 

biocides have difficulties penetrating the compact and dense structure of the biofilm 

to exert their action (Stewart and Costerton 2001). 

The conventional therapeutic strategies often do not provide adequate levels 

of antimicrobials within the biofilm (Li et al. 2008). Therefore, the use of nanoparticles 

as antimicrobial liberation systems can increase antimicrobial activity (Rai et al. 

2009), outweighing the existent mechanisms of resistance to drugs, including biofilm 

formation (Li et al. 2008). This technology increases drug absorption, decreases 

antimicrobial efflux, and has a greater performance over the formed biofilm, thus 

providinga way to transpose the common mechanisms of resistance to antibiotics 

(Pelgrift and Friedman 2013; Ribeiro et al. 2016; Sans-Serramitjana et al. 2016). 

https://www.hindawi.com/71204130/
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Nanotechnology has been widely studiedas an alternative against infections 

due to its properties (Ribeiro et al. 2016). Its size in nanoscale makes it compatible 

with biomolecules and bacterial cellular systems, supplying the nanostructure 

interactions with microorganisms. Still in this context, its reduced size results in an 

increased superficial area, rendering a high load of therapeutic agents (Gupta et al. 

2016)  

  

Materials and methods 

 

Microorganisms, culture media and reagents 

 

The study has been performed with the strains M. abscessus (ATCC 19977), 

M. fortuitum (ATCC 6841) and M. massiliense (ATCC 48898). Colonies were isolated 

in Löwesten-Jensen solid medium (HiMedia Laboratories, Mumbai, India) and 

cultivated in Middlebrook 7H9 broth medium (BD Difco, Franklin Lakes, United 

States) containing 10% (vol/vol) Middlebrook OADC Growth Supplement (Sigma-

Aldrich, Saint Louis, United States) and 0,2% (vol/vol) glycerol (Sigma-Aldrich, Saint 

Louis, United States). The culture media and reagents were prepared according to 

the manufacturers’ specifications. Clarithromycin (Sigma, Saint Louis, United States) 

was diluted based on the guidelines of the CLSI (2011). 

 

Nanosuspension preparation 

 

Clarithromycin nanocapsules suspensions (NC-CLA) and free nanocapsules 

(NC-F) were prepared through the method of interfacial deposition of the pre-formed 

polymer, also known as nanoprecipitation (Fessi et al. 1989). The organic phase 

consisted of Span 80 (Sigma-Aldrich, São Paulo, Brazil), a low hydrophilic-lipophilic 

balance (HLB) surfactant, the polymer poly(ɛ-caprolactone) (PCL, Mn = 70,000 – 

90,000, Sigma-Aldrich, São Paulo, Brazil), caprylic/capric triglycerides (MCT) 

(Delaware, Porto Alegre, Brazil), and, for the NC-CLA, the drug was incorporated. 

The organic phase was kept under agitation for one hour and heated at 40ºC. 

Following the established time under heating, the organic phase was injected 

in an aqueous phase consisting of a high HLB surfactant (Tween® 80) (Vetec, Rio de 

Janeiro, Brazil), under constant magnetic agitation for ten more minutes. The 
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formulation was placed in the rotary evaporator (Fisatom, São Paulo, Brazil) to 

eliminate the solvent and adjust to a concentration of 3mg/mL of clarithromycin. The 

formulation was prepared in triplicate and stored in amber flask for further analysis.   

 

Physico-chemical characterization of colloidal suspensions 

 

NC-F and NC-CLA were assessed for their physicochemical properties. The 

determination of the mean diameter of particles and the polydispersity index (PDI) 

were performed through photon correlation spectroscopy (Zetasizer Nanoseries®, 

Malvern Instruments, Malvern, United Kingdom) at 25 ±2 ºC. samples were diluted in 

ultrapure water in the proportion 1:500 (v/v). the determination of zeta potential was 

performed by electrophoretic mobility with the same equipment after dilution of 

samples in 10 mM NaCl solution. The pH was determined directly in the suspensions, 

using a potentiometer previously calibrated (Seven Easy, Mettler Toledo, Columbus, 

Ohio, United States) with tampon solutions of pH 4,0 e 7,0. Analysis were performed 

in triplicate. 

 

Susceptibility tests 

 

The tests that determined the minimal inhibitory concentration (MIC) of NC-

CLA and NC-F were performed by the broth microdilution method (CLSI 2011). The 

bacterial suspensions used to perform the susceptibility tests of each studied strain 

were prepared from colonies in Löwesten-Jensen (HiMedia Laboratories, Mumbai, 

India). The tested concentrations were obtained from two-fold serial dilutions. 

The inoculum was transferred to sterile microplates added with nano-

antimicrobial. The final volume of each reservoir corresponded to 200 µL (100 µL 

inoculum + 100 µL nano-antimicrobial).Plates reading was performed after incubation 

at 37°Cfor 72 hours. When bacterial growth was observed (turbidity or cell deposit at 

the bottom of the plate), it was considered positive reading. 

To ensure the detection of inducible resistance to macrolides in the 

microorganisms tested, the plate was re-incubated after the 72-hour reading, for a 

new reading to be performed after 14 days of incubation. The determination of the 

susceptibility profile (susceptible, intermediate or resistant) was based on the cut-off 

values determined by the CLSI (2011).    
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Inhibition of biofilm formation 

 

Clarithromycin nanocapsules were tested regarding their capacity to inhibit 

RGM biofilm formation. Biofilm formation was performed in 5 mL polystyrene test 

tubes with1mLMiddlebrook 7H9 broth medium (BD Difco, Franklin Lakes, United 

States) containing 1x107UFC/mL of each bacterial species to be tested, as well as 

1mL of nanocapsules concentration dilute to be assessed. The concentrations used 

were equal to or lower than the MIC. The tubes were covered with parafilm (Bemis 

North America, Oshkosh, Wisconsin, United States)and incubated at30°Cfor 7 days 

(Flores et al. 2016). 

 

Assay of biofilm destruction 

 

The assay of biofilm destruction was performed in polystyrene test tubes 

where 1 mL Middlebrook 7H9 broth medium containing 1x107CFU/mL of the bacterial 

species were added, covered with parafilm (Bemis North America, Oshkosh, 

Wisconsin, United States) and incubated at 30°Cfor seven days. After biofilm 

formation, 1mL of the antimicrobial was added to each tube in equal concentrations 

and higher than the MIC. The test tubes were covered with parafilm (Bemis North 

America, Oshkosh, Wisconsin, United States)and incubated at30ºCfor 24 hours 

(Flores et al. 2016). 

 

Biofilm quantification 

 

Biofilm was quantified according to Bonez et al. (2013), adapted to a macro-

technique. Cells which were weakly adhered to the formed biofilm were removed 

through washing with physiological solution, and the others dried at room 

temperature for a few minutes. Subsequently, 2 mL of Crystal Violet 0.1% (Sigma-

Aldrich, Saint Louis, United States) were added. The tubes were kept at rest for 10 

minutes and then washed with physiological solution for the removal of remaining 

planktonic cells and excess dye. Also, 2 mL of 95% ethanol (Synth, Diadema, São 

Paulo, Brazil) were added to each test tube, kept for 15 minutes and transferred to 

trays for posterior reading in optical density (OD) of 570nm. 
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Statistical analysis 

 

Experiments and biofilm quantification were performed through three 

independent tests. The readings of optical density obtained from the assays of biofilm 

formation were assessed for data normality and expressed as mean ± standard 

deviation. One-way ANOVA followed by Bonferroni’s Multiple Comparison Test were 

used considering the statistical difference p < 0,05.The software GraphPadPrism 

version 5.01 was used for the development of graphs. Biofilm formation was 

determined by the significant difference between the average absorbance obtained in 

the positive control (culture and bacteria media) and the average obtained in the 

negative control (culture medium only).  

 

Results 

 

Nanocapsules characterization  

 

The determination of the mean diameter of particles, polydispersity index, zeta 

potential, and pH of nanocapsules suspensions are described in Table 1. 

 

Susceptibility test 

 

The susceptibility profile of the RGM strains against NC-CLA is described in 

Table 2. NC-CLA showed inhibitory activity against the strains tested, with MIC 

values varying between 1 and 32 µg/mL. NC-F did not show antimicrobial activity. 

 

Inhibition of biofilm formation 

 

The ability of NC-CLA to reduce biofilm formation in M. abscessus, M. 

fortuitum and M. massiliense in the MIC and all sub-inhibitory concentrations tested is 

shown in Figure 1. Except for M. massiliense, all strains were inhibited proportionally 

to the tested dose. 
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Biofilm destruction 

 

The results of the action of NC-CLA on the three studied strains are 

represented in Figure 2. The MIC and all NC-CLA concentrations tested above were 

able to destroy, to some extent, the mycobacterial biofilm which was already formed. 

 

Discussion 

 

NC-CLA showed mean diameter within the nanometric range and low 

polydispersity index (0,11 ± 0,016). This indicates a unimodal particle size distribution 

in the suspension, evidencing homogeneity where particles show diameter within a 

small size range. The analysis of these parameters in NC-F showed very close 

results (size 187,6 ± 8,4 e PDI 0,10 ± 0,016). In this sense, Flores and colleagues 

(2011) have shown in their study that the polymer used in nanocapsules formulation 

is a determining factor for the size of the particles formed. 

The zeta potential reflects the electric potential of nanoparticles surface. This 

potential is influenced by changes in the interface with the external environment, 

resulting from factors such as dissociation of functional groups from the surface, or 

adsorption of ionic species from the dispersity environment(Florence and Attwood, 

2016; Domingues 2008). This property is provided by the organization and chemical 

composition of the formulation compounds in the interface particle/aqueous phase, 

by factors such as the presence of polymer, surfactants, and the drug itself. Thus, the 

zeta potential can be used as a tool to control the behaviour of nanoparticles, since it 

indicates changes in the surface potential and the repulsion force between them 

(Pereira 2008).    

The zeta potential indicates greater stability the more distant it is from zero, in 

module. This is due to the repulsion between particles, what hinders their 

aggregation, and the occurrence of an undesired increase in size (Schaffazick et al. 

2002).NC-CLA and NC-F showed negative zeta potential values (-8,6 ± 0,9 mV and -

8,3 ± 0,3 mV, respectively). The negative value for the zeta potential of NC-CLA 

suspensions prepared with PCL is in accordance with the literature, which describes 

negative values for this polymer due to the presence of ester clusters in its molecular 

structure (Muller et al. 2001; Cattani et al. 2010). 
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The pH measurement is an important indicative parameter of stability of 

colloidal systems. The alteration of pH values can be associated to the degradation 

of the polymer or any other compound of the formulation (Domingues 2008). NC-F 

showed lower pH(6,28 ± 0,38) when compared to clarithromycin nanocapsules(8,13 

± 0,12).This may have occurred due to the basic characteristics of clarithromycin, 

indicating that part of it is probably adsorbed to the polymeric wall of the 

nanostructure. In the study by Ribeiro (2016), nanocapsules added with tioconazole 

showed an increase in pH in relation to white nanostructures, also due to the basic 

characteristics of this drug. 

In the susceptibility test, M. abscessus and M. massiliense showed resistance 

to clarithromycin, similar to the profiles observed by Kim et al. (2010), what can be 

attributed to the presence of inducible RNA-methylases and the mechanism of 

induced resistance to macrolides codified by the erm(41) gene in M. abscessus (Kim 

et al. 2010; Choi et al. 2012). These susceptibility profiles reinforce the need for a 

triage of susceptibility to drugs, in order to provide adequate treatment to carriers of 

diseases caused by RGM. 

By assuming that it would be ideal to prevent the formation of biofilm before 

treating biofilm-related infections and that isolated treatment with antibiotics only 

results in the elimination of planktonic cells, we highlight the importance to develop 

strategies to prevent and fight the formation of microbial biofilm (Simões et al. 2011). 

The use of nanoparticles with incorporated antimicrobials can be considered anovel 

approach among the different methods used in the prophylactic treatment of the 

formation as well as the elimination of biofilm (Shakibaie et al. 2015). 

Drugs associated to nanostructured systems can outweigh some of the pre-

existent mechanisms of resistance to antimicrobials, increasing their absorption 

capacity, decreasing their efflux by the efflux pumps of bacteria, resulting in a wider 

action of the antimicrobial drugs against the formed biofilm (Sans-Serramitjana et al. 

2016; Abdelghany et al. 2012). 

Our results, when related to the ones found by Flores and colleagues (2016), 

have evidenced that NC-CLA do not show difference in MIC values compared to 

clarithromycin when not incorporated into nanocapsules, however, they showed a 

greater capacity to destroy biofilm formed by RGM, and significantly increased the 

difference in the development of biofilm treated with NC-CLA suspensions and 

positive control (Figure 2). Polymer nanoparticles retain drugs in their cavity and, for 
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this reason, they can allow the drugs to penetrate the biofilm structure and destroy it 

(Qayyum and Khan 2016). We assumed that the antibiofilm effect of clarithromycin 

has been strengthened in the nanocapsules due to the greater transposition of this 

formulation by the physical barriers of the extracellular matrix of biofilm, because of 

its size in nanometric scale. 

Several studies are described in the literature about the potential of 

antimicrobials such as aminoglycosides, fluoroquinolones, beta-lactams, and 

polymyxins incorporated into polymeric nanoparticles, in relation to free drug (Pinto-

Alphandary et al. 2000). For the treatment of tuberculosis, the study by Pandey et al. 

(2003) has revealed a greater efficacy of rifampicin, isoniazid, and pyrazinamide 

associated to nanocapsules, when assessed in guinea pigs. 

Colistin, from the class of polymyxins, has been associated to nanostructured 

lipid carriers for the analysis of its antibiofilm effect against susceptible and resistant 

Pseudomonas aeruginosas. Concentrations between 0 and 2,560 µg/mL of free and 

structured colistin were tested in all isolates, and a significant and expressive 

enhancement of the antibiofilm activity of colistin associated to nanostructured lipid 

carriers was observed. In the aforementioned study, although both colistin 

formulations show the same antimicrobial in vitro activity against planktonic bacteria, 

nanostructured colistin has been extremely more efficient to eradicate biofilm (Sans-

Serramitjana et al. 2016). 

Conclusion 

 

The present study has shown the improvement of the antibiofilm potential of 

Clarithromycin when it is incorporated into nanocapsules. Considering that biofilm 

formation is a characteristic that gives microorganisms a high tolerance to 

adversities, this study provides an important strategy to fight these structures. 

Nanoencapsulation of this antimicrobial emerges as an alternative to overcome the 

frequent cases of resistance, as well as to improve permeability of this drug and 

enable the reduction of the concentration of drug used. 

Thus, these results can have an impact on the use of a new pharmaceutical 

formulation attributed to Clarithromycin aiming mainly to the antibiofilm therapy. 

Although this study provides robust results, more detailed research is still needed to 
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explain the influence exerted by NC-CLA on the genetic and physiological factors 

associated to biofilm formation.   
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Table 1 – Physicochemical characteristics of suspensions of polymeric nanocapsules 
of clarithromycin (NC-CLA) and their respective formulation without the drug (NC-F) 
(n=3, mean ± standard deviation). 
 

Formulation 
Particle size 

(nm) 
IPD 

Potential Zeta 

(mV) 
pH 

NC-CLA 176,5 ± 0,5 0,11 ± 0,016 -8,6 ± 0,9 8,13 ± 0,12 

NC-F 187,6 ± 8,4 0,10 ± 0,016 -8,3 ± 0,3 6,28 ± 0,38 

 
 
 
Table 2 –In vitro susceptibility of M. abscessus, M. fortuitum and M. massiliense 
 

 Minimal Inhibitory Concentration (µg/mL) 

 M. abscessus M. fortuitum M. massiliense 

NC-CLA 16* 1 32* 

*Clarithromycin-resistant microrganism.  
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Figure1. Graphical representation of NC-CLA action on biofilm formation of M. 
abscessus, M. fortuitum e M. massiliense * Statistical difference when compared to 
positive control. One-way ANOVA followed by Bonferroni’s Multiple Comparison Test 
(n=3). 
 

 

 
Figure 2. Graphical representation of NC-CLA action on biofilm destruction of M. 
abscessus, M. fortuitum e M. massiliense * Statistical difference when compared to 
positive control. One-way ANOVA followed by Bonferroni’s Multiple Comparison Test 
(n=3). 
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6 DISCUSSÃO 

 
 

As MNT são bactérias com uma membrana externa impermeável e rica em 

lipídios que resulta em crescimento lento e resistência a antimicrobianos e 

desinfetantes (FALKINHAM et al., 2008). A capacidade de MNT para evadir a 

resposta imune do hospedeiro e a capacidade de aderir e formar biofilmes em 

substratos biológicos e sintéticos contribuem para a dificuldade de manejo de 

infecções causadas por esses microrganismos (AUNG et al., 2016).  

As infecções causadas por MCR, além de serem de difícil diagnóstico, são um 

grande desafio devido as particularidades de resistência a antimicrobianos desse 

grupo de micobactérias (COLOMBO; OLIVIER, 2008; HELOU et al., 2013). As MCR 

são resistentes aos medicamentos tuberculostáticos convencionais e suas 

suscetibilidades a outros antimicrobianos variam entre as espécies (YANG et al., 

2003). 

No primeiro artigo científico demonstramos a atividade de antimicrobianos 

normalmente empregados no tratamento de micobacterioses causadas por MCR 

(amicacina, ciprofloxacino, claritromicina, doxiciclina, imipenem e sulfametoxazol)  

em células planctônicas e sésseis. No teste de suscetibilidade, M. abscessus  e M. 

massiliense demonstraram ser resistentes à claritromicina e, além disso, M. 

massiliense também apresentou perfil de resistência ao sulfametoxazol. Os 

diferentes perfis de suscetibilidade encontrados em nosso estudo reforçam a 

necessidade de triagem da sensibilidade aos medicamentos, a fim de proporcionar 

tratamento adequado a portadores de doenças causadas por MCR. 

A partir do primeiro artigo também constatamos que nenhum dos agentes 

antimicrobianos testados conseguiu bloquear totalmente a produção ou destruir 

completamente os biofilmes de MCR. Sugerimos que, no caso da formação dos 

biofilmes, isso se deve ao fato de que os agentes testados não obtiveram sucesso 

no bloqueio dos processos essênciais a formação dos biofilmes bacterianos, como a 

adesão das células bacterianas às superfícies. No caso do ensaio em que testamos 

o poder de destruição de antimicrobianos, sugerimos que os resultados obtidos se 

devem ao fato de que a matriz do biofilme tem o potencial de prevenir o acesso 

físico dos agentes antimicrobianos, restringindo a difusão destes para o interior dos 

biofilmes. 
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No segundo artigo, que ainda encontra-se como manuscrito, desenvolvemos 

suspensões de nanocápsulas de claritromicina, um dos medicamentos 

recomendados pelo CLSI para testes de suscetibilidade a antimicrobianos em MCR 

e considerado o pilar do tratamento de infecções caudas por MCR (CLSI 2011; NIE 

et al., 2015). Pelo fato das nanocápsulas poderem prevenir ou contornar a 

resistência a antimicrobianos em alguns casos (WANG et al., 2017), a 

nanoencapsulação da claritromicina foi utilizada como estratégia para aumentar a 

permeabilidade do antimicrobiano na matriz do biofilme e de diminuir a resistência 

apresentada pelas células planctônicas.  

O método de deposição interfacial do polímero pré-formado foi adequado para 

obter suspensões de nanocápsulas de PCL contendo claritromicina, resultando em 

nanocápsulas com diâmetros em escala nanométrica, baixo índice de 

polidispersividade e potencial zeta negativo. O polímero PCL pode ser utilizado para 

preparar diferentes tipos de nanocápsulas, apresentando flexibilidade diversa de 

acordo com a natureza química do núcleo. Essas nanocápsulas são capazes de 

controlar a liberação de fármacos e melhorar a estabilidade fotoquímica. Além disso, 

eles podem modular a penetração / permeação de fármacos. Considerando o ponto 

de vista farmacêutico, as nanocápsulas com PCL são formulações versáteis, uma 

vez que podem ser utilizadas na forma líquida, bem como incorporadas em formas 

de dosagem semi-sólidas ou sólidas (POHLMANN et al., 2013). 

 A suspensão de NC-B não apresentou atividade antimicrobiana. Isso era 

esperado, pois não há estudos relatando a atividade antimicrobiana do polímero 

PCL, utilizado no processo de desenvolvimento das nanocápsulas. No caso das 

suspensões de NC-CLA, a suscetibilidade apresentada pelas três cepas de 

micobactérias testadas foi a mesma detectada no primeiro artigo para a 

claritromicina livre. Nesse caso, a nanoencapsulação da claritromicina não 

conseguiu contornar a resistência a claritromicina apresentada pelas cepas de M. 

abscessus  e M. massiliense. 

 Através dos ensaios de inibição da formação e destruição da formação do 

biofilme, pode-se observar que a atividade antibiofilme da claritromicina melhorou 

com o desenvolvimento de nanocápsulas do medicamento. Aumentou de forma 

expressiva a diferença do biofilme tratado com as suspensão de NC-CLA  e o 

controle positivo. As nanocápsulas poliméricas retém drogas dentro de sua cavidade 

e, com isso, podem permitir que as drogas penetrem na estrutura do biofilme para 
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destruí-lo (QAYYUM; KHAN, 2016). Supõe-se que o efeito antibiofilme da 

claritromicina tenha sido potencializado, na forma de nanocápsulas, pela maior 

transposição dessa formulação pelas barreiras físicas da matriz extracelular do 

biofilme, devido ao seu tamanho em escala nanométrica.  

Nossos resultados vão ao encontro dos demonstrados por Sans-Serramitjana 

e colaboradores (2015). Os pesquisadores associaram colistina a carreadores 

lipídicos nanoestruturados e avaliaram o seu efeito antibiofilme frente a 

Pseudomonas aeruginosas sensíveis e resistentes. No estudo em questão, apesar 

de a colistina livre e a colistina nanoestruturada apresentarem a mesma atividade 

antimicrobiana in vitro contra bactérias planctônicas, a formulação em escala 

nanométrica foi extremamente mais eficaz na erradicação de biofilmes.  

A tendência atual tem sido direcionada à pesquisa de novos compostos e à 

utilização de novos sistemas de liberação dos fármacos, utilizando principalmente 

nanopartículas. O emprego de ações que previnam a formação de biofilme, bem 

como o uso de antimicrobianos que através de sua permeabilidade melhorada 

degradam a matriz exopolimérica, configuram como importantes estratégias de 

combate aos biofilmes.  
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O presente trabalho centrou-se na avaliação da suscetibilidade de células 

planctônicas e  do efeito antibiofilme de antimicrobianos normalmente utilizados no 

tratamento de micobacterioses causadas por MCR (amicacina, ciprofloxacino, 

claritromicina, doxiciclina, imipenem e sulfametoxazol). Além disso, pelo fato de a 

claritromicina ser amplamente utilizada em esquemas terapêuticos contra infecções 

causadas por diversas espécies de micobactérias, buscou-se aperfeiçoar suas 

propriedades antibiofilme com o desenvolvimento de nanocápsulas. Em função dos 

objetivos propostos neste trabalho e considerando os resultados experimentais 

obtidos, pode-se concluir que: 

- A suscetibilidade a antimicrobianos pode variar de acordo com a espécie de 

MCR e, por isso, configura-se fundamental realizar a triagem de suscetibilidade a 

fármacos para o estabelecimento de regimes terapêuticos adequados em infecções 

causadas por esse grupo de micobactérias; 

- Embora a diminuição da produção de biofilme tenha sido alcançada em 

algumas concentrações subinibitórias dos agentes antimicrobianos testados na 

forma livre, nenhum deles conseguiu inibir totalmente a produção de biofilmes pelos 

microrganismos avaliados; 

- Mesmo com a indicação para a realização de testes de suscetibilidade e 

serem medicamentos de escolha em regimes terapêuticos contra micobacterioses, 

os antimicrobianos na forma livre testados não erradicaram totalmente os filmes 

bacterianos de MCR, e podem ser uma estratégia duvidosa para erradicar biofilmes 

desse grupo de bactérias; 

- As NC-CLA desenvolvidas com o polímero PCL apresentaram 

caracterização físico-química adequada, com diâmetros em escala nanométrica, 

baixo índice de polidispersividade e potencial zeta negativo; 

-  A claritromicina nanoencapsulada teve um desempenho antibiofilme 

superior  a claritromicina livre e demonstrou ser uma alternativa promissora para o 

combate e prevenção de biofilmes de MCR. 
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ANEXO I - PERMISSÃO DO PERIÓDICO MICROBIAL PATHOGENISIS PARA 

REPRODUÇÃO DE ARTIGO 
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ANEXO II - COMPROVANTE DE SUBMISSÃO DO MANUSCRITO PARA 

PUBLICAÇÃO NO PERIÓDICO BIOFOULING 

  


