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RESUMO 

Santos, L. M. C. Atividade antibiofilme de nanopartículas de prata biogênicas e de extratos 

de própolis em Corynebacterium pseudotuberculosis. 2021. 128p. Tese (Doutorado em 

Ciência Animal nos Trópicos) – Escola de Medicina Veterinária e Zootecnia. Universidade 

Federal da Bahia, Salvador, 2021. 

A linfadenite caseosa é uma doença infecto-contagiosa, crônica e debilitante causada por 

Corynebacterium pseudotuberculosis. Esta enfermidade é caracterizada pelo desenvolvimento 

de granulomas encapsulados em linfonodos superficiais e viscerais, como também em diversos 

órgãos. O problema principal da LC deve-se a dificuldade de implantação de um tratamento 

eficaz, em vista de que o atual basea-se na drenagem e limpeza das lesões utilizando solução 

de iodo a 10%, acarretando assim altos riscos de contaminação ambiental. Além disso, o 

tratamento é geralmente refratário à terapia antibiótica. Portanto, é vital a busca de estratégias 

inovadoras, a partir de novas terapias antimicrobianas, para enfrentar o principal problema da 

LC. A partir deste cenário, objetivou-se com este estudo avaliar, a capacidade de formação de 

biofilme de C. pseudotuberculosis e determinar a susceptibilidade de isolados bacterianos 

formadores de biofilme aos extratos etanólico e supercrítico de própolis e a nanopartículas de 

prata (AgNP) biogênicas. Foram utilizadas as metodologias de microdiluição em caldo, 

atividade da disrupção do biofilme consolidado, interferência na formação de biofilme e 

imagens obtidas através da Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) para determinar a 

sensibilidade dos isolados aos agentes antimicrobianos. As AgNPs, bem como os extratos 

etanólico de própolis verde e supercrítico de própolis vermelha causarm disrupção do biofilme 

consolidado de C. pseudotuberculosis e foram eficazes na capacidade de interferir na formação 

inical do biofilme bacteriano. As AgNPs reduziram de forma significativa os biofilmes 

consolidados de C. pseudotuberculosis. As imagens da MEV mostram mudanças da morfologia 

do biofilme consolidado e poucas alterações estruturais das bactérias expostas aos extratos de 

própolis. Observamos disrupção completa do biofilme e severos danos estruturas das bactérias 

expostas a AgNPs.  Conclui-se que as nanopartículas de prata e os extratos de própolis podem 

ser consideradas como um agente terapêutico promissor para o tratamento da linfadenite 

caseosa em pequenos ruminantes, com ações não somente em forma planctônica de C. 

pseudotuberculosis, mas também sobre seu biofilme associado. 

 

Palavras-chave: agentes antimicrobianos, linfadenite caseosa, nanotecnologia, terapias 

alternativas 
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ABSTRACT 

Santos, L. M. C. Antibiofilm activity of biogenic silver nanoparticles and propolis extracts 

in Corynebacterium pseudotuberculosis. 2021. 130p. Thesis (PhD in Tropical Animal 

Science) – School of Veterinary Medicine and Zootechny. Federal University of Bahia, 

Salvador, 2021. 

Corynebacterium pseudotuberculosis is a Gram-positive and intracellular bacterium that causes 

caseous lymphadenitis (CL) in small ruminants, a chronic disease characterized by the 

development of encapsulated granulomas in superficial and visceral lymph nodes, as well as in 

various organs. An important feature of chronic bacterial infections is the development of 

biofilm. Considering this scenario, the aim of this study was to evaluate the biofilm formation 

capacity of C. pseudotuberculosis and to determine the susceptibility of biofilm-forming 

bacterial isolates to ethanolic and supercritical extracts of propolis, and to silver nanoparticles 

(AgNP). The broth microdilution methodology, the analysis of the disruption of the 

consolidated biofilm and the interference in the formation of biofilm assays were used to 

determine the sensitivity of the isolates to antimicrobials. Mature biofilms were visualized by 

Scanning Electron Microscopy. The ethanolic extracts of green propolis and supercritical red 

propolis were not effective in inhibiting the C. pseudotuberculosis consolidated biofilm but 

were able to interfere in the formation of bacterial biofilm. The AgNPs acted for 48 hours in C. 

pseudotuberculosis controlling the change between planktonic and sessile forms, decreasing 

the fixation and colonization in a microplate. The colloidal AgNP solution significantly reduced 

the consolidated biofilms of C. pseudotuberculosis. The SEM images showed that the AgNP 

were able to disrupt the bacterial biofilm, and that there were morphological changes in the 

bacteria present in the treated biofilms. It can be concluded that AgNPs are promising 

therapeutical agents for the treatment of the caseous lymphadenitis in small ruminants. 

 

Keywords: antimicrobial agents, caseous lymphadenitis, nanotechnology,  
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1 INTRODUÇÃO 

A criação de pequenos ruminantes tem contribuído de forma significativa no 

crescimento socioeconômico do Brasil, com ênfase para a região Nordeste, graças a aplicação 

de ferramentas inovadoras que proporcionam melhorias no segmento (TEIXEIRA et al., 2013). 

No entanto, um dos fatores limitantes desse tipo de criação é o alto índice de doenças infecciosas 

(CAMPOS et al., 2017; DE MACEDO et al., 2020; FURTADO et al., 2020). Dentre essas 

enfermidades, destaca-se a linfadenite caseosa (SEYFFERT et al., 2010). 

 A linfadenite caseosa (LC) é uma doença infecto-contagiosa, crônica, debilitante, 

causada por C. pseudotuberculosis caracterizada principalmente pelo desenvolvimento de 

granulomas encapsulados em linfonodos superficiais e viscerais, e em diversos órgãos causando 

uma redução significativa da produtividade e eficiência reprodutiva dos animais infectados 

(DORELLA et al., 2006; VOIGT et al., 2012; OREIBY et al., 2014).  

Atualmente, os principais avanços tecnológicos aplicados à sanidade desses animais 

visam o desenvolvimento de métodos capazes de superar o diagnóstico subclínico da 

enfermidade (BARRAL et al., 2019), bem como o uso da vacina como uma das medidas de 

controle, a qual tem apresentado taxas de proteção varíaveis (SILVA et al., 2014; SILVA et al., 

2018). Todavia, o problema cardinal da LC concentra-se na dificuldade de implantação de um 

tratamento ecossustentável e eficaz, em vista de que o atual basea-se na drenagem e limpeza 

das lesões utilizando solução de iodo a 10%, acarretando assim altos riscos de contaminação 

ambiental (SANTIAGO et al., 2013). Aliado a isto, o tratamento é geralmente refratário à 

terapia antibiótica, provavelmente devido a espessa cápsula formada em torno das lesões típicas 

e a natureza caseosa do conteúdo dentro da cápsula (WILLIAMSON, 2001; BAIRD & 

FONTAINE, 2007). 

Diante de uma era onde é vital a busca de ferramentas ecologicamente sustentáveis, a 

necessidade de implantação de estratégias inovadoras, a partir de novas terapias 

antimicrobianas, para enfrentar o principal problema da LC além de indispensável, também se 

mostra urgente. Neste cenário que surge a própolis como um novo agente antibacteriano devido 

a ação de diversos compostos antimicrobianos de amplo espectro contra inúmeros tipos de 

bactérias (ALMUHAYAWI, 2020). De igual modo, as nanopartículas protagonizam como 

agente antibacteriano em potencial para o gerenciamento das infecções bacterianas graças a 

ação antimicrobiana em biofilmes e cepas multirresistentes (ALMATAR et al., 2018).  
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Com isso, espera-se obter, sob o viés da bioprospecção, melhores resultados no 

tratamento desta enfermida, que tem engendrado prejuízos econômicos e sociais significativos 

na indústria de curtumes (GUIMARÃES et al., 2011) e afetando principalmente uma cultura 

de subsistência básica para os pequenos produtores nordestinos, onde a cadeia produtiva da 

pecuária de pequenos ruminantes envolve um número elevado de estabelecimentos rurais de 

pequeno porte (FARIAS et al., 2018).  

Por fim, visando encontrar estratégias que ofereçam alguma promessa clínica para LC, 

este trabalho avaliou a ação de extratos de própolis obtidos por diferentes métodos de extração 

e a ação de nanopartículas de prata biogênica como agentes antibactericida e antibiofilme contra 

C. pseudotuberculosis.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Corynebacterium pseudotuberculosis 

 

C. pseudotuberculosis pertence ao gênero Corynebacterium, o qual está incluído em um 

grupo supragenérico dos Actinomicetos que também inclui os gêneros Mycobacterium, 

Nocardiae Rhodococcus. Este grupo, chamado CMNR, é bastante heterogêneo, porém a 

maioria destas espécies compartilham características em comum, tais como a organização da 

parede celular, compostas principalmente de peptidoglicano, arabinogalactano e ácidos 

micólicos, bem como o elevado teor de guanina-citosina (G + C) do genoma (47-74%) 

(DORELLA et. al., 2006). 

Dentro deste gênero, destacam-se C. diphtheriae, C. ulcerans e C. pseudotuberculosis, 

que possuem grande importância em saúde humana e veterinária. C. diphtheriae é o agente 

etiológico da difteria (ZASADA, 2015). C. ulcerans é considerado um importante patógeno 

oportunista em infecções hospitalares, e pode causar difteria (OTSUJI et al., 2017). C. 

pseudotuberculosis tem grande importância veterinária por causar a linfadenite caseosa (LC) 

em pequenos ruminantes (WINDSOR et al., 2016). 

C. pseudotuberculosis é uma bactéria Gram-positiva intracelular facultativa e 

pleomórfica, variando de cocos a bacilos, medindo cerca de 0,5 μm a 0,6 μm por 1 μm a 3 μm 

em tamanho. Este patógeno não esporula, não possui cápsula e é imóvel. Apresenta-se como 

uma bactéria anaeróbia facultativa com condições ótimas de crescimento a 37 ºC em pH entre 

7.0 e 7.2. Na superfície do ágar e, se organiza em colônias opacas, de crescimento concêntrico 

e de coloração creme alaranjado (DORELLA et al., 2006; TRIPATHI et al., 2016). Em meio 

de cultivo líquido, cresce desenvolvendo um biofilme na superfície, sem turvação. A formação 

do biofilme na superfície é atribuída principalmente a lipídeos de superfície, e a quantidade 

destes lipídeos na membrana celular está diretamente correlacionada com a espessura do 

biofilme e a virulência da cepa bacteriana (MOURA COSTA, 2002).  

C. pseudotuberculosis é exigente do ponto de vista nutricional, necessitando de meios 

enriquecidos como ágar sangue, ágar BHI e caldo BHI. A bactéria produz β-hemólise 

característica em ágar sangue que pode não aparecer até 48 a 72h de incubação (MOURA 

COSTA, 2002), porém largas zonas de hemólise se desenvolvem na presença do 

Rhodococcusequino teste CAMP (OLIVEIRA et al., 2014a). Pode ser caracterizada por provas 
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bioquímicas, tais como produção de catalase, produção de urease e fermentação de carboidratos 

sem produção de gás, tais como maltose, manose, glicose, galactose (variável); não fermenta 

lactose; não tem atividade proteolítica, não hidrolisando a gelatina ou a caseína, e é oxidase 

negativo (SANTOS et al., 2019). 

A redução de nitrato em nitrito classifica as cepas que infectam principalmente equinos 

(biovar equi) e as cepas que infectam caprinos e ovinos (biovar ovis). Os bovinos podem ser 

infectados pelos dois biovares, com predomínio do biovar equi (SONGER et al., 1988; 

ARAÚJO et al., 2016; BARAÚNA et al., 2017). 

 

2.2 LINFADENITE CASEOSA 

 

A linfadenite caseosa (LC) é uma doença infecto-contagiosa, crônica, debilitante, 

causada por C. pseudotuberculosis. Eventualmente, a infecção pode ser encontrada em bovinos 

e equinos, causando a acne contagiosa e a linfangite ulcerativa, respectivamente (ARAÚJO et 

al., 2016; CORBEIL et al., 2016). Os suínos são descritos como hospedeiros da bactéria 

(OLIVEIRA et al., 2014), porém, em ovinos e caprinos, esta enfermidade assume importância 

econômica e sanitária (DORELLA et al., 2006; SELLERA et al., 2016). 

A LC é caracterizada principalmente pelo desenvolvimento de granulomas em 

linfonodos superficiais e viscerais, como também em diversos órgãos (SOUZA et al., 2011; 

SANTOS et al., 2019), com período de incubação podendo variar de 2 a 6 semanas (CHIRINO-

ZARRAGA et al., 2006). A doença culmina com duas manifestações, podendo ocorrer 

concomitantemente, levando a perdas econômicas significativas relacionadas à redução da 

produtividade e desempenho, bem como redução da eficiência reprodutiva dos animais 

infectados (DORELLA et al., 2006a; O'REILLY et al., 2010). Tais situações se tornam 

evidentes quando a bactéria coloniza órgãos reprodutivos e nódulos linfáticos associados 

causando orquite e infertilidade em machos e mastite e aborto em fêmeas (LATIF et al., 2015; 

OTHMAN et al., 2016; YITAGESU et al., 2020). 

As perdas econômicas são devidas ao caráter debilitante da doença (ARSENAULT et 

al., 2003; SEYFFERT et al., 2010), custos com medicamentos (GUIMARÃES et al., 2011) e 

por afetar uma cultura de subsistência básica para o pequeno produtor nordestino, onde a cadeia 

produtiva da pecuária de pequenos ruminantes envolve um número elevado de estabelecimentos 
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rurais de pequeno porte (FARIAS et al., 2018). Os prejuízos significativos também são 

observados nos curtumes regionais, devido as lesões de pele geradas pelos granulomas em 

linfonodos superficiais (GUIMARÃES et al., 2011). 

Diante de tais fatores, é importante considerar a LC como um problema de saúde 

pública, pois há 33 casos relatados na literatura científica de infecção em humanos em diversos 

países (Bastos et al. 2012). O relato mais recente descreve a infecção em uma estudante de 

medicina veterinária de 23 anos, previamente saudável, com um histórico de 4 semanas de 

sintomas leves das vias aéreas evoluindo para tosse com secreção purulenta.  O alto nível de 

identidade genômica compartilhada entre a cepa isolada do paciente e a cepa do curso apóia 

fortemente a hipótese de que a infecção foi adquirida durante o trabalho de laboratório, uma 

observação relevante para os profissionais de laboratório que trabalham com isolados de C 

pseudotuberculosis (HEGGELUND et al., 2015). 

 

2.3 EPIDEMIOLOGIA 

 

A ocorrência da LC é relatada em diversos países, tais como Argentina (AUAD et al., 

2018), Índia (KUMAR et al., 2012), Egito (AL-GAABARY et al., 2009), Tunísia (BEN SAID 

et al., 2002), Estados Unidos (HAAS et al., 2017), Canadá (ARSENAULT et al., 2003) e Brasil 

(FARIAS et al., 2018). No Brasil, estima-se que a maioria dos rebanhos esteja infectado, sendo 

os estados da região Nordeste os mais afetados, em razão de possuírem a maior concentração 

de rebanhos caprinos do país (IBGE, 2015). Um estudo de prevalência em caprinos de cinco 

estados do Nordeste realizado por Farias et al. (2018) concluiu que, dos 2571 caprinos 

avaliados, 783 (30,4%) foram soropositivos, sendo a menor prevalência de animais observada 

em Sergipe (22,5%), e a maior no Piauí (41,4%). 

Em Minas Gerais, um levantamento soroepidemiológico realizado por Seyffert et al. 

(2010) apresentou uma elevada soroprevalência (78,9%) de animais positivos para LC. No 

Distrito Federal, a soroprevalência da linfadenite caseosa em rebanhos comerciais de ovinos, 

determinada através de ELISA indireto, foi de 44% (CARMO et al., 2012). 

A transmissão ocorre por contato direto com secreções ou por fômites, e a entrada da 

bactéria no organismo é facilitada por lesões na pele (WILLIAMSON, 2001; ANDRADE et 

al., 2012). Animais infectados podem transmitir a infecção para muitos animais em um curto 
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período sob condições de contato próximo e fluxo de ar reduzido em galpões cobertos 

(OREIBY et al., 2014). 

 A frequência de infecção em linfonodos parotídeos indica que a ingestão de alimentos, 

a tosquia e a descorna possuem um papel importante na transmissão de LC em ovinos 

(O’REILLY et al., 2008). A falta de higiene das instalações, o contato direto entre animais 

infectados e a poeira são outros fatores de risco (O’REILLY et al., 2008).  

Os estudos epidemiológicos sobre LC realizados na Polônia entre 1996 e 2002 em 

rebanhos de cabras leiteiras evidenciaram que os principais fatores de risco foram a presença 

de machos soropositivos em um rebanho, presença de abscessos superficiais em animais, 

presença de sintomas respiratórios, presença de animais debilitados e a ocorrência de falhas 

reprodutivas em rebanhos (KABA et al., 2011). 

Considerando o papel socioeconômico da caprinocultura na região Nordeste do Brasil, 

Farias et al. (2019) identificaram a ausência de silagem de forragem, não separação dos animais 

por sexo ou por idade, não substituição dos caprinos idosos e não tratamento de caroços de LC 

antes da ruptura espontânea são os principais fatores de riscos da doença.  Outro importante 

fator de risco é a vegetação presente na região nordeste brasileira, caracterizada pela presença 

de numerosas plantas cactáceas que podem provocar lesões na pele dos animais (ANDRADE 

et al., 2012).  

 

2.4 PATOGENIA  

 

Após a entrada da bactéria no hospedeiro, há uma rápida disseminação do 

microrganismo para o linfonodo de drenagem local, onde se desenvolvem múltiplos 

granulomas microscópicos, que vão crescendo e se unindo até formar um granuloma maior. A 

disseminação da infecção também pode ocorrer através da circulação sanguínea ou pelo sistema 

linfático, o que pode resultar na formação de lesões em linfonodos internos e/ou pulmão, 

podendo também atingir outros tecidos e órgãos (BAIRD & FONTAINE, 2007). Estes incluem 

fígado, baço, rim, coração, glândula mamária, testículo, sistema nervoso central e articulações 

(DOMENIS et al., 2018). A infecção pode ocorrer através do contato entre o conteúdo caseoso 

da lesão e a pele ou mucosas íntegras dos animais sadios, ou onde existem soluções de 

continuidade (WASHBURN et al., 2013), ou, aerossóis (BASTOS et al., 2011).  
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Acredita-se que fosfolipase D (PLD, um importante fator de virulência de C. 

pseudotuberculosis, desempenhe um papel crítico na disseminação da bactéria no local da 

infecção (MOURA-COSTA, 2002). A fosfolipase D é uma exotoxina que possui atividade 

esfingomielinase e age causando a hidrólise das ligações éster da esfingomielina da membrana 

celular dos mamíferos, facilitando a disseminação bacteriana do sítio inicial de infecção para 

sítios secundários (DORELLA et. al., 2006; BAIRD & FONTAINEY, 2007). A PLD é capaz 

de ativar o sistema complemento, esgotando assim o complemento na região que circunda as 

bactérias invasoras e protegendo-as da opsonização. Ela pode prejudicar a quimiotaxia dos 

neutrófilos e, como consequência, diminuir a probabilidade de fagocitose no início da infecção 

(YOZWIAK E SONGER, 1993).  A expressão de Pld 

por C pseudotuberculosis intracelular desempenha um significativo na redução da viabilidade 

dos macrófagos após a infecção (MCKEAN et al., 2007).  

A infecção, seja em linfonodos, seja em outros órgãos, evolui com fagocitose por 

neutrófilos e macrófagos, multiplicação intracelular do C. pseudotuberculosis e degeneração e 

morte das células hospedeiras (DORELLA et. al., 2006). Em infecções naturais, o revestimento 

ceroso de ácidos micólicos fornecem à bactéria proteção mecânica, e possivelmente 

bioquímica, contra as enzimas hidrolíticas presentes nos lisossomos., permitindo resistência a 

fagocitose e sobrevivência dentro do hospedeiro como um parasita intracelular facultativo. 

(WILLIAMSON, 2001; BAIRD & FONTAINEY, 2007). Com a morte dos macrófagos, há 

liberação da bactéria e formação de uma lesão necrótica, ficando a bactéria livre para se 

disseminar para outros órgãos. Na tentativa de conter e eliminar o microrganismo, ocorre a 

formação de granulomas. (KURIA et al., 2001; KALIL et al., 2019). 

As lesões ocorrem em duas formas principais: superficial e visceral. A forma superficial 

é caracterizada pela formação de lesões nos gânglios linfáticos, com ou sem abcessos, de 

tamanhos variados e em diferentes locais, com conteúdo coloração amarelo-esverdeado ou 

branco-amarelado de consistência variando de purulenta a caseosa (DOMENIS et al., 2018). 

Clinicamente, a LC desenvolve abcessos em linfonodos superficiais na cabeça e no pescoço, 

sendo os gânglios linfáticos parotídeos mais comumente afetados nos ovinos e os linfonodos 

cervicais são os mais comumente afetados nos caprinos (AL-GABARY et al., 2009; OREIBY 

et al., 2014). A forma visceral está associada a lesões nos gânglios linfáticos internos, 

parênquima pulmonar e vísceras. As lesões também podem ser encontradas no fígado, nos rins, 

úber e, em menor frequência, no coração, nos testículos, nas articulações e no sistema nervoso 

central (DOMENIS et al., 2018). Exemplos de lesão são encontrados na Figura 1. 
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Figura 1 - Abcessos de linfadenite caseosa no fígado e nódulos linfáticos mesentéricos de 

pequenos ruminantes. (A) Granulomas associados à infecção por C. pseudotuberculosis em 

fígado de ovino; (B) lesão drenante em linfonodo submandibular de caprino.  

Fonte: WASHBURN, 2014 

 

2.5 DIAGNÓSTICO  

 

O diagnóstico da LC é fundamentado nos achados clínico e epidemiológicos, onde se 

observam a formação de lesões típicas, a presença de cicatrizes nos linfonodos superficiais ou, 

em casos mais raros, se o envolvimento de órgãos viscerais causar emagrecimento (conhecido 

como síndrome da ovelha magra) (WINDSOR, et al., 2011; AZEVEDO et al., 2012). O exame 

clínico por si só não é capaz de detectar todos os animais infectados no rebanho (MALONE et 

al., 2006), por isso vários métodos sorológicos foram desenvolvidos para superar o problema 

do diagnóstico subclínico da LC. Os ensaios desenvolvidos e considerados aplicáveis ao 

diagnóstico de LC são: o ensaio de microaglutinação (MENZIES &MUCKLE.,1989), teste de 

imunodifusão (RAMLAN et al., 2010), teste sinérgico de inibição de hemólise (JESKE et al., 

2013), Dot-blot (PRODHAN et al., 2013), Western blot (KABA et al., 2001), teste 

de hemaglutinação indireta (SHIGIDI, 1978) e PCR (ÇETINKAYA et al., 2002; BASTOS et 

al., 2012). 

Alguns testes sorológicos, como o ELISA, foram capazes de detectar animais portadores 

da forma visceral da LC e são eficazes em programas do controle da enfermidade (DERCKSEN 

et al., 2000; MALONE et al., 2006; REBOUÇAS et al., 2013). O ELISA indireto, utilizando 

as proteínas CP40 e PLD em forma recombinante, surge como uma ferramenta promissora que 

pode ser utilizada em pesquisas epidemiológicas e programas de controle de LC devido à sua 
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alta precisão na detecção de cabras e ovelhas infectadas por C. pseudotuberculosis (BARRAL 

et al., 2019) 

O isolamento de C. pseudotuberculosis feito diretamente do material purulento de 

linfonodos permanece como um dos procedimentos mais fidedignos de diagnóstico, o qual é 

considerado o teste padrão ouro. As amostras de linfonodos com lesões são coletadas para 

exame de esfregaço e exame microbiológico, seguida por identificação bioquímica de isolados 

(KALIL et al., 2019; SANTOS et al., 2019).  

A identificação de bactérias corineformes é realizada de forma bem estabelecida pelo  

sistema API Coryne (API-bioMérieux, Inc., La Balme lês Grottes, France). Esse método 

consiste em uma bateria de 21 testes bioquímicos que podem ser realizados entre 24 e 48 horas. 

O sistema contém 20 tubos contendo substratos que permitem testes para 11 enzimas 

(pirazinamidase, pirrolidonilarilamidase, ß-galactosidase, fosfatase alcalina, α-glucosidase, N-

acetilglucosaminidase, ß-glucoronidase, redução de nitrato e hidrólise de esculina e uréia) e 8 

testes de fermentação de carboidratos (glucose, ribose, D-xilose, manitol, maltose, lactose, 

sacarose e glicogênio).  

Um ensaio de PCR com base no gene 16S rRNA foi desenvolvido para identificação 

de isolados de C. pseudotuberculosis. Embora sendo útil para estimar a prevalência de LC nos 

animais estudados, a técnica apresentou algumas limitações de dependência da cultura 

bacteriana e não foi suficientemente específico para distinguir C. pseudotuberculosis de C. 

ulcerans (ÇETINKAYA et al., 2002). A fim de melhorar a detecção de C. 

pseudotuberculosis por PCR, Almeida et al. (2017) desenvolveram um ensaio de PCR 

quadruplex com os genes 16S, narG, rpoB e pld, aumentando o valor diagnóstico e detecção 

simultânea das cepas de C. pseudotuberculosis biovares equi e ovis. 

 

 2.6 TRATAMENTO 

 

Atualmente, o tratamento baseia-se na drenagem e limpeza das lesões, utilizando 

solução de iodo a 10%. Porém, este método representa elevados riscos de contaminação 

ambiental, por ruptura espontânea e inesperada de lesão ou por exposição do patógeno ao 

ambiente externo através dos abcessos. A aplicação de tintura de iodo a 10% e hipoclorito de 

sódio a 2,5% nas lesões de animais afetados pelo LC não tem sido eficaz para controlar a 
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enfermidade, além de serem responsáveis pelas reações de dor e edema na região dos gânglios 

linfáticos (SANTIAGO et al., 2013). 

A espessa cápsula formada em torno das lesões típicas e à natureza espessa e caseosa 

do conteúdo contido dentro da cápsula torna a antibioticoterapia um tratamento. Com isso, os 

antibióticos conseguem eliminar apenas os microrganismos presentes nas lesões superficiais, 

não atingindo aqueles contidos nas lesões ou em abcessos internos (WILLIAMSON, 2001; 

BAIRD & FONTAINE, 2007). Uma alternativa à abertura e drenagem para o tratamento de 

ovinos e caprinos com linfadenite caseosa foi proposta por Washburnet et al. (2009), onde 

conseguiram a resolução de lesões de infecção um mês após o tratamento com o uso de 

tulatromicina e penicilina; entretanto, o uso dessas drogas exige tempo de carência prolongados 

antes que o leite ou a carne sejam vendidos para consumo humano.  

Sendo as terapias com antibióticos ineficazes no tratamento da LC, a excisão cirúrgica 

associada ao uso de compostos com propriedades antimicrobiana tem apresentado resultados 

promissores. O uso de uma pomada à base de própolis verde como agente terapêutico para o 

tratamento pós-cirúrgico da LC em ovinos foi eficiente devido à aceleração da cicatrização da 

ferida cirúrgica, recuperação capilar, inibição da contaminação da ferida e crescimento 

bacteriano (KALIL et al., 2019). Santos et al. (2019) também verificaram ação notável de uma 

pomada à base de nanopartículas de prata biogênicas (AgNPs) no tratamento pós-cirúrgico da 

LC. Os animais tratados com AgNP demonstraram uma cicatrização mais rápida, 

uma diminuição da contaminação da ferida, nenhum efeito tóxico aparente e uma atividade 

antimicrobiana significativa de AgNPs sobre os isolados de C. pseudotuberculosis. 

 

2.7 PREVENÇÃO E CONTROLE 

 

Devido à capacidade do patógeno em persistir no meio ambiente e na dificuldade em 

detectar os animais com infecção subclínica nos rebanhos, a prevenção tem sido a melhor 

alternativa, a qual pode ser feita através de inspeções periódicas do rebanho, isolamento dos 

animais doentes, limpeza das instalações e tratamento e desinfecção de qualquer tipo de 

ferimento superficial (WILLIAMSON, 2001; COLOM-CADENA et al., 2014; SÁ et al., 2018).  

Atualmente, a medida de controle com melhor custo-benefício contra a introdução da 

LC no plantel seria a imunização. A eficácia da vacina nos rebanhos depede do programa de 
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vacinação, bem como das recomendações dos fabricantes quanto as doses e reforços anuais 

(WINDSOR et al., 2011).Vários relatos na literatura mostram diferentes tipos de vacinas 

oferecendo níveis de proteção variáveis contra LC, com o uso de bactérias atenuadas, mortas, 

frações contendo antígenos da parede bacteriana, do sobrenadante de cultura bacteriana, mistura 

de componentes celulares e sobrenadante, proteínas recombinantes e DNA (EGGLETON et al., 

1991; ELLIS et al., 1991; FONTAINE et al., 2006; WINDSOR et al., 2011; COLOM-

CADENA et al., 2014; MOUSSA et al., 2016; BRUM et al., 2017).  

A principal medida de controle atual se baseia em procedimentos de manejo cujo 

objetivo é evitar a disseminação bacteriana. Todos os instrumentos de uso comunitário devem 

ser descontaminados com desinfetantes após contato com cada animal. Os galpões, troncos de 

tosquia e baias de contenção também devem ser desinfetados (WINDSOR et al., 2011). É 

sugerida a retirada de animais soropositivos e com lesões superficiais do rebanho como medida 

de controle na fase inicial da infecção e com prevalência inferior a 60% (O'REILLY et al., 

2010).  

Outras medidades de controle incluem um manejo dos animais durante a tosquia, que 

deve ser iniciada pelos animais mais jovens e deixando por últimos aqueles com leões 

palpáveis. As lesões dos animais devem ser desinfetadas. Agentes bactericidas devem ser 

adicionados à água a ser utilizada no banho dos animais. No caso de caprinos confinados, deve-

se evitar equipamentos que constituam possíveis fontes de traumas, como arames. Além disso, 

deve-se realizar a quarentena dos animais recém adquiridos, mesmo que a antiga propriedade 

tenha o históricno livre da patologia (AL-GAABARYet al., 2009).  

 

2.8 BIOFILME 

 

Um biofilme é um conjunto de células microbianas associadas a uma superfície, 

envoltas por uma matriz de substância polimérica extracelular (EPS). Os biofilmes podem se 

formar em uma ampla variedade de superfícies, incluindo tecidos vivos, dispositivos médicos, 

tubulações industriais ou de sistemas de água potável ou sistemas aquáticos naturais 

(DONLAN, 2002; SKNOWNLEY et al., 2004). Dependo do ambiente em que foi 

desenvolvido, materiais não celulares, tais como cristais minerais, partículas de corrosão, 

partículas de argila ou componentes sanguíneos podem ser encontrados na sua matriz 

(DONLAN, 2002). 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0921448809002156
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A capacidade de formar biofilmes é um atributo universal das bactérias. A maioria das 

bactérias na natureza não existem de forma independente, mas persistem em comunidades 

multicelulares organizadas e metabolicamente ativas em superfícies naturais ou artificiais 

(LOPEZ et al., 2010). 

 

2.8.1 Formação do biofilme e Quorum sensing 

 

A formação do biofilme bacteriano passou a ser reconhecida como um processo de 

desenvolvimento complexo, multifacetado e dinâmico (KOSTAKIOTO et al., 2013). A 

transição do crescimento planctônico para o biofilme envolve diversas etapas em respostas aos 

fatores ambientais, múltiplas redes regulatórias e tradução de sinais para mudanças combinadas 

de expressão gênica (RASAMIRAVAKA et al., 2015). 

Segundo Stoodley et al. (2002), os estágios envolvidos no desenvolvimento do biofilme 

incluem (I) a fixação reversível da bactéria a uma superfície; (II) fixação irreversível mediada 

pela formação de material exopolimérico; (III) formação de microcolônias e início da 

maturação do biofilme; (IV) formação de biofilme maduro com estrutura tridimensional 

contendo células acondicionadas em cachos com canais de água, permitindo o transporte de 

nutrientes e a remoção de resíduos; e (V) descolamento e dispersão das células do biofilme e 

início da formação de novo biofilme (as células dispersas são mais semelhantes às células 

planctônicas do que às células maduras do biofilme). Uma representação simplificada desse 

processo pode ser encontrada na Figura 2. 

Dentro da comunidade bacteriana, as células se comunicam entre si por meio de 

comunicação baseada em sinais químicos conhecido como quorum sensing (QS). O papel do 

QS é modular as funções celulares, patogênese baseada na densidade populacional, aquisição 

de nutrientes, transferência de material genético entre as células, motilidade e síntese de 

metabólitos secundários e a sincronização da expressão diferencial de genes para regular as 

características de virulência e formação de biofilme (PREDA et al., 2019; MUNIR et al., 2020). 
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Figura 2. Representação esquemática das distintas etapas da formação de biofilme 

bacteriano. 

 

 

Fonte: DUFOUR et al. (2012) 

 

Esse sistema de sinalização depende da capacidade dessas bactérias de sintetizarem 

pequenas moléculas sinalizadoras intracelularmente, que são passivamente ou ativamente 

trocadas com o ambiente circundante. O acúmulo de moléculas de sinais é compatível com o 

aumento da população bacteriana e, quando a densidade bacteriana excede um limite de 

“quoração”, os níveis correspondentes de sinais podem induzir uma resposta sincronizada na 

expressão gênica em toda a população (LI & NAIR, 2012). Essas moléculas de sinais são 

chamadas de autoindutores, e desencadeiam o processo QS ao se ligar a receptores cognatos, 

que por sua vez regulam a transcrição de muitos genes que estão envolvidos no comportamento 

dependente de densidade celular (Figura 3) (LI & NAIR, 2012). Esses processos são 

importantes para os biofilmes e em diversos tipos de infecções e doenças, controlando a 

expressão do gene de virulência, processos fisiológicos celulares ou a aderência microbiana e a 

formação de biofilme (PREDA et al., 2019) 
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Figura 3 - Esquema dos sistemas de detecção de quorum em bactérias Gram-negativas 

(A) e bactérias Gram-positivas (B). 

 

Fonte: POLKADE et al., 2016 

 

2.8.2 Componentes estruturais 

 

Todos os biofilmes contêm uma matriz extracelular que mantém as células unidas. A 

natureza do exopolissacarídeo da matriz é variável e depende das condições de crescimento, 

meio e substrato. Geralmente, a matriz é composta por um biopolímero de polissacarídeo 

associado com outros componentes, tais como DNA ou proteínas (LOPEZ et al., 2010). 

Até o momento, os estudos sobre a composição do biofilme de C. pseudotuberculosis 

são escassos. Em uma abordagem proteômica para avaliar as diferenças entre o proteoma das 

cepas CAPJ4 (cepa formadora de biofilme) e CAP3W (cepa não formadora de biofilme), Sá et 

al. (2021) observaram que a expressão das proteínas Trehalose corinomicolil transferase B, N-

Acetimuramil-L-Alanina Amidase (CwlM) e D-alanil-D-alanina carboxipeptidase em CAPJ4 

está associada a componentes da parede celular. Segundo Bucher et al. (2015), a formação de 

uma parede celular bacteriana é necessária para a formação do biofilme bacteriano e 

interferências na parede celular pode prejudicar a formação do biofilme em bactérias Gram-

positivas. 

O primeiro estudo para demonstrar a composição bioquímica de biofilme de 

C. pseudotuberculosis usando espectroscopia Raman foi realizado por Yacoob et al. (2020). 
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Este estudo mostrou a presença de picos espectrais Raman associados a grupos de proteínas, 

que desempenham papéis cruciais na fixação inicial à superfície, estabilização da matriz do 

biofilme desenvolvimento de arquiteturas de biofilme tridimensionais. Os picos espectrais 

Raman em 668 cm −1 (CN + (CH3) 3 str., Lipídios) e 1650 cm −1 (C C e C O, lipídios) 

foram encontrados no biofilme, indicando que os lipídios estão presentes na membrana 

plasmática e na matriz extracelular. Por fim, picos espectrais Raman associados ao grupo de 

carboidratos (1400 cm −1, 1450 cm −1, 1650 cm −1 e 1725 cm −1) foram identificados e podem 

representar componentes importantes da matriz extracelular do biofilme bacteriano.  

Outros estudos com Corynebacterium spp têm sido concentrados na formação de 

biofilme em superfícies hidrofílicas e hidrofóbicas e na influência do fibrinogênio plasmático 

humano (FBG) na formação do biofilme. O estudo realizado Souza et al. (2015) demonstrou a 

capacidade que diversos isolados de C. striatum possuem em aderir a várias superfícies 

abióticas e formar biofilmes em um modelo de cateter in vitro. As cepas multirresistentes 

(MDR) e susceptíveis a múltiplas drogas (MDS) de C. striatum foram capazes de aderir em 

diferentes níveis a superfícies de plástico carregadas negativamente (poliestireno) e 

positivamente carregadas (vidro). 

De acordo com os estudos realizados por Mattos-Guaraldi & Formiga (1991), Mattos-

Guaraldi et al. (1999) e Gomes et al. (2013), as superfícies celulares carregadas negativamente 

de C. striatum e sua aderência ao cateter de poliuretano podem ser parcialmente explicadas pela 

carga elétrica positiva associada a este polímero. Além disso, as substâncias amorfas 

depositadas ou glicocálice observadas em torno das microcolônias de C. striatum nas 

superfícies dos cateteres de poliuretano sugerem que esta bactéria pode produzir ou atrair 

substâncias que fortalecem sua fixação a superfícies inertes in vitro. 

Vários microrganismos utilizam proteínas da matriz extracelular, tais como o 

fibrinogênio, para aumentar sua capacidade de interagir com diferentes células e superfícies 

abióticas. Souza et al. (2015) observaram a produção de biofilme de 

C. pseudodiphtheriticum em filmes condicionantes de fibrinogênio e fibronectina. Quando 

comparadas com a formação de biofilme em superfícies de poliestireno não revestido, as 

superfícies revestidas com fibrinogênio e/ou fibronectina aumentaram a formação de biofilme. 

Proteínas exógenas de mamíferos podem estimular a formação de biofilme bacteriano 

(AKIYAMA et al. 1997; BONIFAIT et al. 2008). A fibronectina solúvel no plasma interage 

com várias bactérias e a fibronectina da superfície celular pode servir como um receptor na 
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aderência de bactérias às células epiteliais hospedeiras (HYNES, 1990). Schwarz-Linek et 

al. (2003) demonstraram que as proteínas de ligação a fibronectina (FnBPs) medeiam não 

apenas a adesão bacteriana às células hospedeiras, mas também a absorção de bactérias pelas 

células e a formação de biofilme. Em cepas de Streptococcus suis, a propriedade de ligação de 

fibrinogênio permitiu que as bactérias se ligassem umas às outras por meio de pontes cruzadas 

mediadas pelo fibrinogênio (BONIFAIT et al. 2008) e contribuiu para a produção de biofilme. 

 

2.9 NANOTECNOLOGIA 

 

A nanotecnologia é uma área emergente da ciência que envolve a engenharia 

de partículas nanométricas utilizando vários métodos físicos e químicos (KHARE et al., 

2014).  A National Nanotechnology Initiative (NNI, 2010) define a nanotecnologia como (i) o 

desenvolvimento de tecnologia nos níveis atômico, molecular ou macromolecular, na escala de 

comprimento de 1–100 nm; (ii) criação e uso de estruturas, dispositivos e sistemas que possuem 

novas propriedades e funções devido ao seu tamanho pequeno e/ou intermediário; e (iii) 

capacidade de controlar ou manipular na escala atômica/molecular. 

A pesquisa e o desenvolvimento da nanotecnologia são muito ativas no mundo todo, e 

a nanotecnologia já é usada em centenas de produtos, incluindo protetores solares, cosméticos, 

têxteis e equipamentos esportivos (BAYRAM et al., 2015; MARSLIN et al.,  2015; RAMOS 

et al., 2017; THIRUVENGADAM et al., 2018; PALADINI & POLLINI, 2019). A 

nanotecnologia também está sendo desenvolvida para melhora na biodistribuição de drogas, 

desenvolvimento de biossensores e outras aplicações biomédicas (SAINI et al., 2010). Além 

disso, a nanotecnologia também está sendo aplicada para uso ambiental, como na limpeza de 

poluentes (KHARE & MOHAPATRA, 2009). 

 

2.9.1 Síntese nanopartículas (NPs) 

 

Existem diferentes métodos para a síntese de nanopartículas e esses métodos são 

divididos em duas classes principais: a abordagem de cima para baixo (“top-down”) e a 

abordagem de baixo para cima (“bottom-up”). Uma representação desses processos pode ser 

encontrada na Figura 4. 

Figura 4 - Síntese de nanopartículas por meio de abordagens biológicas e físico-químicas 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/nanotechnology
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/sunscreen
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Fonte: JADOUN et al., 2020 

Na abordagem top-down o método destrutivo é utilizado. Os materiais se decompõem 

em partículas menores e, em seguida, essas partículas menores se transformam em 

nanopartículas. O método de decomposição térmica, a moagem, o método litográfico, a ablação 

a laser e outras metodologias destrutivas são exemplos de síntese Top-down (IJAZ et al., 2020). 

A abordagem bottom-up envolve a geração de nanopartículas a partir de pequenas unidades, 

como moléculas e átomos. Neste método, a segregação controlada de átomos ou moléculas 

ocorre conforme eles são montados nas nanoestruturas desejadas, com intervalo de tamanho 

de 2 a 10 nm. O método do arco de plasma, processo de deposição de vapor químico, 

decomposição orgânica de metal, pirólise a laser, método de solgel, síntese úmida e processos 

de automontagem são alguns métodos bottom-up (KUMAR et al., 2017). 

A síntese verde de nanopartículas é mais ecológica e representa um avanço em relação 

a outros métodos porque é simples, econômica, relativamente reproduzível, resulta em 

materiais mais estáveis e não há necessidade de alta pressão, energia, temperatura ou produtos 

químicos tóxicos (DEVATHA & THALLA, 2018). Esta síntese pode ser realizada com fungos 

(GUILGER-CASAGRANDE & LIMA, 2019), algas (KHANNA et al., 2019), bactérias 

(IRAVANI, 2014) e plantas (NARAYANAN e SAKTHIVEL, 2011). Algumas partes de 

plantas, como folhas, frutos, caule, sementes e raízes têm sido utilizadas para a síntese de 

nanopartículas devido à presença de fitoquímicos em seus extratos, os quais atuam como 

agentes estabilizadores e redutores (KUPPUSAMY et al., 2016).  
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2.9.2 Atividade antimicrobiana de Nanopartículas (NP) 

 

O surgimento gradual de populações de bactérias resistentes a antibióticos, resultante 

do uso indevido e abuso total de antibióticos, tornou-se hoje um grande problema de saúde 

pública de proporções globais (REYGAERT, 2018). Devido à resistência aos antibióticos 

convencionais e aumento das infecções bacterianas, que são uma das principais causas de 

infecções crônicas e mortalidade, as nanopartículas têm recebido atenção crescente por seus 

potenciais efeitos e aplicações antimicrobianas (WANG et al., 2017). Os mecanismos de 

resistência incluem a expressão de enzimas que modificam ou degradam antibióticos, como β-

lactamases e aminoglicosídeos, modificação de componentes celulares, como da parede celular 

na resistência à vancomicina ou mesmo de ribossomos na resistência à tetraciclina, ou a 

expressão de bombas de efluxo, que fornecem resistência simultânea contra vários antibióticos 

(MUNITA & ARIAS, 2016). 

Nanopartículas possuem atividade antimicrobiana que pode superar mecanismos de 

resistência comuns, incluindo inativação de enzimas, diminuição da permeabilidade celular e 

aumento de efluxo por meio da super expressão de bombas de efluxo, para escapar da atividade 

antibacteriana de agentes antimicrobianos (SEIL & WEBSTER, 2012) (Figura 5). Além disso, 

NPs conjugadas com antibióticos mostram efeitos sinérgicos contra bactérias, inibem a 

formação de biofilme e têm sido utilizadas para combater patógenos multirresistentes 

(PELGRIFT E FRIEDMAN, 2013; BAPTISTA et al., 2018). 

Diversas características das NPs as tornam alternativas aos antibióticos tradicionais. A 

grande proporção entre a área de superfície e o volume dos NPs aumenta a área de contato com 

os organismos-alvo. NPs podem atuar em nanoescala, interagindo com células bacterianas, 

regulando a penetração da membrana celular e interferindo nas vias moleculares (VARIER et 

al., 2019).  
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Figura 5 - Diferentes mecanismos de ação das NPS nas células bacterianas. 

 

 

A destruição e a interferência na formação do biofilme são outros mecanismos 

significativos das nanopartículas, pois retratam uma medida importante no progresso da 

resistência bacteriana (MARKOWSKA et al., 2013; MU et al., 2016). A atividade antibiofilme 

de nanopartículas de prata (AgNPs) foi demonstrada em vários estudos. Siddique et al. (2020) 

observaram que a produção de substância polimérica extracelular diminuiu após o tratamento 

com AgNP, enquanto o vazamento de proteína celular aumentou devido a taxas mais elevadas 

de ruptura da membrana celular por AgNPs. A porcentagem de inibição do biofilme foi de 64% 

para Klebsiella pneumoniae cepa MF953600 e 86% para a cepa MF953599 com AgNP na 

concentração de 100 μg/ml. 

A ação antimicrobiana de AgNPs sintetizadas a partir de extratos extracelulares 

de Phanerochaete chrysosporium (PchNPs) diminuiu significativamente o teor de ácidos 

graxos de Escherichia coli, o que sugere uma perda da integridade da membrana. Além disso, 

NPs biogênicas exibiram atividade de interrupção do biofilme e erradicação 

de biofilmes de E. coli e Candida albicans em uma concentração de 3,0×10 -2 nM (ESTEVEZ 

et al., 2020). 
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Singh et al. (2018) investigaram a produção e ação antibacteriana de 

nanopartículas obtidas a partir de extratos de rizoma de Rhodiola rosea contra Pseudomonas 

aeruginosa e E. coli no intervalo de concentração de 1,6 – 200 µg/ml. As nanopartículas 

inibiram a formação de biofilme em P. aeruginosa e E. coli em concentrações menores do que 

a concentração inibitória mínima (MIC). A inibição significativa na formação de biofilme 

observada foi de 6,25 µg/ml para AgNPs e 12,5 µg/ml para AuNPs. Esses resultados sugerem 

que o uso de extratos de rizoma da planta medicinal R. rosea representa uma alternativa viável 

para a produção de nanopartículas verdes com efeitos anti-biofilme. 

 

2.9.3 Ação das AgNPS 

 

As nanopartículas de prata (AgNPs) estão emergindo como as principais 

nanopartículas devido à sua propriedade antimicrobiana única. Essas nanopartículas são 

eficazes contra um amplo espectro de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, incluindo 

várias bactérias multirresistentes (ARYA et al., 2019).  

AgNPs podem se ancorar na parede celular bacteriana e, consequentemente, infiltrar-se 

nela (Figura 6A). Essa ação causará alterações físicas na membrana bacteriana, como o dano à 

membrana, que pode levar ao vazamento do conteúdo celular e morte bacteriana (SEONG & 

LEE, 2017). 

A atividade antibacteriana das AgNPs em bactérias Gram-negativas é mais evidente do 

que em bactérias Gram-positivas. Essa diferença pode ser explicada pelas características 

estruturais da parede celular de bactérias Gram-positivas (30 nm) e bactérias Gram-negativas 

(3-4 nm), as quais são compostas principalmente por peptidoglicano (CHATTERJEE et al., 

2015). 

 

A atividade antibacteriana pode ser aumentada alterando a carga superficial de AgNPs 

para alcançar uma força de atração mais forte (Figura 6C). Diferenças nos valores de potencial 

zeta entre as bactérias e AgNPs pode desencadear uma melhor internalização das partículas. A 

carga positiva confere atração eletrostática entre as AgNPs e carrega negativamente a 

membrana celular dos microrganismos, facilitando assim a fixação de AgNPs nas membranas 

celulares (ABBASZADEGAN et al., 2015; MANDAL et al., 2015). AgNPs podem causar a 
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morte bacteriana pela produção de altos níveis de espécies reativas de oxigênio (ROS) e 

espécies de radicais livres (Figura 6B), tais como peróxido de hidrogênio, ânion superóxido, 

radical hidroxila, ácido hipocloroso e oxigênio (QUINTEROS et al., 2016). 

 

Figura 6 - Mecanismos antibacterianos de AgNPs. 

 

 

FONTE: QING et al., 2018 

 

AgNPs menores possuem uma maior área de superfície em contato com as células 

bacterianas e podem atingir o citoplasma com mais frequência do que as nanopartículas maiores 

(Figura 6B). No citoplasma, podem interagir com proteínas, lipídios e DNA levando à 

disfunção bacteriana e morte. A interação do AgNP com os ribossomos leva à sua desnaturação, 

causando a inibição da tradução e da síntese de proteínas (QING et al., 2018). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar a capacidade inibitória e bactericida de nanopartículas de prata e de extratos de 

própolis obtidos por diferentes metodologias sobre C. pseudotuberculosis, bem como suas 

capacidades de inibição de formação de biofilme e disrupção de biofilme formado. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

a) Avaliar a formação de biofilme em cepas referências e isolados clínicos de C. 

pseudotuberculosis; 

b) Determinar a atividade antibiofilme de extrato etanólico de própolis verde, extrato 

supercrítico de própolis vermelha e nanopartículas de prata em biofilmes consolidados 

de C. pseudotuberculosis; 

c) Avaliar a capacidade de interferência de extrato etanólico de própolis verde, extrato 

supercrítico de própolis vermelha e nanopartículas de prata na formação de biofilme por 

C. pseudotuberculosis; 

d) Avaliar a morfologia e ação antibiofilme de nanopartículas de prata através da 

microscopia eletrônica de varredura. 
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4 HIPÓTESE 

 

Extratos de própolis e nanopartículas de prata biogênicas tem atividade de inibição de 

formação e disrupção de biofilmes de C. pseudotuberculosis. 
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Resumo 

Atualmente, a maioria das estratégias de remediação de biofilme envolve o desenvolvimento 

de agentes inibidores da formação e disrupção do mesmo. Nesse contexto, a própolis surge 

como um agente antibiofilme graças ao seu alto potencial antibacteriano conferido pelos seus 

compostos bioativos. Este estudo objetivou avaliar a atividade antibiofilme de extratos de 

própolis verde e vermelha em C. pseudotuberculosis. Para isso, foram utilizadas quatro cepas 

de referência e isolados clínicos de C. pseudotuberculosis produtores de biofilme, os quais 

foram tratados em sua forma planctônica e de biofilme com diferentes extratos de própolis. O 

extrato etanólico de própolis verde foi eficaz na disrupção do biofilme consolidado de C. 

pseudotuberculosis, com maior atividade para a cepa CAPJ4 e os isolados clínicos. A atividade 

antimicrobiana em biofilme consolidado do extrato supercrítico de própolis vermelha foi 

inferior a atividade antimicrobiana do extrato etanólico de própolis verde, porém encontramos 

atividade antibiofilme significativa na maior concentração testada contra o isolado 96. Os 

extratos de própolis foram eficazes em interferir na formação de biofilme de C. 

pseudotuberculosis, com porcentagem de inibição superior a 50% e impedindo a formação 

incial do biofilme da maioria dos isolados. Em suma, os extratos etanólico de própolis verde e 

supercrítico de própolis vermelha podem ser considerados como agentes alternativos no 

tratamento de biofilme bacteriano, visto que foi capaz de causar disrupção e controlar a 

formação do biofilme de C. pseudotuberculosis. 

 

Palavras-chave: compostos naturais, linfadenite caseosa, extração supercrítica 
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Introdução 

 

A linfadenite caseosa (LC) é uma doença crônica e infecciosa que comumente infecta 

caprinos e ovinos. A doença causa inflamação do nódulo linfático, resultando na formação de 

material caseoso nos nos gânglios linfáticos superficiais e internos, bem como nos órgãos 

internos (1). Corynebacterium pseudotuberculosis é o agente etiológico da LC. Este 

microrganismo é um patógeno intracelular obrigatório, pleomórfico, Gram-positivo e produz 

uma potente exotoxina, conhecida como fosfolipase D, que é considerada o principal fator de 

virulência (2). Acredita-se também que a gravidade desta enfermidade esteja associada à 

formação de biofilme do organismo causador (3). 

A formação de biofilmes microbianos é uma razão importante para o fracasso da terapia 

antimicrobiana.  Os biofilmes estão tipicamente envolvidos em infecções crônicas persistentes 

e representam uma das principais ameaças da medicina moderna (4). Atualmente, a maioria das 

estratégias de remediação de biofilme envolve o desenvolvimento de agentes inibidores de 

biofilme, destinados a prevenir os estágios iniciais da formação de biofilme, ou agentes de 

dispersão de biofilme, destinados a interromper a comunidade de células de biofilme (5).  

Nesse contexto, a própolis surge como um agente antimicrobiano graças ao seu alto 

potencial biológico conferido pelos seus compostos bioativos, como os compostos fenólicos, 

flavonoides, aldeídos e álcoois aromáticos, sesquiterpenos e naftaleno (6,7). Sendo assim, com 

este estudo objetivou avaliar a atividade antibiofilme de extratos de própolis verde e vermelha 

em C. pseudotuberculosis. 

 

Material e Métodos 

 

Definição dos extratos de própolis para ensaio de determinação da concentração inibitória 

mínima de biofiome (MBIC) 

A escolha dos extratos de própolis do presente estudo está baseada nos resultados da 

atividade antibacteriana de extratos etanólicos e supercríticos de própolis vermelha, verde e 

marrom em cepas de C. pseudotuberculosis (8). Quando comparada a ação antibacteriana dos 

extratos supercríticos e etanólicos de própolis, o extrato etanólico de própolis verde e o extrato 

supercrítico de própolis vermelha apresentaram melhores atividades antibacterianas contra as 

cepas de C. pseudotuberculosis (Tabela Suplementar 1 e Figura Suplementar 1). A partir 
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deste resultado, utilizamos os melhores extratos para realização dos testes de concentração 

inibitória mínima de biofilme e interferência na formação de biofilme.   

 

Obtenção, processamento e caracterização das amostras de própolis  

A obtenção, processamento e caracterização das amostras de própolis brasileira do 

presente estudo foram descritas por Machado et al. (9). A amostra de própolis vermelha (RAL) 

foi originada do estado de Alagoas, enquanto a amostra de própolis verde (GPR) foi originada 

do estado do Paraná. Aproximadamente 700-1000g de amostras de própolis foram doadas pela 

empresa Apis Nativa Produtos Naturais (Prodapys-Santa Catarina-Brasil), no período de julho 

a setembro de 2013. As amostras de própolis foram trituradas em um moedor (Cadence-Brasil) 

e posteriormente peneiradas (malha 60) para obter uma granulometria adequada 

(aproximadamente 0,250 mm), aumentando assim a área superficial, e homogeneizada para 

iniciar os processos de extração. Os teores de umidade, proteína, conteúdo de cinzas, lipídios 

totais, conteúdo mineral e a quantificação da atividade da água são descritos nas Tabelas 1 e 2.  

Na Tabela 3 são apresentados os resultados da composição química dos extratos de própolis 

vermelha e verde. 

 

Tabela 1 - Determinação do teor de umidade, sólidos totais e cinzas totais de amostras de 

própolis vermelha e verde coletadas em diferentes regiões do Brasil. RAL – própolis 

vermelha de Alagoas; GPR – própolis verde do Paraná. 

Amostras Umidade (%) Sólidos Totais (%) 
Cinzas Totais  

(%) 

RAL 7.03±0.42 92.97±0.42 0.96±0.03 

GPR 7.13±0.12 92.87±0.12 3.15±0.03 

Fonte: Adaptado de MACHADO et al. (9). 
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Tabela 2 - Determinação do teor de proteína bruta, lipídios totais, fibras brutas e atividade 

da água (aw) de amostras de própolis vermelha e verde coletadas em diferentes regiões do 

Brasil. RAL – própolis vermelha de Alagoas; GPR – própolis verde do Paraná. 

Amostras Proteína (%) Lipídios (%) Aw (%) Fibra (%) 

RAL 2.30±0.05 66.33±0.01 0.689±0.01 7.66±0.90 

GPR 9.98±0.83 48.72±1.29 0.688±0.02 20.89±1.39 

Fonte: Adaptado de MACHADO et al. (9). 

 

Tabela 3 - Determinação do teor de compostos fenólicos totais (mg EAG/g), flavonóides 

(mg EQ/g), atividade antioxidante por DPPH (IC50) e ABTS (%) dos extratos de diferentes 

amostras de própolis brasileiras obtidas por extração etanólica (EtOH) e por SFE (SCO2). 

RAL SCO2– extrato supercítico de própolis vermelha de Alagoas; GPR EtOH – extrato 

etanólico de própolis verde do Paraná. 

Amostras 
Compostos fenólicos 

totais (mg EAG/g) 

Flavonóides  

(mg EQ/g) 
DPPH(IC50) 

ABTS (%)  

(Trolox 1 mg.ml-1) 

RAL SCO2 157.16±0.01 40.65±0.01 183.11±0.31 82.80±3.50 

GPR EtOH 179.52±0.01 39.90±0.01 157.39±0.26 89.90±1.80 

Fonte: Adaptado de MACHADO et al. (9). 

 

Extração etanólica de própolis verde  

O extrato de própolis foi preparado de acordo Machado et al. (9). Foram adicionados 15 

ml de etanol (80%) em 2 g de própolis. A extração ocorreu em uma temperatura de 70°C durante 

30 minutos sob agitação constante em uma incubadora Shaker (MA 420 / MARCONI-Brasil), 

com rotação de 710 x g. Em seguida, centrifugou-se o extrato (Centrifuga SIGMA 2-16 KL) a 

8800 x g durante 11 min a 5 ° C. No final da centrifugação, o sobrenadante foi transferido para 

um recipiente de 50 ml e foram adicionados 10 ml de etanol (80%) ao resíduo do tubo, onde a 

centrifugação foi repetida. Os sobrenadantes foram homogeneizados e mantidos a 50 ° C até 

estarem completamente secos. Em seguida, os extratos foram armazenados em tubos cobertos 
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com folha de alumínio em condições atmosféricas inertes (N2), a fim de evitar a degradação do 

material.   

 

Metodologia de extração de própolis vermelha com fluido supercrítico (co2) utilizando 

etanol como co-solvente  

A extração foi realizada na unidade de Extração Supercrítica (Supercritical Fluids SFT-

110) do SENAI CIMATEC. A unidade é equipada com bomba para dióxido de carbono líquido, 

rotâmetro, cilindro de CO2 (99% de pureza), totalímetro e uma célula de extração de 100 mL. 

A amostra de própolis vermelha foi extraída a 40°C, pressão de 300 bar, S / F de 110 (massa de 

CO2 [solvente] / massa de própolis [soluto]), 1% de co-solvente (etanol m / m), fluxo de CO2 de 6 g 

/ min e tempo total de extração de aproximadamente 2 h 30 min (9). 

 

Cepas Bacterianas  

 

Para a análise in vitro da susceptibilidade bacteriana aos extratos de própolis, foram 

utilizadas quatro cepas de referência de C. pseudotuberculosis : a cepa 1002, que é utilizada 

como referência no projeto do genoma da bactéria (10)e já teve seu todo genoma sequenciado 

(GenBank CP001809.2); a cepa VD57, que é uma cepa altamente virulenta isolada de uma lesão 

de LC de caprino (11), que possui genoma sequenciado (GenBank CP009927.1); a cepa N1, 

que é uma cepa viscerotrópica isolada de uma lesão pulmonar de LC de ovelha (12), com 

genoma sequenciado (CP013146); ; e a cepa CAPJ4 (13), que é uma cepa produtora de biofilme 

e possui o genoma sequenciado (CP026499). Todas as cepas de C. pseudotuberculosis aqui 

utilizadas pertencem ao biovar ovis. Também foram adicionados ao experimento isolados 

oriundos de amostras caseosas coletadas de ovinos submetidos à excisão da lesão de LC (1). 

 

Ensaio de formação de biofilme 

A análise semi-quantitativa da produção de biofilme seguiu a metodologia descrita por 

Kalil et al. (1). Isolados de C. pseudotuberculosis foram inoculados em 3 mL de Caldo Triptona 

de Soja (TSB) e incubados a 37 °C até obtenção de densidade óptica (DO) de 0.2 

(aproximadamente 3 x108 UFC/mL de E. coli) por espectroscopia de absorção UV-vis ( λ = 595 



63 

 

nm). Em seguida, 200 μL dessa suspensão bacteriana foram transferidos para microplacas 

estéreis e incubados a 37 ° C por 48 h. Após a incubação, o conteúdo de cada poço foi aspirado 

e os poços foram lavados duas vezes com 200 μL de PBS 0,01 M pH 7,2. As bactérias que 

permaneceram aderidas foram fixadas com 200 μL de metanol e deixadas na incubadora até a 

secagem. Os poços foram então corados com 200 μL de uma solução de violeta cristal a 2% 

por 5 min e depois lavados com água destilada. O corante impregnado nas células bacterianas 

aderentes foi então eluído com 160 μL de uma solução de ácido acético a 33%. Como controle 

negativo para este teste, utilizamos poços com TSB e sem inóculo. A cepa CAPJ4 de C. 

pseudotuberculosis foi utilizada como cepa controle formadora de biofilme. A DO de cada 

poço foi medida em um comprimento de onda de 595 nm. Para caracterizar a intensidade de 

formação do biofilme, foram utilizadas as seguintes equações, onde ODI indica a densidade 

óptica do isolado e ODNC representa a densidade óptica do controle negativo: ODI ≤ ODNC = 

nenhum desenvolvimento de biofilme; ODI / ODNC ≤ 2 = formação fraca de biofilme; ODI / 

ODNC ≤ 4 = capacidade moderada de produção de biofilme; ODI / ODNC> 4 = forte 

capacidade de produção de biofilme [15]. 

 

Determinação da concentração inibitória mínima em biofilme (MBIC) 

O ensaio de ação antibiofilme dos extratos de própolis seguiu a metodologia de Nostro 

et al.(14), com adaptações. Os isolados de C. pseudotuberculosis foram inoculados em 3 mL de 

TSB e incubados a 37 °C por 48 horas. Após esse período, as suspensões bacterianas foram 

padronizadas em caldo TSB com DO de 0.2 em comprimento de onda de 595 nm, e 200 µL 

destas suspensões foram transferidas para os poços das microplacas e incubadas a 37 °C por 

48h. Após a consolidação do biofilme, levando em consideração concentrações sub-ótimas (1, 

2 e 4 mg/mL) obtidas anteriormente em ensaios de concentração inibitória mínima (MIC) em 

C. pseudotuberculosis planctônico, 200uL dos extratos de própolis foram inoculados nos poços 

com biofilme consolidado. Em seguida, as microplacas foram incubadas em estufa 

bacteriológica a 37 °C por 48 horas. A DO, mensurada em 595 nm, foi determinada logo após 

a adição do antimicrobiano (DO0h), em 24h (DO24h) e 48h (DO48h) após o experimento. A 

MBIC foi definida como a concentração mais baixa do antimicrobiano em que não houve 

aumento dependente do tempo no número médio de células viáveis do biofilme quando um 

tempo de exposição precoce foi comparado com um tempo de exposição posterior (15). 
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Ensaio de interferência na formação de biofilme 

Para avaliar a ação dos extratos de própolis na interferência na formação de biofilme, os 

isolados de C. pseudotuberculosis foram inoculados em 3 mL de TSB e incubados a 37 °C por 

48 horas. Após esse período, as suspensões bacterianas foram padronizadas em caldo TSB com 

DO de 0.2 em comprimento de onda de 595 nm. Em seguida, 100 μL das suspensões bacterianas 

padronizadas e 100 μL dos extratos de própolis, em diferentes concentrações (8, 4, 2 e 1 

mg/mL), foram inoculados nos poços de uma microplaca estéril e incubados a 37 °C por 48 

h. O biofilme formado foi detectado após 48 horas e a porcentagem de inibição da produção do 

biofilme foi calculada considerando as suspensões bacterianas controle que não foram 

incubadas com extratos (1). 

 

Microscopia Eletrônica de Varredura 

Os biofilmes consolidados expostos e não expostos aos extratos de própolis foram 

fixados sequencialmente em dois fixadores: (i) glutaraldeído 2,5% em tampão cacodilato de 

sódio 0,1 M, pH 7,4, por 1-2 h, seguido por três lavagens com o mesmo tampão; (ii) tetróxido 

de ósmio 1% em cacodilato de sódio 0,1 M por 1 h em temperatura ambiente, e lavado três 

vezes com tampão cacodilato de sódio 0,1 M, pH 7,4. Após a fixação, os biofilmes foram 

desidratados em concentrações crescentes de etanol (de 30%, 50%, 70, 90% e álcool absoluto) 

e secos em equipamento Ponto Crítico Leica CPD 030 com CO2 como meio de transição. Os 

biofilmes foram examinados pelo microscópio eletrônico de varredura (MEV) JEOL (JSM-

6390LV), operando em 15kV. 

 

Análise estatística 

A porcentagem de inibição do biofilme foi calculada pela seguinte fórmula (16): 

% inibição de biofilme= 1 - OD595 de C. pseudotuberculosis tratada com extrato x100 

       OD 595 de C. pseudotuberculosis não tratado 

Os dados foram expressos como média + desvio padrão. Os resultados foram analisados 

por meio do teste t e análise de variância (ANOVA), com nível de significância estatística de 

95% (p < 0,05). O software utilizado para a análise foi o GraphPad Prism 8.   
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Resultados 

 

O teste de determinação da capacidade de produção de biofilme (Figura 1) classificou 

todas as bactérias como formadoras de biofilme. As cepas 1002, N1 e VD57 foram 

caracterizadas como produtoras moderadas de biofilme. A cepa CAPJ4 foi caracterizada como 

forte produtora de biofilme, enquanto os isolados clínicos tiveram diferentes comportamentos: 

5 em 21 (23,8 %) foram fracas produtoras de biofilme, 15 em 21 (71,4 %) tinham um perfil 

moderado de produção de biofilme, e 1 em 21 (4,8 %) era forte produtora de biofilme.  

Os resultados da atividade antibiofilme do extrato etanólico de própolis verde indicam 

que houve disrupção do biofilme consolidado de C. pseudotuberculosis. Foi obsevada uma 

diferença na ação antibiofilme do extrato nas primeiras 24 horas (p < 0,02) para as cepas 1002 

e N1 em comparação ao período total de avaliação de 48 horas. Uma ação antibiofilme 

moderada foi encontrada para a cepa de referência para produção de biofilme CAPJ4 (p < 0,006) 

e para os isolados clínicos 06 e 15 (p = 0,009) na concentração de 8mg/mL. O extrato foi mais 

eficaz na disrupção do biofilme do isolado 96 (p < 0,0001) , com redução do biofilme igual ou  

superior a 65% na concentração de 8mg / mL em até 48 horas (Figuras 2 e 3). 

Em relação aos resultados de inibição do extrato supercrítico de própolis vermelha 

(Figura 4 e 5), ficou evidente que atividade antibiofilme em C. pseudotuberculosis foi inferior 

ao extrato etanólico de própolis verde. As porcentagens de inibição entre as cepas de referência 

e os isolados clínicos atingiram no máximo 39 % no microrganismo mais sensível, o isolado 

96. Encontramos também uma atividade antibiofilme significativa (p < 0,03) na concentração 

de 8 mg/ mL entre todas as concentrações testadas frente o isolado clínico 15. 
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Figura 1. Semi-quantificação de biofilme de cepas de referência e isolados clínicos de Corynebacterium pseudotuberculosis. A linha tracejada 

indica  o valor de  médio  do controle negativo (DO595 < 0,116), fraco produção de biofilme  (DO595 entre 0,116 e 0,232), moderado produção de 

biofilme (DO595 entre 0,232 e 0,464) e forte produção de biofilme (DO595 > 0,464). As barras indicam o desvio padrão de dois experimentos 

independentes.  
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Figura 2. Atividade antibiofilme do extrato etanólico de própolis verde (GPR EtOH) em 

biofilme consolidado de C. pseudotuberculosis. Cepas 1002 (A), N1 (B), VD57 (C) e CAPJ4 

(D).  As barras representam o desvio padrão de três experimentos independentes. Os valores 

acima das barras representam o valor médio de disrupção de biofilme consolidado (%). (%). Os 

asteriscos indicam diferenças estatísticas entre as células bacterianas tratadas com diferentes 

concentrações de extratos de própolis e em diferentes tempos, analisadas por meio de análise 

de variância (one-way ANOVA) e teste t. *p = 0,02; **p < 0,006.
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Figura 3. Atividade antibiofilme do extrato etanólico de própolis verde (GPR EtOH) em 

biofilme consolidado de C. pseudotuberculosis. Isolados clínicos 05 (E), 06 (F), 15 (G) e 96 

(H).  As barras representam o desvio padrão da porcentagem de inibição dos isolados. Os valores 

acima das barras representam o valor médio de disrupção de biofilme consolidado (%). Os 

asteriscos indicam diferenças estatísticas entre as células bacterianas tratadas com diferentes 

concentrações de extratos de própolis e em diferentes tempos, analisadas por meio de análise de 

variância (one-way ANOVA) e teste t. ***p = 0,009; ****p < 0,0001. 
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Figura 4. Atividade antibiofilme do extrato supercrítico de própolis vermelha (RAL SCO2) 

em biofilme consolidado de C. pseudotuberculosis. Cepas 1002 (A), N1 (B), VD57 (C) e CAPJ4 

(D). As barras representam o desvio padrão da porcentagem de inibição dos isolados. Os valores 

acima das barras representam o valor médio de disrupção de biofilme consolidado (%). Os 

asteriscos indicam diferenças estatísticas entre as células bacterianas tratadas com diferentes 

concentrações de extratos de própolis e em diferentes tempos, analisadas por meio de análise de 

variância (one-way ANOVA) e teste t. 
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Figura 4. Atividade antibiofilme do extrato supercrítico de própolis vermelha (RAL SCO2) 

em biofilme consolidado de C. pseudotuberculosis. Isolados clínicos 05 (E), 06 (F), 15 (G) e 96 

(H).  As barras representam o desvio padrão da porcentagem de inibição dos isolados. Os valores 

acima das barras representam o valor médio de disrupção de biofilme consolidado (%). Os 

asteriscos indicam diferenças estatísticas entre as células bacterianas tratadas com diferentes 

concentrações de extratos de própolis e em diferentes tempos, analisadas por meio de análise de 

variância (one-way ANOVA) e teste t. *p < 0,03;  

 

O extrato etanólico de própolis verde foi eficaz na interferência da formação de biofilme 

de C. pseudotuberculosis, com interferência superior a 50% na maioria das cepas de referência e 

isolados clínicos, exceto para a cepa 1002 (Tabela 4). 
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Tabela 4. Interferência por extrato etanólico de própolis verde na formação de biofilme de 

C. pseudotuberculosis. Os resultados são expressos em porcentagem de redução de formação de 

biofilme (%) e desvio padrão, e correspondem à média de três experimentos independentes. 

  
Concentração de extrato etanólico de própolis verde 

(mg/mL) 

Cepa de C. 

pseudotuberculosis 
8 4 2 1 

1002 53 + 33 48 + 19  60 + 24 48 + 24 

N1 44 + 30 46 + 20 45 + 21 30 + 18 

VD57 80 + 24 67 + 17 74 + 12 61 + 18  

CAPJ4 82 + 16 75 + 20  71 + 31 53 + 42 

Isolado 05 79 + 7 76 + 7 79 + 9  78 + 6 

Isolado 06 40 + 22 64 + 14 51 + 24 42 + 27 

Isolado 15 74 + 13 84 + 10 86 + 8 83 + 9 

Isolado 96 83 + 7 86 + 8 86 + 7 76 + 10 

      

 

O extrato supercrítico de própolis vermelha também mostrou ser eficaz na interferência da 

formação de biofilme de C. pseudotuberculosis com redução maior que 50% entre a maioria dos 

isolados, exceto para a cepa 1002 (Tabela 5). 

A ação de interferência na formação de biofilme também é visualizada pela redução da 

DO595 dos isolados após 48 horas sob ação dos extratos de própolis. O extrato etanólico de própolis 

verde impediu a formação de biofilme entre a maioria dos isolados nas maiores concentrações 

testadas (4, 2 e 1 mg/mL). Entretanto, é possível observar uma fraca formação de biofilme no 

isolado clínico 05 em todas as concentrações.  As cepas N1 e CAPJ4 e o isolado 05 formaram um 

fraco biofilme nas menores concentrações de extrato (Figuras 6 e 7).  
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Tabela 5. Interferência por extrato supercrítico de própolis vermelha na formação de 

biofilme de C. pseudotuberculosis. Os resultados são expressos em porcentagem de redução de 

formação de biofilme (%) e desvio-padrão, e correspondem à média de três experimentos 

independentes. 

 
Concentração de extrato supercrítico de própolis 

vermelha (mg/mL) 

Cepa de C. 

pseudotuberculosis 
8 4 2 1 

1002 21 + 14 36 + 17 34 + 31 48 + 33 

 N1 49 + 9 59 + 10 43 + 16 46 + 19 

VD57 87 + 7 80 + 8 73 + 3 65 + 17 

Cepa CAPJ4 68 + 8 80 + 7 82 + 9 79 + 17 

Isolado 05 77 + 8 79 + 8 75 + 15 73 + 16 

Isolado 06 39 + 16 79 + 11 61 + 24 74 + 10 

Isolado 15 70 + 11 83 + 7 81 + 7 75 + 6 

Isolado 96 86 + 6 85 + 5 84 + 10 85 + 14 

 

 

O extrato supercrítico de própolis vermelha impediu a formação de biofilme entre a maioria 

dos isolados nas maiores concentrações testadas (4, 2 e 1 mg/mL) semelhante ao extrato etanólico 

verde. Porém, menor ação antibiofilme do extrato supercrítico vermelho foi observada na cepa 

1002 em todas as concentrações. Uma fraca formação de biofilme também é observada na cepa 

N1 e no isolado 05 na concentração de 1 mg/mL (Figura 8 e 9). 
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Figura 6. Interferência na formação de biofilme do extrato etanólico de própolis verde em 

cepas referências de C. pseudotuberculosis. Cepas 1002 (A), N1 (B), VD57 (C) e CAPJ4 (D). 

As barras representam o desvio padrão da DO595.  A linha tracejada indica  o valor de  médio  do 

controle negativo (DO595= 0.136). Os asteriscos indicam diferenças estatísticas entre as células 

bacterianas não tratadas e tratadas com diferentes concentrações de própolis, analisadas por meio 

de análise de variância (one-way ANOVA). *p < 0,05; **p < 0,04; *** p < 0,003; **** p < 0,0001. 
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Figura 7. Interferência na formação de biofilme do extrato etanólico de própolis verde em 

isolados clínicos de C. pseudotuberculosis. Cepas 1002 (A), N1 (B), VD57 (C) e CAPJ4 (D). 

As barras representam o desvio padrão da DO595.  A linha tracejada indica  o valor de  médio  do 

controle negativo (DO595= 0.136). Os asteriscos indicam diferenças estatísticas entre as células 

bacterianas não tratadas e tratadas com diferentes concentrações de própolis, analisadas por meio 

de análise de variância (one-way ANOVA). *p < 0,05; **p < 0,04; *** p < 0,003; **** p < 0,0001. 
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Figura 8. Interferência na formação de biofilme do extrato supercrítico de própolis vermelha 

em cepas referência de C. pseudotuberculosis. Cepas 1002 (A), N1 (B), VD57 (C) e CAPJ4 

(D). As barras representam o desvio padrão da DO595.  A linha tracejada indica  o valor de  médio  

do controle negativo (DO595= 0.136) e de C. pseudotuberculosis com fraca produtoção de biofilme  

(DO595> 0.136) após o tratamento. Os asteriscos indicam diferenças estatítiscas entre as células 

bacterianas não tratadas e tratadas com diferentes concentrações de própolis, analisadas por meio 

de análise de variância (one-way ANOVA). *p < 0,05; **p < 0,02; *** p < 0,005; **** p < 0,0001. 
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Figura 9. Interferência na formação de biofilme do extrato supercrítico de própolis vermelha 

em isolados clínicos de C. pseudotuberculosis.  Isolados clínicos 05 (E), 06 (F), 15 (G) e 96 (H).  

As barras representam o desvio padrão da DO595.  A linha tracejada indica  o valor de  médio  do 

controle negativo (DO595= 0.136) e de C. pseudotuberculosis com fraca produção de biofilme  

(DO595> 0.136) após o tratamento. Os asteriscos indicam diferenças estatítiscas entre as células 

bacterianas não tratadas e tratadas com diferentes concentrações de própolis, analisadas por meio 

de análise de variância (one-way ANOVA). *p < 0,05; **p < 0,02; *** p < 0,005; **** p < 0,0001. 

 

O biofilme de C. pseudotuberculosis cultivado por 48 horas apresentou uma morfologia 

celular semelhante às células planctônicas, exibindo formas pleomórficas, como cocos e 

bastonetes, e tamanhos variados (Figura 10A, 10B e 11A). Foi possível notar a presença de 
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macrocolônias de biofilme maduro (Figura 11 B), cuja principal característica é a formação de 

uma matriz exopolissacarídea amorfa. 

O efeito dos extratos etanólico de própolis verde e supercrítico de própolis vermelha em 

biofilme consolidado é mostrado nas Figuras 1 e 2. Nenhuma mudança significativa foi observada 

quanto a disrupção do biofilme de C. pseudotuberculosis. O biofilme apresentou mudanças 

significativa apenas na morfologia, com predominância de formas de cocos e ausência de uma 

matriz extracelular amorfa que outrora foi encontrado nos biofilmes não tratados. Alterações na 

morfologia celular foi obsevada em algumas células bacterianas, que apresentaram aumento de 

tamanho e deformidade. Portanto, foi evidente que os extratos de própolis apresentaram atividade 

antibiofilme contra os biofilmes consolidados de C. pseudotuberculosis. 
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Figura 10. Micrografias representativas de microscopia eletrônica de varredura da estrutura de 

biofilmes maduros de C. pseudotuberculosis não expostos (A e B) e expostos ao extrato etanólico 

de própolis verde (C, D.E e F). As setas brancas indicam deformidades celulares.   
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Figura 11. Micrografias representativas de microscopia eletrônica de varredura da estrutura de 

biofilmes maduros de C. pseudotuberculosis não expostos (A e B) e expostos ao extrato 

supercrítico de própolis vermelha (C, D, E e F). A seta azul indica a presença da matriz de 

exopolissacarídeo em uma macrocolônia de biofilme maduro. As setas brancas indicam 

deformidades celulares. 
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Discussão 

 

Neste estudo investigamos a formação de biofilme em superfície abiótica por cepas de 

referência e isolados clínicos de C. pseudotuberculosis. Em geral, as características bacterianas 

que determinam o grau de fixação a tais superfícies são de natureza físico-química (17), tais como 

temperatura, pH e força iônica e mais notadamente a hidrofobicidade, que é determinada pela 

composição geral da superfície bacteriana (18). De Souza et al. (19) relatam a forte aderência da 

cepa 1987/I-MDR de C. striatum em superfície do cateter de poliuretano, vidro e em placas de 

microtitulação de poliestireno de 96 poços carregada negativamente. Em isolados fecais de 

Rhodococcus equi, a glicose parece ser um substrato importante para a formação de biofilme em 

placas de microtitulação de 96 poços (20), enquanto que em C. pseudotuberculosis, os carboidratos 

fornecem a estrutura para biofilmes, permitindo a estratificação da população bacteriana e a troca  

de nutrientes e resíduos (3). 

Com base em perfis metabolômicos globais, bactérias com fraca e forte formação de 

biofilme apresentam-se como dois grupos distintos. Bactérias com fraca formação de biofilme 

produzem mais metabólitos do que bactérias com forte produção de biofilme. A fraca formação 

de biofilme produz uma quantidade maior e mais diversa de metabólitos, indicando atividades 

metabólicas endógenas mais altas (especialmente o metabolismo lipídico), com as bactérias 

apresentando uma maior tendência de permanecer em seu estado planctônico, de flutuação livre, 

do que bactérias com forte produção de biofilme (21). Tais resultados podem justificar os perfis 

distintos da produção de biofilme entre os isolados de C. pseudotuberculosis. 

Bactérias com produções de biofilme de fraca a forte aderência podem apresentar fenótipos 

MDR (multirresistência) e esta característica pode desempenhar um papel vital nos processos 

patológicos por um longo período ao resistir ao efeito dos mecanismos de defesa imunológica e 

de agentes antimicrobianos (22). A princípio, não foi possível observar uma associação entre a 

formação de biofilme dos isolados clínicos do nosso estudo e o caráter crônico da LC, pois não 

houve diferenças significativas nos parâmetros clínicos dos animais e nem efeito sobre os níveis 

da resposta humoral específica para C. pseudotuberculosis notados em estudo anterior (1). 

Produtos naturais derivados de plantas possuem atividades antimicrobiana e antibiofilme 

in vitro. Os principais efeitos antibiofilme de produtos naturais baseiam-se principalmente na 

inibição da formação da matriz exopolimérica, na supressão da adesão e fixação celular, 

interrupção da geração de matriz extracelular e diminuição da produção de fatores de virulência, 
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bloqueando assim a rede quorum sensing e o desenvolvimento do biofilme (23).  A própolis tem 

sido alvo de diversos estudos por ser uma fonte promissora de compostos bioativos, como os 

compostos fenólicos, flavonoides, isoflavonoides, triterpenóides, benzofenonas preniladas, ácido 

caféico, ácido elágico, ácido p- cumário, vitexina, luteolina, rutina, quercetina e apigenina, que 

conferem principalmente atividades antibacterianas e antifúngicas (24). Observamos uma menor 

eficácia dos extratos de própolis em biofilmes consolidados de algumas cepas de referência e 

isolados clínicos de C. pseutuberculosis, muito provavelmente porque bactérias em biofilmes são 

inerentemente mais tolerantes ao tratamento antimicrobiano quando comparadas diretamente às 

células planctônicas da mesma cepa (5), e as concentrações aqui utilizadas paras os ensaios se 

basearam em valores de MIC obtidos para as células planctônicas.  

Diversos estudos descrevem a atividade antibiofilme de extratos de própolis contra 

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. De Marco et al. (25) concluíram que os extratos de 

própolis e resina Populos nigra foram capazes de inibir a formação de biofilme de P. aeruginosa. 

Os extratos etanólicos de própolis utilizados por Grecka et al. (26) eliminaram efetivamente o 

biofilme de S. aureus, bem como as células planctônicas com valores de concentração de 

erradicação de biofilme (MBEC50) de até 128 µg / mL. Deve-se considerar que a atividade dos 

extratos de própolis em biofilme consolidado pode estar associada as características do próprio 

microrganismo, principalmente quando o mecanismo de ação dos extratos está relacionado a seu 

efeito na permeabilidade da membrana celular e rompimento da parede celular. Isto é evidente 

quando se observa que a atividade antibacteriana da própolis é maior em bactérias Gram-negativas 

do que Gram-positivas devido a estrutura espécie-específica da membrana externa das bactérias 

Gram-negativas e pela produção de enzimas hidrolíticas que quebram os ingredientes ativos da 

própolis (27,28). A maioria das espécies do gênero Corynebacterium são caracterizadas por uma 

arquitetura complexa da parede celular, cuja camada externa de ácidos micólicos é funcionalmente 

equivalente à membrana externa de bactérias Gram-negativas, e na camada superior é encontrado 

material de superfície externa composto de polissacarídeos, glicolipídios e proteínas livres, 

incluindo proteínas da camada S, pili e outras proteínas (29).  

De todo modo, nossos resultados são promissores, visto que há um progresso recente em 

pesquisas utilizando produtos naturais com o objetivo de enfrentar a resistência e tolerância a 

antibióticos, que são atuais problemas globais (30). Isso se torna mais evidente quando estudos 

recentes, como descrito por Rampacci et al. (31) , demonstrou experimentalmente que o aumento 

das concentrações de MIC (10x) de azitromicina e rifampicina sozinhas e combinadas não 

erradicou o biofilme pré-formado de Rhodococcus equi, enquanto que um isolado resistente à 
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rifampicina produziu uma matriz extracelular excepcionalmente abundante. Em biofilme de C. 

diphtheriae, todas as cepas aumentaram a formação de biofilme no vidro após o tratamento com 

concentrações subMICs de eritromicina, enquanto apenas uma cepa aumentou a aderência ao vidro 

após o cultivo na presença de concentrações subMICs penicilina. Tais resultados indicam que a 

formação de biofilme induzida por esses antibióticos podem contribuir para o insucesso da terapia 

antimicrobiana contra infecções por C. diphtheriae (32), o que difere dos nosso dados onde as 

concentrações subinibitória dos extratos de própolis demonstraram alguma eficácia frente aos 

biofilmes consolidados de C. pseudotuberculosis. 

Sabe-se que a extração com etanol obtém extratos de própolis pobre em cera e ricos em 

compostos biologicamente ativos, enquanto que com a extração com fluido supercrítico, é possível 

obter compostos lipofílicos que, do ponto de vista qualitativo, apresentam uma composição 

diferente de moléculas bioativas em comparação com os extratos obtidos por técnicas 

convencionais (27,33). Entretanto, quando comparamos os dois métodos de extração de própolis, 

etanólico e supercrítico, não observamos diferenças significativas na atividade antibacteriana para 

a inibição dos biofilmes de C. pseudotuberculosis. 

Os extratos de própolis foram mais eficientes na prevenção a colonização e redução da 

fixação de C. pseudotuberculosis na superfície da microplaca. Tais resultados indicam que os 

extratos própolis também podem ser úteis em estratégias de intervenção na formação de biofilme, 

as quais têm sido adotadas quando há resistência inerente dos biofilmes consolidados aos agentes 

antimicrobianos (34,35). De fato, diversos estudos com extratos de diferentes locais revelam a 

capacidade que os extratos de própolis possuem na interferência da formação de biofilme 

bacteriano. O extrato própolis verde brasileira é capaz de inibir o crescimento de biofilme dentário 

de Streptococcus mutans (36), enquanto o extrato de etanólico de própolis albanesa reduz de forma 

significativa (81%) a formação precoce de biofilme de Pseudomonas aeruginosa (37). 

Investigamos o mecanismo de ação dos extratos etanólico de própolis verde e supercrítico 

de própolis contra cepas de C. pseudotuberculosis protegidas por um biofilme maduro. As 

micrografias obtidas através do microscópio eletrônico de varredura corroboram com os achados 

obtidos pelo teste de quantificação em microplaca, revelando a capacidade de formação de 

biofilme dos isolados bacterianos.  

Conforme as imagens de MEV, a sobrevivência de bactérias em biofilme pode ser afetada 

por diferentes tratamentos com própolis. Quando um biofilme de S. epidermidis é tratado com 

extrato etanólico e acetato de etila de própolis a redução da sobrevivência é de apenas 10%. Por 
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outro lado, a ação de nanopartículas de quitosana-própolis reduz a sobrevivência em 70%, 

resultando em ruptura do biofilme e diminuição do número de bactérias (38). Bryan et al. (39) 

observaram que os biofilmes de S. aureus foram mais suscetíveis ao extrato etanólico de própolis 

Russa (3% p/v) em comparação aos biofilmes de E. coli. Apenas o tratamento de própolis a 20% 

p/v resultou em inativação completa dos biofilmes bacterianos, indicado que a atividade 

antibiofilme é dependente da quantidade extrato. De tal modo, podemos concluir que a 

concentração máxima utilizada no nosso estudo deve ser considerada como subótima devido a 

sobrevivência e alterações encontradas nos biofilmes de C. pseudotuberculosis. 

 

Conclusão 

 

Observamos que uma atividade antibiofilme dos extratos de própolis em uma comunidade 

microbiana séssil e já estruturada de cepas de referência e isolados clínicos de C. 

pseudotuberculosis. Os biofilmes consolidados da cepa de referência CAPJ4 e do isolado clínico 

96 apresentaram uma maior sensibilidade frente aos extratos etanólico e supercríticos de própolis. 

Os resultados trabalho também indicam que os extratos de própolis foram mais eficazes como 

um agente capaz de interferir na formação do biofilme bacteriano de C. pseudotuberculosis.  

Embora os estudos de biofilme de C. pseudotuberculosis sejam recentes, acreditamos que 

futuras investigações através da análise metabolômica e proteômica possam ajudar na elucidação 

da formação e consolidação do biofilme, bem como o mecanismo de resistência aos 

antimicrobianos deste patógeno.  
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Material suplementar  

 

Tabela suplementar 1 –MICs e MBCs de extrato supercrítico de própolis vermelha e extratos 

etanólicos de própolis vermelha, verde e marrom frente aos isolados de C. pseudotuberculosis 

pelo método de microdiluição em caldo. Os números representam a média de dois experimentos 

independentes. 

 

 1002 VD57 N1 

Amostras 
Intervalo 

(mg) 

MIC 

(mg) 

MBC 

(mg) 

MIC 

(mg) 

MBC 

(mg) 

MIC 

(mg) 

MBC 

 (mg) 

RAL SCO2  0.016 – 8 ≥ 4 ≥ 8 ≥ 4 ≥ 4 ≥ 4 ≥ 4 

RAL EtOH 0.016 – 8 ≥ 4 ≥ 8 ≥ 8 ≥ 8 ≥ 4 ≥ 4 

GPR EtOH 0.016 – 8 ≥ 2 ≥ 4 ≥ 8 ≥ 8 ≥ 4 ≥ 4 

BSC EtOH 0.016 – 8 > 8 > 8 ≥ 8 ≥ 8 > 8 > 8 
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Figura Suplementar 1. Atividade antimicrobiana dos extratos etanólico e supercrítico de 

própolis vermelha, verde e marrom sobre C. pseudotuberculosis, cepa 1002 (A), N1 (B) e 

VD57 (C). Os resultados são expressos como médias de dois experimentos diferentes cada. 

*Diferença estatística significativa com p < 0,05 no de Wilcoxon signed-rank quando comparados 

o extrato de própolis marrom e todos os extratos testados, e ** Diferença estatística significativa 

com p < 0,05 entre os extratos de própolis vermelha supercrítica e verde etanólica.  
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Resumo 

 

C. pseudotuberculosis é um patógeno gram-positivo intracelular facultativo que tem grande 

importância veterinária por causar a linfadenite caseosa (LC) em pequenos ruminantes. A LC é 

uma doença crônica caracterizada pelo desenvolvimento de granulomas encapsulados em 

linfonodos superficiais e viscerais, cujo tratamento clínico é geralmente refratário à terapia 

antibiótica. Um importante fator de virulência do gênero Corynebacterium é a capacidade de 

produção de biofilme, entretanto pouco se sabe sobre a produção de biofilme em 

C. pseudotuberculosis e resistência a antimicrobianos. As nanopartículas de prata (AgNPs) são 

consideradas promissores agentes antimicrobianos, que oferecem várias vantagens, tais como a 

atividade de amplo espectro, menor potencial de indução de resistência e atividade antibiofilme. 

Diante disso, este estudo objetivou avaliar a ação antibacteriana de AgNPs em 

C. pseudotuberculosis, por meio da determinação de concentração inibitória mínima (MIC), 

concentração mínima bactericida (MBC), ação de antibiofilme e visualização da moforlogia de 

biofilme tratado e não tratado através da microscopia eletrônica de varredura. Encontramos 

diferenças entre cepas de referência e isolados clínicos de C. pseudotuberculosis na capacidade de 

formação biofilme e na resposta após exposição as AgNPs. A solução coloidal de AgNP reduziu 

de forma significativa os biofilmes consolidados de C. pseudotuberculosis em todas as 

concentrações testadas. As AgNPs agiram durante 48h em C. pseudotuberculosis controlando a 

mudança entre a forma planctônica e séssil, impedindo a fixação e colonização do biofilme em 

microplaca. As imagens da microscopia eletrônica de varredura mostraram uma ação de AgNP na 

superfície de biofilmes consolidados. Os resultados do estudo demonstram o potencial das AgNPs 

para atuar como agentes antibiofilme em C. pseudotuberculosis. 

Palavras-chave: agentes antimicrobianos, linfadenite caseosa, nanotecnologia, pequenos 

ruminantes  
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Introdução 

 

C. pseudotuberculosis é um patógeno gram-positivo intracelular facultativo que tem grande 

importância veterinária por causar a linfadenite caseosa (CL) em pequenos ruminantes (Windsor 

et al., 2016). A CL é caracterizada principalmente pelo desenvolvimento de granulomas 

encapsulados em linfonodos superficiais e viscerais, como também em diversos órgãos (Oreiby et 

al., 2014). Sendo o C. pseudotuberculosis um agente zoonótico, é importante considerar a CL 

como um problema de saúde pública, com casos relatados na literatura científica de infecção em 

humanos em diversos países (Bastos et al., 2012) 

O tratamento clínico da LC é geralmente refratário à terapia antibiótica, provavelmente 

devido à espessa cápsula formada em torno das lesões típicas e à natureza espessa e caseosa do 

conteúdo contido dentro da cápsula. Também, os antibióticos eliminam apenas o patógeno das 

lesões superficiais, mas ainda podem existir lesões e/ou abcessos internos (Williamson, 2001; 

Fontaine & Baird, 2008).  

Um importante fator de virulência do gênero Corynebacterium é a capacidade de produção 

de biofilme (Guedes et al., 2015). Essa estrutura é um agregado de microcolônias envoltas por uma 

matriz de polissacarídeos, formando comunidades organizadas que permitem a comunicação entre 

si, aderindo a qualquer superfície biológica, o que poderia explicar parte da resistência à ação dos 

antimicrobianos (Vestby et al., 2020) e biocidas (Sá et al., 2013) 

Atualmente, há uma necessidade urgente de buscar novas alternativas para o tratamento e 

controle de doenças infecciosas, e as nanopartículas de prata (AgNPs) estão sendo consideradas 

como promissores agentes antimicrobianos, que oferecem várias vantagens, como a atividade de 

amplo espectro e menor potencial de indução de resistência (Tabaran et al., 2020). Diante disso, 

com este estudo objetivou avaliar a ação antibacteriana e antibiofilme de AgNPs em cepas de 

referência e isolados clínicos de C. pseudotuberculosis. 

 

Materiais e métodos 

 

Síntese biogênica de AgNP 

A síntese dos AgNPs foi realizada seguindo o procedimento descrito por Ballottin et 

al. (2017). Resumidamente, o fungo Fusarium oxysporum foi cultivado em um meio de cultura 

sólido consistindo em 0,5% de extrato de levedura, 2% de malte, 2% de ágar e água destilada, e 



92 

 

mantido a 28 °C por uma semana. Após o crescimento, água destilada esterilizada foi adicionada 

à cultura sob agitação constante até atingir a concentração protéica de 0,1 g/mL e mantida sob 

agitação por 72 horas. Uma filtração a vácuo foi realizada e então 0,01 mol/L de AgNO3 foi 

adicionado ao sobrenadante. A solução foi mantida a 28 °C e selada com folha de alumínio até a 

formação das nanopartículas. As AgNPs foram caracterizadas e apresentaram tamanhos de 28,0 ± 

13,1 nm, polidispersidade de 0,231, potencial zeta de -31,7 ± 2,8 mV e formato esférico (Stanisic 

et al., 2018). 

 

Cepas bacterianas 

Para a análise in vitro da suscetibilidade bacteriana aos AgNPs, foram utilizadas 

quatro cepas de referência de C. pseudotuberculosis: a cepa 1002, que é utilizada como referência 

no projeto do genoma da bactéria (Mariano et al., 2016) e já teve seu genoma sequenciado 

(GenBank CP001809.2); a cepa N1, que é uma cepa viscerotrópica isolada de uma lesão pulmonar 

de LC de ovelha (Loureiro et al., 2016) que possui o genoma sequenciado (CP013146); a cepa T1, 

que é uma cepa atenuada usada como modelo de vacina (Moura-Costa et al., 2008), e possui 

genoma sequenciado (GenBank CP015100.1); e a cepa CAPJ4 (Sá et al., 2018), que é uma cepa 

produtora de biofilme e possui o genoma sequenciado (CP026499). Todas as cepas de C. 

pseudotuberculosis aqui utilizadas pertencem ao biovar ovis. Também foram adicionados ao 

experimento isolados clínicos oriundos de amostras caseosas coletadas de ovinos submetidos à 

excisão da lesão de LC (Kalil et al., 2019).   

 

Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) e concentração bactericida 

mínima de cepas de referência e isolados clínicos de C. pseudotuberculosis 

A metodologia de microdiluição em caldo foi realizada de acordo com Norman et 

al. (2014), com modificações. A solução de AgNP foi diluída em água milli-Q estéril em 

concentrações variando de 0,01 a 5 mg/mL. As cepas foram inoculadas em caldo brain heart 

infusion - BHI (HIMEDIA, Mumbai, Índia) - acrescido de Tween 80 0,1% por 24 h antes do 

ensaio. Após a incubação, as cepas foram diluídas em 2 × BHI para atingir uma densidade óptica 

de 0,08–0,10 a 600 nm, que contém aproximadamente 3 × 106 UFC/mL da 

bactéria. Posteriormente, essas suspensões foram diluídas em caldo BHI para obter a concentração 

de 1 × 106 UFC/mL. Após a diluição, 100 μL do inóculo e 100 μL da solução coloidal AgNP foram 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2019.00824/full#B25
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inoculados em microplaca de 96 poços. Em seguida, as microplacas foram então incubadas durante 

48 h a 37 °C.  Dois controles foram usados para cada diluição, um positivo (suspensão bacteriana 

sem AgNPs) e um negativo (solução coloidal de AgNP sem inoculação bacteriana).  A análise foi 

realizada em espectrofotômetro no comprimento de onda de 600 nm e foi estabelecida a 

concentração mínima capaz de inibir totalmente o crescimento bacteriano (MIC100). Após a 

determinação da MIC100, 20 μL de cada poço foi removido e inoculado em placas de ágar BHI e 

incubadas por 48 h a 37 °C. A concentração bactericida mínima (MBC100) foi definida como a 

concentração mais baixa capaz de matar todas as bactérias. 

 

Ensaio de semi-quantificação de formação de biofilme  

A análise semiquantitativa da produção de biofilme seguiu a metodologia descrita por Kalil 

et al. (2019).  C. pseudotuberculosis foram inoculados em 3 mL de Caldo Triptona de Soja (TSB) 

e incubados a 37 °C até obtenção de densidade óptica (DO) de 0,2 (aproximadamente 3 x108 

UFC/mL de E. coli) em comprimento de onda de 595 nm. Em seguida, 200 μL dessa suspensão 

bacteriana foram transferidos para microplacas estéreis e incubados a 37 °C por 48 h. Após a 

incubação, o conteúdo de cada poço foi aspirado e os poços foram lavados duas vezes com 200 μL 

de PBS 0,01 M pH 7,2. As bactérias que permaneceram aderidas foram fixadas com 200 μL de 

metanol e deixadas na incubadora até a secagem. Os poços foram então corados com 200 μL de 

uma solução de violeta cristal a 2% por 5 min e depois lavados com água destilada. O corante 

impregnado nas células bacterianas aderentes foi então eluído com 160 μL de uma solução de 

ácido acético a 33%. Como controle negativo para este teste utilizamos poços com TSB e sem 

inóculo, A cepa CAPJ4 de C. pseudotuberculosis foi utilizada como cepa controle formadora de 

biofilme.  

A D.O. de cada poço foi medida em um comprimento de onda de 595 nm. Para caracterizar a 

intensidade de formação do biofilme, foram utilizadas as seguintes equações, onde ODI indica a 

densidade óptica do isolado e ODNC representa a densidade óptica do controle negativo: ODI ≤ 

ODNC = nenhum desenvolvimento de biofilme; ODI / ODNC ≤ 2 = formação fraca de 

biofilme; ODI / ODNC ≤ 4 = capacidade moderada de produção de biofilme; ODI / ODNC> 4 = 

forte capacidade de produção de biofilme (Nostro et al., 2007). 
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Determinação da concentração inibitória mínima em biofilme (MBIC) 

O ensaio de ação antibiofilme das AgNPs seguiu a metodologia de Nostro et al. (2007) 

com adaptações. Os isolados de C. pseudotuberculosis foram inoculados em 3 mL de TSB e 

incubados a 37 °C por 48 horas. Após esse período, as suspensões bacterianas foram padronizadas 

em caldo TSB com DO de 0.2 em comprimento de onda de 595 nm e 200 µL destas suspensões 

foram transferidas para os poços das microplacas e incubadas a 37 °C por 48h. Após a consolidação 

do biofilme, levando em consideração concentrações ótimas obtidas anteriormente em ensaios de 

concentração inibitória mínima (MIC) em C. pseudotuberculosis, 200uL da solução de AgNP foi 

inoculada nos poços com biofilme consolidado. Em seguida, as microplacas foram incubadas em 

estufa bacteriológica a 37 °C por 48 horas. A DO, mensurada em 595nm, foi determinada logo 

após a adição do antimicrobiano (DO0h), em 24h (DO24h) e 48h (DO48h) após o experimento. A 

MBIC foi definida como a concentração mais baixa do antimicrobiano em que não houve aumento 

dependente do tempo no número médio de células viáveis do biofilme quando um tempo de 

exposição precoce foi comparado com um tempo de exposição posterior (Maciá et al., 2014). 

 

 

Ensaio de interferência na formação do biofilme  

Para avaliar a ação das AgNPs na interferência na formação de biofilme, os isolados de C. 

pseudotuberculosis foram inoculados em 3 mL de TSB e incubados a 37 °C por 48 horas. Após 

esse período, as suspensões bacterianas foram padronizadas em caldo TSB com DO de 0.2 em 

comprimento de onda de 595 nm. Em seguida, 100 μL das suspensões bacterianas padronizadas e 

100 μL da solução coloidal de AgNP, em diferentes concentrações (4, 2, 1, 0,5 e 0,25 mg/mL), 

foram inoculados nos poços de uma microplaca estéril e incubados a 37 °C por 48 h. O biofilme 

formado foi detectado após 48 horas e a porcentagem de inibição da produção do biofilme foi 

calculada considerando as suspensões bacterianas controle que não foram incubadas com extratos 

(Kalil et al., 2019). 

 

Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

Os biofilmes consolidados expostos e não expostos a solução coloidal de AgNP foram 

fixados sequencialmente em dois fixadores: (i) glutaraldeído 2,5% em tampão cacodilato de sódio 

0,1 M, pH 7,4, por 1-2 h, seguido por três lavagens com o mesmo tampão; (ii) tetróxido de ósmio 

1% em cacodilato de sódio 0,1 M por 1 h em temperatura ambiente, e lavado três vezes com 
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tampão cacodilato de sódio 0,1 M, pH 7,4. Após a fixação, os biofilmes foram desidratados em 

concentrações crescentes de etanol (de 30%, 50%, 70, 90% e álcool absoluto) e secos em 

equipamento Ponto Crítico Leica CPD 030 com CO2 como meio de transição. Os biofilmes foram 

examinados pelo microscópio eletrônico de varredura (MEV) JEOL (JSM-6390LV), operando em 

15kV. 

 

Análise estatística 

A porcentagem de inibição do biofilme foi calculada pela seguinte formula (Siddique et al. 2020): 

% inibição de biofilme = 1 - OD595 de C. pseudotuberculosis tratada com AgNPs x 100 

     OD 595 de C. pseudotuberculosis não tratado 

Os dados foram expressos como média + desvio padrão. Os resultados foram analisados 

por meio do teste t e análise de variância (ANOVA), com nível de significância estatística de 95% 

(p < 0,05). O software utilizado para a análise foi o GraphPad Prism 8.   

 

Resultados 

 

Detecção da formação de biofilme em microplaca de cultivo  

Um total de oito isolados de C. pseudotuberculosis foram utilizados no experimento e 

classificados como formadores de biofilme. Para caracterizar a intensidade da formação de 

biofilme entre as cepas de referência, a OD595 do controle negativo foi de 0.136. As bactérias com 

OD595 entre 0,136 e 0,272 foram consideradas como fracas produtoras de biofilme. Se OD595 esteve 

entre 0,272 e 0,544, C. pseudotuberculosis foi considerado um isolado com moderada produção 

de biofilme e, C. pseudotuberculosis com OD595 > 0.544 foram caracterizados como fortes 

produtores de biofilme pela metodologia descrita por Nostro et al. (2007). Neste experimento, as 

cepas 1002 e T1 foram caracterizadas como cepas com baixa produção de biofilme. As cepas N1, 

T1 e CAPJ4, e os isolados clínicos 06 e 96 foram caracterizados como moderados produtores de 

biofilme, enquanto os isolados clínicos 05 e 15 foram considerados como fortes produtores de 

biofilme (Figura 1). 
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Figura 1. Formação de biofilme de cepas de referência e isolados clínicos de Corynebacterium 

pseudotuberculosis.  As barras indicam o desvio padrão. A linha tracejada indica  o valor de  médio   

do controle negativo (DO595= 0.136), fraco produção de biofilme  (DO595> 0.136), moderado 

produção de biofilme (DO595 > 0.272) e forte produção de biofilme (DO595= 0.544) 

 

Avaliação da suscetibilidade antimicrobiana de células planctônica e de biofilme de C. 

pseudotuberculosis 

A avaliação da atividade antimicrobiana de AgNP contra C. pseudotuberculosis usando a 

metodologia de microdiluição em caldo demonstrou uma inibição de crescimento da maioria dos 

isolados na concentração de 0.156 mg/mL, sendo a menor MIC de 0.08 mg/mL. Resultados 

semelhantes foram observados entre as cepas de referência para a ação bactericida das AgNPs, 

com valores de MBC equivalente a 0.156 mg/mL. As AgNPs tiveram uma menor ação bactericida 

entre os isolados clínicos (Tabela 1). Uma curva de MIC foi criada para visualizar a ação 

antibacteriana de AgNP em diferentes concentrações (Figura 2 e 3). 

A avaliação da ação antibiofilme de AgNP biofilme consolidado foi mensurada em três 

tempos: 0h, 24h e 48h. Após a adição da solução coloidal de AgNP nos biofilmes consolidados, 

todos as bactérias apresentaram reduções no biofilme em 24h e 48h nas diferentes concentrações 

testadas. As maiores inibições foram observadas nos biofilmes consolidados dos isolados clínicos, 
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exceto o isolado 06, e na cepa CAPJ4. Os biofilmes consolidados das cepas 1002, N1, VD57 e T1 

foram menos sensíveis a ação das AgNPs (Figura 4).  

 

Tabela 1 – Perfil de sensibilidade de cepas de referência e isolados clínicos de C. 

pseudotuberculosis a AgNPs. 

 

Cepa de C. 

pseudotuberculosis 

MIC100 

(mg/mL) 

MBC100 

(mg/mL) 

1002 0.156 0.156 

N1 0.156 0.156 

T1 0.156 0.156 

CAPJ4 0.08 0.156 

Isolado 05 0.312 0.312 

Isolado 06 0.156 0.312 

Isolado 15 0.08 0.312 

Isolado 96 0.156 0.312 

 

O teste de interferência na formação de biofilme em 48 horas de incubação constatou que 

as AgNPs foram capazes de interferir de forma significativa, com valores de interferência superior 

a 80% na concentração de 4 mg/mL, nas cepas de referência N1 e CAPJ4. O percentual de 

interferência na formação do biofilme é mostrado na Tabela 2. 
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Figura 2. Curva de inibição de crescimento de cepas de referências de C. pseudotuberculosis 

expostas a diferentes concentrações de AgNP. Os resultados expressão a média da inibição do 

crescimento, em porcentagem, de dois experimentos independentes.  
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Figura 3. Curva de inibição de crescimento de isolados clínicos de C. pseudotuberculosis expostos 

a diferentes concentrações de AgNP. Os resultados expressão a média da inibição do crescimento, em 

porcentagem, de dois experimentos independentes.  
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Figura 4. Atividade de AgNP sobre biofilme consolidado de C. pseudotuberculosis após 24 e 

48 horas de tratamento.  As barras representam o desvio padrão da porcentagem de inibição dos 

isolados de resultados de dois experimentos independentes. Os asteriscos indicam diferenças 

estatítiscas entre as células bacterianas tratadas com diferentes concentrações de solução coloidal 
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de AgNP e em diferentes tempos, analisadas por meio de análise de variância (one-way ANOVA) 

e teste t. *p < 0,03, **p < 0,005, ***p < 0,0009 e ****p < 0,0001. 

 

Tabela 2. Interferência de AgNP na formação de biofilme de C. pseudotuberculosis. Os 

resultados expressam a porcentagem de inibição e o desvio-padrão de formação de biofilme após 

48 horas de incubação com as AgNPs, sendo médias de dois experimentos independentes, com 

seus respectivos desvios padrões. 

Cepa de C. 

pseudotuberculosis 

Concentração de AgNP (mg/mL) 

4 2 1 0.5 0.25 

1002 78 + 19 53 +29 49 + 17 68 +20 52 + 23 

N1 86 + 16 65 + 24 48 + 17 59 + 17 68 + 12 

T1 75 + 34 84 + 8 66 + 16 87 +10 62 + 17 

CAPJ4 91 + 11 86 + 12 83 + 10 90 + 5 89 + 4 

Isolado 05 59 +22 71 + 14 71 + 8 80 + 9 79 + 9 

Isolado 06 66 + 29 79 + 6 59 + 20 79 + 11 81 + 8 

Isolado 15 73 +18 79 + 12 77 + 4 89 + 4 88 + 4 

Isolado 96 78 + 9 83 + 12 83 + 7 88 + 6 87 + 6 

 

A inibição da formação de biofilmes por C. pseudotuberculosis pode ser observada pela 

redução da DO595 após 48h. As AgNPs foram capazes de impedir a formação de biofilme entre as 

cepas VD57 e T1 em todas as concentrações testadas. Uma redução na formação de biofilme foi 

observada em todos os isolados nas concentrações testadas (Figura 5). 
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Figura 5. Interferência de AgNP na formação de biofilme por C. pseudotuberculosis.  As 

barras representam o desvio padrão.  A linha tracejada indica  o valor de  médio  do controle 

negativo (DO595= 0.136) e de C. pseudotuberculosis com fraca produção de biofilme  (DO595> 

0.136) após o tratamento. Os asteriscos indicam diferenças estatítiscas entre as células bacterianas 

não tratadas e tratadas com diferentes concentrações de nanopartículas, analisadas por meio de 

análise de variância (one-way ANOVA). *p < 0,05; **p < 0,005; *** p < 0,0003; **** p < 0,0001. 
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Avaliação da formação de biofilme por MEV 

 

As micrografias de MEV obtidas de biofilmes de C. pseudotuberculosis não expostos e 

expostos a AgNP são mostradas na figura abaixo. Como mostrado na figura 6A e 6B, C. 

pseudotuberculosis não tratados se apresentaram tipicamente como cocos ou cocobacilos, com 

parede celular lisa e íntegra coberta por uma matriz exopolissacarídica amorfa. 

Após a exposição a uma solução coloidal de AgNP durante 48 horas, a quantidade de 

biofilme de C. pseudotuberculosis reduziu de forma significativa, com disrupção por completo do 

biofilme bacteriano, alterações na parede celular, grande quantidade de debris e materiais 

depositados sobre a superfície bacteriana. Algumas bactérias que se mantiveram intactas 

apresentaram vesículas na superfície (Figura 6F), indicando aumento da permeabilidade da 

membrana plasmática e liberação de componentes intracelulares. 
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Figura 6. Micrografias representativas de microscopia eletrônica de varredura da estrutura de 

biofilmes maduros de C. pseudotuberculosis não expostos (A e B) e expostos a AgNPs (C, D, E e 

F). As setas azuis indicam a presença da matriz de exopolissacarídeo em biofilme maduro. As setas 

brancas indicam deformidades e debris celulares. As setas verdes apontam para a presença de 

vesículas na superfície bacteriana. 
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Discussão 

 

O presente estudo objetivou avaliar o efeito antibacteriano de AgNP sintetizada a partir do 

fungo Fusarium oxysporum (Ballottin et al., 2017). Para uma análise completa da ação de AgNP 

em C. pseudotuberculosis, foram determinados as concentrações inibitórias mínimas, as 

concentrações bactericidas mínimas e os efeitos do antimicrobiano em biofilme. 

Os resultados do teste de sensibilidade pela metodologia de microdiluição em caldo 

demonstraram a eficácia de AgNPs em cepas de referência e isolados clínicos de C. 

pseudotuberculosis. Este resultado está de acordo com estudos que mostram a atividade 

antibacteriana de AgNPs obtidas pelo método de síntese verde contra E. coli, Klebsiella 

pneumoniae, Salmonella typhimurium e S. enteritidis (Loo et al., 2018). Punjabi et al. (2018) 

concluíram que as AgNP obtidas pela síntese extracelular a partir de Pseudomonas hibiscicola 

apresentaram elevada eficiência contra todos os microrganimos testados e isolados clínicos 

multirresistentes (MDR) de MRSA, VRE, ESBL e M. tuberculosis, com MIC variando entre 0.6-

1.5 mg/mL. Além disso, esses resultados comprovaram o potencial antimicrobiano de AgNP 

contra cepas resistentes isoladas de hospitais. Os testes de inibição bacteriana também mostram 

que a eficácia das AgNPs é dependente do tamanho e da forma, sendo as AgNPs esféricas e de 

menor tamanho mais eficientes (Raza et al., 2016), semelhante as nanopartículas sintentizadas e 

utilizadas contra C. pseudotuberculosis no nosso estudo. 

Poucos estudos relatam a ação de antimicrobianos em biofilme de C. pseudotuberculosis. 

Sá et al. (2013) analisaram a eficácia de desinfetantes na interferência da formação de biofilme e 

em biofilme consolidado. Nas análises com biofilme consolidado, os desinfetantes não tiveram 

eficácia. Entretanto, o iodo reduziu a formação do biofilme em 33% dos isolados e a amônia 

quaternária evitou que 28% dos isolados formassem biofilme. Este foi o primeiro trabalho que 

estudou a ação de AgNP em biofilme de C. pseudotuberculosis. No entanto, os mecanismos 

antibiofilmes das nanopartículas de prata não são totalmente conhecidos, e dependem do tipo de 

microrganismo e das propriedades físico-químicas das nanopartículas (Duran et al., 2016).  

Os resultados do presente estudo indicaram que os biofilmes consolidados de 

C. pseudotuberculosis sofreram ação de AgNP em diferentes concentrações, conseguindo a 

erradicação nas maiores concentrações testadas. Compostos naturais, como os compostos 

extracelulares de fungos podem constituir agentes estabilizadores mais eficazes para prevenir a 

agregação e aumentar atividade antimicrobiana de AgNPs, aumentado a morte bacteriana em 

biofilme e reduzindo a citotoxicidade das nanopartículas (Liu et al., 2019). De acordo com Estevez 
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et al. (2020), a produção de AgNPs a partir de extratos extracelulares de células de Phanerochaete 

chrysosporium (PchNPs) e sua atividade como agentes antimicrobianos e antibiofilmes exibem 

atividade de interrupção e erradicação de biofilmes de E. coli e C. albicans. Siddique et al. (2020) 

concluíram que a porcentagem de inibição de biofilme por AgNP em K. pneumoniae MDR cepa 

MF953600 foi de 64% e para a cepa MF953599 foi de 84% na concentração de 100 mg/mL. 

A produção de substância exopolimérica diminuiu após o tratamento com AgNP, enquanto o 

vazamento de proteína celular aumentou devido as taxas mais elevadas de ruptura da membrana 

celular por AgNPs 

Tamanho, forma, propriedades de superfície e interiores de NPs são fatores importantes a 

serem considerados no controle de biofilme (Liu et al., 2019). O tamanho das NP é crucial para 

sua penetração nos biofilmes e deve não exceder as dimensões dos canais de água em biofilmes. 

Como o tamanho dos canais de água em biofilmes são difíceis de estimar, o tamanho ideal de NPs 

para ação em biofilme deve variar entre 5 e 100-200 nm (Peulen & Wilkison, 2011). Em 

contrapartida, a baixa sensibilidade de alguns biofilmes consolidados de C. pseudotuberculosis 

pode estar relacionada a uma menor difusão e adsorção do antimicrobiano na matriz 

exopolimérica, que permitiu apenas o transporte de nutrientes e metabólicos residuais pelos canais 

de água e dificultou o transporte do antimicrobiano, que provavelmente alcançou apenas as 

bactérias presentes na parte externa do biofilme (Koo et al., 2017).   

A diferença de ação das AgNPs em biofilmes de cepas de referência e isolados clínicos 

pode ser atribuída a constante manutenção das cepas de referência no laboratório nos meios de 

cultivo utilizados nos experimentos. Tal resultado foi semelhante ao estudo realizado por Djais et 

al. (2020) na avalição do efeito do extrato de própolis na formação do biofilme de Streptococcus 

mutans. Os autores acreditam que o aumento de DO em isolados de crescimento precoce e tardio 

sob ação do extrato de própolis deve-se a presença da sacarose e outros polissacarídeos presentes 

no meio TSB. A sacarose pode ser utilizada por estreptococos orais para produzir polissacarídeos 

extracelulares em biofilmes dentais. O glucano desempenha um papel na formação da placa 

dentária e facilita a fixação da bactéria na superfície do dente, e o frutano contribui para a 

virulência do biofilme, agindo como um sítio de ligação para a adesão de S. mutans (Djais et al., 

2020). 

O teste de interferência de na formação do biofilme é uma das estratégias adotadas para 

controlar os estágios de desenvolvimento de biofilme. O objetivo do teste de interferência é inibir 

a fixação inicial de bactérias em superfícies formadoras de biofilme, reduzindo assim as chances 
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de desenvolvimento de biofilme (Subhadra et al., 2018). Estratégias de controle de formação de 

biofilme tem sido amplamente utilizada na área biomédica com a utilização de cateteres revestidos 

de antibióticos (Ramos et al., 2011) ou utilização de materiais com texturas superhidrofóbicas 

capazes de retardar a adesão e a produção de biofilme bacteriano (Falde et al., 2016). A inibição 

da fixação inicial de biofilme por biomateriais também é uma estratégia útil para controle da 

formação do biofilme. As AgNPs biogênicas do presente estudo mostraram ser eficientes não 

apenas impedindo o crescimento bacteriano, mas reduzindo de forma significativa a formação de 

biofilme em todos os isolados de C. pseudotuberculosis.  

A fixação inicial das células às superfícies formadoras de biofilme ocorre em média nos 

primeiros 2 dias de formação do biofilme (Subhara et al., 2018). As AgNPs agiram durante 48h 

em C. pseudotuberculosis controlando a mudança entre a forma planctônica e séssil. Esse controle 

de mudança entre a forma planctônica e séssil foi observada em cocos Gram-positivos por ação de 

pequenas moléculas conhecidas como aril rodaninas (Opperman et al., 2009) e em Vibrio 

cholerae por ação de pequenas moléculas que inibem a indução do di-GMP cíclico (Connera et 

al., 2017). Saising et al. (2012) descobriram que a galidermina foi capaz de inibir completamente 

a formação de biofilme em concentrações de 4-8 g/mL. Além disso, os níveis de transcrição dos 

genes atl, envolvido na adesão primária, e ica, uma adesina intercelular envolvida na produção de 

exopolissacarídeo, foram significativamente diminuídos na presença do 

antimicrobiano. Provalvemente, o efeito antibiofilme deve-se a repressão desses genes. Peptídeos 

antimicrobianos também são conhecidos por interferir na formação de biofilme em diferentes 

patógenos bacterianos. O peptídeo antibiofilme 1018 funcionou bloqueando ppGpp, pequenos 

nucleotídeos de sinalização conhecido por desempenhar um papel importante na formação de 

biofilme. O tratamento com peptídeos preveniu completamente a formação de biofilme e levou à 

erradicação de biofilmes maduros em P. aeruginosa, E. coli , Acinetobacter baumannii , K. 

pneumoniae, S. aureus resistente à meticilina , S. Typhimurium e Burkholderia cenocepacia 

(Fuente-Núñes et al., 2014).  

Como confirmação da formação de biofilme utilizando a placa de cultivo de 96 poços, 

examinamos a formação do biofilme por microscopia eletrônica de varredura. De acordo com os 

resultados do ensaio em microplaca, as cepas de C. pseudotuberculosis demonstraram a 

capacidade de formação de biofilmes maduros. Tais resultados mostram que a formação de 

biofilme é uma característica existente entre nossas cepas.  
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Os biofilmes de C. pseudotuberculosis tratados com AgNP apresentaram severa destruição 

celular e disrupção do biofilme. A exposição a AgNP confere adesão das nanopartículas na parede 

celular e na membrana, causando alterações morfológicas significativas, como encolhimento do 

citoplasma, deslocamento da membrana e ruptura celular (Dakal et al., 2016). As imagens de MEV 

de biofilme de P. aeruginosa mostraram poucos agregados bacterianos e menos bactérias viáveis  

após 24 horas de exposição a nanopartículas (Mu et al., 2016). A exposição de biofilme de S. 

aureus a nanopartículas de Catequina-Cobre por 3 horas danificou drasticamente a forma e o 

tamanho das células, com parede celular enrugada e fixação de muitos materiais na superfície 

bacteriana (Li et al., 2015), tal como encontrado nas nossas imagens. 

A formação de vesículas na superfície celular de C. pseudotuberculosis é consistente com 

o aumento da permeabilidade da membrana citoplasmática e vazamento de compostos celulares 

(Diao et al., 2004). Resultado semelhante foi encontrado por Zhang et al. (2011) após exposição 

de P. aeruginosa ao ozônio. O aumento da permeabilidade da membrana citoplasmática e a 

desestabilização de estruturas celulares e biomoléculas são mecanismos de ação comuns entre 

AgNP e ozônio (Singh et al 2014, Habash et al., 2015, Dakal et al., 2016).  

Encontramos diferenças entre cepas de referência e isolados clínicos de 

C. pseudotuberculosis na capacidade de formação biofilme e na resposta após exposição as 

AgNPs. Embora os estudos de formação de biofilme em C. pseudotuberculosis sejam recentes, 

futuras investigações através da análise metabolômica (Wong et al., 2018) e análise proteômica 

(Bottagisio et al., 2019) do patógeno crescendo na forma planctônica e séssil ajudarão na 

compreensão da formação do biofilme, patogênese e transmissão da infecção por 

C. pseudotuberculosis (Sá et al., 2018).  
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8 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A criação de caprinos e ovinos é uma atividade de grande importância para o Nordeste do 

Brasil, contribuindo para o desenvolvimento socioeconômico da região. Com isso, desenvolver 

estratégias para o controle e tratamento da linfadenite caseosa garante melhores condições para o 

crescimento da produção animal na região.  

Considerando as propriedades antimicrobianas de diferentes tipos de própolis e 

nanopartículas, suas aplicações são fundamentais no desenvolvimento de estratégias para o 

controle da enfermidade e redução da resistência aos antibióticos convencionais.  Notavelmente, 

a pesquisa e a utilização desses agentes antimicrobianos em biofilme são altamente relevantes para 

a saúde animal e para a saúde pública, pois várias espécies de bactérias que causam infecções em 

animais possuem um potencial zoonótico. 

 Em suma, há necessidade de mais pesquisas de biofilme em C. pseudotuberculosis, uma 

vez que os estudos ainda são escassos e preliminares. Além disso, é necessário desenvolver 

estratégias de prevenção e tratamento da linfadenite caseosa levando em consideração as 

características do biofilme e sua capacidade de persistência no hospedeiro e no meio ambiente, 

bem como a prospecção de novos agentes com potenciais antimicrobianos. 
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