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Atividade antimicrobiana e antibiofilme de
nanoparticulas de prata sobre isolados de
Aeromonas spp. obtidos de organismos aquaticos?
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ABSTRACT.- Braga N.B,, Pires L.C.S.R,, Oliveira H.P. & Costa M.M. 2018. [Antimicrobial
and antibiofilm activity of silver nanoparticles against Aeromonas spp. isolated from
aquatic organisms.] Atividade antimicrobiana e antibiofilme de nanoparticulas de prata
sobre isolados de Aeromonas spp. obtidos de organismos aquaticos. Pesquisa Veterindria
Brasileira 38(2):244-249. Colegiado Académico de Zootecnia, Universidade Federal do Vale
do Sao Francisco, Rodovia BR-407 Km 12, Lote 543, Projeto de Irrigacdo Nilo Coelho s/n,
C1, Petrolina, PE 56300-000, Brazil. E-mail: mmatiuzzi@hotmail.com

The indiscriminate use of antibiotics has selected some pathogenic bacteria being
multidrug-resistant, a situation that can be exacerbated by biofilms formation. Thus, silver
nanoparticles (AgNPs) have been highlighted as an innovative alternative, low-cost and
effective against bacterial diseases. The aim of this study was to determine the antimicrobial
activity of AgNPs and the interference in Aeromonas spp. biofilm formation. The strains were
obtained from aquatic organisms. The AgNPs were chemically synthesized using as reducing
agent trisodium citrate and characterized by ultraviolet-visible spectroscopy (UV-Vis). The
antimicrobial activity was carried out against three isolates by the microdilution broth method
for determining minimum bactericidal concentration (CBM) and cultivation of CCCP, an
inhibitor of the efflux pump, was carried out to complement the effect of AgNPs. Interference
in the biofilm formation was performed according to the protocol and consolidated, within
the resistance structure characterization by scanning electron microscopy. In the test of the
CBM, the AgNPs were unable to inactivate the growth of the isolates, while the silver nitrate
obtained efficiency in different concentrations. In the efflux pump inhibitor presence the
isolates were analyzed, one went from resistant to nanoparticles to sensitive. The AgNPs
were effective in reducing of biofilm formation and acted on the consolidated biofilm in all
tested isolates. These results indicate the silver nanoparticles to interfere with Aeromonas
spp- biofilm from aquatic organisms and human bodies.
INDEX TERMS: Aeromonas spp., aquatic organisms, nanotechnology, biofilm, antimicrobial resistance,
poikilotherm animals, bacterioses.

RESUMO.- O uso indiscriminado de antimicrobianos tem
proporcionado a algumas bactérias patogénicas a selegao
de cepas multirresistentes, situacdo que pode ser agravada
pela formacdo do biofilme. Desta forma, as nanoparticulas
de prata (AgNPs) vém se destacando como uma alternativa

1 Recebido em 9 de junho de 2016.

Aceito para publicagdo em 22 de dezembro de 2016.
Dissertagdo de mestrado com apoio FACEPE.

2 Universidade Federal do Vale do Sdo Francisco (Univasf), Rodovia
BR-407KM 12, Lote 543, ProjetodeIrrigagdo Nilo Coelhos/n,C1, Petrolina, PE
56300-000, Brasil. *Autor para correspondéncia: mmatiuzzi@hotmail.com

3 Universidade Federal do Vale do Sdo Francisco (Univasf), Avenida José
de Sa Manigoba s/n, Campo Universitario, Petrolina, PE 56304-917, Brasil.

inovadora, de baixo custo e eficiente contra doencas causadas
por bactérias. O objetivo deste estudo foi determinar a atividade
antimicrobiana das AgNPs e a interferéncia na formacdo do
biofilme de Aeromonas spp. obtidas de organismos aquaticos.
As AgNPs foram sintetizadas quimicamente utilizando como
agente redutor o citrato trissédico e caracterizadas por
espectrofotometria ultravioleta-visivel (UV-Vis). A atividade
antimicrobiana foi realizada contra trés isolados pelo método
de microdiluicdo em caldo para determinar a concentragdo
bactericida minima (CBM) e um cultivo com CCCP, um inibidor
da bomba de efluxo, foi realizado para complementar o efeito
das AgNPs. A interferéncia no biofilme foi realizada segundo o
protocolo de formagao e consolidado, além da caracteriza¢ao
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desta estrutura de resisténcia por microscopia eletronica de
varredura. No teste da CBM, as AgNPs ndo foram capazes de
inativar o crescimento dos isolados, ao passo que o nitrato
de prata obteve eficiéncia em diferentes concentragoes.
Na presenca do inibidor de bomba de efluxo, dos isolados
analisados, um passou de resistente a sensivel na presenga
das nanoparticulas. As AgNPs foram eficazes em diminuir a
formagdo de biofilme, como também atuaram sobre o biofilme
consolidado em todos os isolados testados. Estes resultados
indicam o potencial das nanoparticulas de prata em interferir
com o biofilme de Aeromonas spp. de organismos aquaticos
e seres humanos.

TERMOS DE INDEXACAO: Aeromonas spp., organismos aquaticos,
nanotecnologia, biofilme, antimicrobiano, resisténcia, animais
poiquilotermos, bacterioses.

INTRODUCAO

O mundo microbiano esta evoluindo continuamente,
culminando no aparecimento de micro-organismos com
uma ampla diversificagdo genética, sendo estes capazes de
provocar diversas doencas. Apesar de existirem muitas terapias
antimicrobianas disponiveis no mercado para diferentes
infec¢des bacterianas, seu uso indiscriminado levou muitas
bactérias patogénicas a adquirirem resisténcia (Kyriacou etal.
2004, Kim et al. 2007).

Uma das formas de resisténcia bacteriana é caracterizada
pela formacgao de biofilme, que possui um mecanismo de agao
bastante complexo e dinamico, onde colénias microbianas
crescem envoltas por material viscoso aderido em superficie.
Nesta estrutura, os biofilmes sdo constituidos por agua, matriz
de polimeros extracelulares (exopolissacarideos - EPS),
particulas retidas e substancias dissolvidas e adsorvidas,
onde os micro-organismos passam da forma planctoénica
para a vida séssil (Clutterbuck et al. 2007). Assim, a busca
por novas alternativas viaveis para o desenvolvimento de
antimicrobianos que busquem controlar ou eliminar este
tipo de resisténcia é urgente e necessaria.

Bactérias do género Aeromonas, bastonetes Gram-negativos,
sdo agentes patogénicos que causam uma variedade de
doencas em humanos e principalmente em peixes, sendo
considerada uma das principais causas de perdas econdmicas
na piscicultura (Cyrino et al. 2004, Yardimci & Aydin 2011).
Um dos principais mecanismos de patogenicidade descritos
para estas bactérias é a formacgdo de biofilmes em diversas
superficies. Neste contexto, a nanotecnologia mostra-se como
uma alternativa importante, uma vez que os compostos na
escala nanométrica apresentam propriedades distintas quando
comparados na escala macrométrica (Fernandes 2010).
As nanoparticulas sdo substancias com dimensdes entre 1 e
100 nanémetros (nm) e ultimamente sdo utilizadas na medicina
e apresentam grande interesse por destruir ou reduzir a
atividade de varios micro-organismos (Seil & Webster 2012).

Dentre as nanoparticulas metalicas, as de prata sdo as
mais conhecidas por suas aplicagdes em diferentes areas,
como na medicina humana e veterinaria, farmacologia,
odontologia, industria alimenticia, entre outras (Petica et al.
2008, Pereira et al. 2013). Existe um grande interesse na
utilizacdo das nanoparticulas de prata (AgNPs), devido as
suas propriedades notaveis, como area superficial elevada,
excelente atividade antimicrobiana (Antunes et al. 2013)

e como alternativas para reduc¢ido da adesdo bacteriana e
prevencdo da formacdo de biofilmes (Pereira et al. 2013).
Estudos complementares sdo necessarios para verificar o
potencial das nanoparticulas de prata, no intuito de desenvolver
futuramente um novo antimicrobiano, contribuindo tanto
para a ciéncia como para a qualidade de vida da sociedade.
Este estudo teve como objetivo determinar a capacidade
das nanoparticulas de prata em interferir no biofilme em
formacdo e no consolidado de isolados de Aeromonas spp.

MATERIAL E METODOS

Isolados bacterianos. Para o desenvolvimento do estudo
utilizaram-se trés isolados de Aeromonas spp. classificados
como moderados produtores de biofilme. Estes isolados foram
obtidos entre os anos de 2010 e 2012 a partir de lesdes de
tilapias (Orecohromis niloticus) (isolados P2.2 e 60) e de pool
de branchonetas (Dendrocephalus brasilliensis) (isolado 1A)
destinadas a alimentacio de peixes carnivoros, provenientes
da Barragem de Sobradinho/BA e do Projeto Bebedouro da
CODEVASF/PE.

Nanoparticulas de prata (AgNPs). As nanoparticulas de
prata foram obtidas através do método de reducgdo quimica,
utilizando o protocolo de Lee e Meisel (1982), que se baseia na
reducdo do nitrato de prata (AgNO, - Sigma-Aldrich® 99,0%)
por citrato trissédico (C,H.0.Na, - Sigma-Aldrich® 99,0%).
Em 500mL de agua deionizada, 90mg de nitrato de prata
(AgNO,) foram dissolvidos e a solugdo foi aquecida até ebuli¢ao,
obtendo-se uma concentracdo de 1mM. Em seguida, 10mL da
solugdo de citrato de triss6dio a 1% foram adicionados gota a
gota a solugdo de nitrato de prata em ebuli¢ao, acompanhada
por vigorosa agitacdo magnética e mantida em ebuli¢cdo
durante aproximadamente uma hora. Em seguida, a solugcao
foi removida do elemento de aquecimento e agitada até chegar
a temperatura ambiente. Finalmente, uma prata coloidal
amarelo-esverdeada foi obtida. Os espectros de absorgio
das nanoparticulas de prata foram registados utilizando o
espectrofotometro ultravioleta-visivel (UV-vis) Hach, operado
numa resolugdo de 200-1200nm.

Andlise da atividade antimicrobiana das AgNPs.
A andlise da atividade antimicrobiana das AgNPs foi realizada
através do teste de microdiluicdo em caldo. A avaliacdo da
concentragdo bactericida minima (CBM) das solugdes sobre
os trés isolados de Aeromonas spp. caracterizados como
moderados produtores de biofilme foi determinada seguindo
as descrig¢des do protocolo M7-A7 do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI 2006), que consiste inicialmente em
sucessivas microdilui¢des em caldo. Primeiramente, 200uL
de caldo Mueller Hinton (MH) foram distribuidos em cada
poco das microplacas. Uma aliquota de 200pL da solucgdo de
nanoparticulas de prata foi adicionada ao primeiro pocgo e,
apos homogeneizagio, transferida para o segundo, e assim
sucessivamente. Uma vez realizadas as dilui¢oes seriadas, foram
obtidas as seguintes dilui¢des: 1:1; 1:2; 1:4; 1:8; 1:16; 1:32;
1:64; 1:128pg/mL. O mesmo procedimento foi realizado com
asolugdo de nitrato de prata (AgNO,) (controle), obtendo-se
concentragdes finais de 84,5; 42,25; 21,12; 10,56; 5,28; 2,64;
1,32; 0,66pg/mL.

Na preparagdo do indculo, 5mL de solugao salina foram
utilizados para obteng¢ao de uma suspensao bacteriana com
densidade otica de 0,104nm (10% Unidades Formadoras
de Colénias), que foi mensurada em espectrofotémetro no
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comprimento de onda de 580 nm. Desta suspensio, 100uL
foram transferidos para um tubo contendo 9,9mL de caldo MH,
sendo que 10pL foram colocados em cada pog¢o contendo as
dilui¢des das nanoparticulas de prata e do nitrato de prata.
As microplacas foram incubadas a 28°C durante 24 horas.
Posteriormente, com auxilio de um replicador multicanal,
o conteudo de cada pog¢o da microplaca foi inoculado em
placas contendo Agar MH, incubando-as novamente por mais
24 horas a 28°C, para determinac¢do da CBM, considerada a
menor concentracdo das solucdes em estudo capaz de causar a
morte do indculo. Como controle negativo (-) foram utilizados
quatro pogos com o caldo MH e, como controle positivo (+),
foram utilizados quatro pogos com o caldo MH e o in6culo
bacteriano. Para verificar a eficiéncia das nanoparticulas de
prata, realizou-se o mesmo procedimento com um in6culo
de Staphylococcus aureus. Os ensaios foram realizados em
triplicata.

Interferéncia das AgNPs na presenca do CCCP. Para
avaliar a capacidade de interferéncia das nanoparticulas na
presenca do inibidor de bomba de efluxo (CCCP) os isolados
foram cultivados em tubos contendo 3mL de caldo MH e
incubados a 28°C por 24 horas. Passado esse periodo de
incubacao, foram adicionados 180 pL nos trés pogos iniciais
da microplaca referentes a cada bactéria e nos demais pocos
foram adicionados 100 pL do meio. 20 pL da solucdo de
nanoparticulas foram adicionados também nos trés pocos
iniciais de cada bactéria e realizada a dilui¢do seriada. Apos
esse procedimento acrescentou-se 20uL de CCCP 0,04 M
em todos os pog¢os. Posteriormente adicionou-se 100 uL de
caldo MH com as bactérias em todos os pocos. Incubou-se
por 24 horas a 28°C. Em seguida, com auxilio do replicador
de microplacas, carimbou-se uma placa contendo dgar MH.

Interferéncia das nanoparticulas de prata (AgNPs)
na formacgao do biofilme e no biofilme consolidado. Para
avaliar a capacidade de interferéncia das nanoparticulas sobre
o biofilme em formacado de Aeromonas spp., uma alcada de cada
isolado bacteriano foi cultivado em 3mL de TSB por 24 horas
a 28°C. Destes cultivos, 100uL foram acrescidos nos pogos
de microplacas contendo 100pL da solugdo coloidal das
nanoparticulas de prata e nitrato de prata na concentragao
da metade do valor da CBM. Como controles negativos, foram
utilizados 100uL de meio de cultura. As microplacas foram
incubadas por 24 horas a 28°C. Ap6s este periodo, as amostras
foram lavadas com 200uL de agua destilada, trés vezes.
Em seguida, os pogos foram corados com 100pL de violeta de
genciana 0,25% por trés minutos e novamente lavados com
200uL de agua destilada. Posteriormente, foram adicionados
200uL de alcool-acetona (8:2) para dilui¢do dos cristais.
Por fim, a DO (densidade 6tica) foi determinada em leitor
de microplaca, mensurada em 620 nm (Nostro et al. 2007).

Na avaliacdo da capacidade de interferéncia das
nanoparticulas de prata e do nitrato de prata sobre o biofilme
ja consolidado, microplacas contendo 100uL das suspensdes
bacterianas foram incubadas em estufa por 24 horas a 28°C
para a formacdo prévia do biofilme. Apo6s a incubagdo, os
pogos das microplacas foram lavados trés vezes com 200uL
de dgua destilada e, em seguida, foi acrescida as substancias
testes. ADO foi determinada em leitor de microplacalogo apé6s
a adicdo das nanoparticulas (0h) (DOOh) e 24 horas depois
(DO24hs), mensurada em 620 nm, sendo a interferéncia
definida pela equagdo: DOOh média /DO24hs média
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x100 (Nostro et al. 2007). Para visualizagdo microscopica
do biofilme bacteriano formado, realizou-se a analise de
microscopia eletronica de varredura (MEV).

A confec¢do das amostras para andlise de microscopia, deu-se
seguindo o protocolo de formacdo de biofilme e interferéncia
na presenca da nanoparticulas de prata (FREITAS etal. 2010).
Em seguida, foi realizado o protocolo de fixacdo, onde: 10puL
da soluc¢do bacteriana com e sem adi¢do das nanoparticulas de
prata foram colocados em uma lamina contendo uma fita de
cobre. Posteriormente, foi realizado o procedimento de fixacéo:
duas horas e 30 minutos no glutaraldeido 1%; 20 minutos
em imersdo crescente de etanol (50, 70, 80, 95, 100%);
5 minutos em acetona 100%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Sintese e caracterizacao das nanoparticulas
Asnanoparticulas de prata obtidas a partir da sintese quimica
foram caracterizadas essencialmente por espectrofotometria
ultravioleta-visivel, que é uma técnica muito util para a
analise de nanoparticulas. A leitura da solugao coloidal das
nanoparticulas de prata no espectrofotdmetro UV-Vis indicou
um pico de comprimento de onda de aproximadamente 420nm
(Fig.1). A prata (Ag) apresenta uma absorc¢ao de luz na faixa
de comprimento de onda 390 a 450nm (Kim et al. 2007).
Os didmetros das nanoparticulas de prata resultantes da
sintese dependem de diferentes condigdes, tais como o tipo
do agente redutor, a quantidade e a concentracdo destes,
bem como a temperatura de reacdo, a velocidade de agitacdo
e a duragdo do processo de reducdo (Solomon et al. 2007).

Anadlise da atividade antimicrobiana das AgNPs

As nanoparticulas de prata ndo apresentaram efeito
antimicrobiano sobre os isolados de Aeromonas spp. testados,
porém o nitrato de prata inativou o crescimento dos isolados
nas concentragdes bactericidas minimas de 2,64pg\mL para
um isolado (P2.2) e de 5,28ug\mL para os demais. A prata
na forma de nanoparticulas é mais reativa por apresentar
propriedades fisico-quimicas tUnicas, e o aumento de suas
propriedades cataliticas a tornaria mais toxica do que seu
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Fig.1. Espectroscopia UV-Vis da solugdo coloidal das nanoparticulas
de prata.
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equivalente na escala macroscépica (Fernandes 2010).
Contudo, neste estudo, observou-se efeito contrario.

Para verificar se a ineficiéncia das nanoparticulas de prata
utilizada esta relacionada com a baixa concentragio de prata
na solucdo coloidal, foi feito o teste da CBM sobre um isolado
de Staphylococcus aureus, ja que na literatura consta que esta
bactéria é bem sensivel a estas nanoparticulas (Feng et al. 2000,
Soo-Hwan, 2011, Mohanty et al. 2012). Como resultado, as
nanoparticulas ndo inativaram o crescimento do isolado.
Assim, como nao foi possivel determinar a concentragio e
o tamanho das nanoparticulas neste estudo, a ineficiéncia
das mesmas em inativar o crescimento dos isolados de
Aeromonas spp., de acordo com os resultados da CBM, pode
estar relacionada a estes fatores. Segundo Antunes et al.
(2013), a baixa concentracdo das nanoparticulas de prata
na solucdo coloidal pode ter contribuido para o resultado
obtido em seu ensaio. Porém, ao aumentar a concentracdo
sdo necessarios estudos complementares sobre a toxicidade
das nanoparticulas de prata para que possam ser aplicadas
em animais.

Interferéncia das nanoparticulas na presenca do CCCP

No teste com o inibidor de bomba de efluxo (CCCP) na
presenca das nanoparticulas de prata, dos trés isolados
(moderados produtores de biofilme) avaliados nesse estudo
que eram resistentes as nanoparticulas, um demonstrou
sensibilidade na concentragao utilizada. Esse resultado
pode sugerir que a resisténcia a essas nanoparticulas esta
relacionada com a atividade de bombas de efluxo, sendo que
na presenca do inibidor as bactérias se tornaram sensiveis a
solucdo de nanoparticulas utilizadas no teste.

Smith et al. (2008) através de estudos realizados com
peixes, mostrou que no ambiente aquatico a troca de genes
de resisténcia é estimulada devido a facil movimentacao dos
micro-organismos e elementos genéticos méveis como os
plasmideos. Yates et al. (2004) por sua vez, reforcam essa
afirmacao ao demonstrarem que existe uma associagao direta
daresisténcia bacteriana aos antimicrobianos e metais pesados
para diversos genes de resisténcia que sao codificados em
plasmideos. Isto poderia justificar o resultado observado
em um dos isolados utilizados, o qual passou de resistente
a sensivel com a utilizacdo do inibidor de bomba de efluxo.
Entretanto, sdo necessarios outros estudos para verificar com
maior acuracia outras possiveis causas para os resultados
diferentes entre os isolados analisados pelo presente trabalho,
o que ainda ndo foi encontrado na literatura, uma vez que os
estudos sobre a utilizacdo de bombas de efluxo em Aeromonas
spp- ainda sdo insipientes.

Interferéncia das nanoparticulas no biofilme em formacao
e no biofilme consolidado

As nanoparticulas de prata interferiram no biofilme de todos
osisolados avaliados. Aliado ao fato de que os antimicrobianos
geralmente agem na fase do crescimento bacteriano, como
sintese proteica, sintese de acidos nucléicos e de parede celular
(Tretin etal. 2013), a acdo de um antibiofilme visa ao controle
direto do biofilme, agindo na matriz de exopolissacarideos
(EPS), mais especificamente na estabilidade estrutural,
composta de pontes i0nicas de fons de calcio e de magnésio,
e no enovelamento de cadeias vizinhas de polissacarideos,

inibindo desde a sua formacao até a destrui¢do de um biofilme
ja consolidado (Wingender et al. 1999).

Nio existem evidéncias quanto aos mecanismos de
descolamento e inibicdo do biofilme, porém suspeita-se que o
potencial antibiofilme das nanoparticulas pode estar associada
ao seu tamanho extremamente pequeno (Morones et al.
2005) e a penetracdo da prata através dos poros presentes
na camada de EPS (Sondi & Salopek-Sondi 2004). Em estudos
desenvolvidos por Kalishwaralal et al. (2010), Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus epidermidis continuaram
crescendo em baixas concentragdes (50nM) de nanoparticulas
de prata, mas suas capacidades para sintetizar o EPS foram
bloqueadas. Ao aumentar a concentragdo das nanoparticulas
para 100nM, estas ndo s6 inibiram efetivamente o crescimento
das bactérias, como também interferiram no biofilme ja
consolidado. Os ions de prata podem difundir diretamente
na camada EPS através dos poros, exercendo sua fungao
antimicrobiana (Kalishwaralal et al. 2010). Desta forma, a
concentragdo das nanoparticulas utilizadas deveria ser bem
maior para que estas ap6s interferir no biofilme, inativasse o
crescimento dos isolados do género Aeromonas.

Uma vez que a producdo de biofilme por isolados de
Aeromonas spp. foi quantificada, os trés isolados classificados
como moderados produtores de biofilme foram submetidos
a estes ensaios, por representarem os isolados passiveis de
avaliacdo mais precisa. Tanto as nanoparticulas de prata quanto
o nitrato de prata foram capazes de diminuir a formacgdo do
biofilme por todos os isolados (Quadro 1). Porém, em termos
de inibicao total do biofilme (negativo), as nanoparticulas
foram mais eficientes.

Chaw et al. (2005) realizaram um estudo que tinha como
objetivo verificar a agdo reativa de fons de prata e investigar
o papel destes ions em desestabilizar as for¢as de adesao
intercelular em biofilmes de S. epidermidis, utilizando
microscopia de forca atdbmica (AFM). Apds a adicao de fons
de prata, e dentro de 60 minutos de contato, a estrutura geral
do biofilme tornou-se parcialmente destruida e a estrutura
interna foi exposta. Com base nesta reatividade dos fons
de prata como doador de elétrons, acredita-se que os ions
de prata tém um efeito consideravel sobre a estabilidade
global da EPS (Chaw et al. 2005). Resultado semelhante foi
relatado por Feng et al. (2000), onde as nanoparticulas de
prata apresentaram efeito contra o biofilme de P, aeruginosa
através da inibicao da sintese da EPS.

No teste de interferéncia sobre o biofilme ja consolidado, as
nanoparticulas de prata também apresentaram maior eficiéncia,
obtendo uma média de interferéncia de 38,2%. Desta forma,
acredita-se que as nanoparticulas de prata possuem relevante
atividade sobre o biofilme de Aeromonas spp. ja consolidado.

Quadro 1. Classificacdo dos isolados de Aeromonas spp.
quanto a producio de biofilme em contato com as AgNPs e o
AgNO, nos ensaios de inibi¢do do biofilme em formacio

P,, Moderado Fraco Fraco
60 Moderado Fraco Fraco
1A Moderado Fraco Fraco
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Fig.2. Imagem de microscopia eletrénica de varredura de biofilme de Aeromonas spp. (A) sem e (B) com adi¢do de nanoparticulas de Ag.

Com o objetivo de testar o efeito de diferentes concentragoes
das nanoparticulas de prata no biofilme ja consolidado por
P aeruginosa e S. aureus sob condi¢des in vitro, monitorando
em 24 e 48 horas, Mohanty et al. (2012) chegaram a conclusao
que o tratamento de 24 horas resultou numa diminuicao
de mais de 50% e de 85% na formacdo do biofilme nas
concentragdes de 1uM e 2uM, respectivamente, ao passo
que o tratamento de 48 horas reduziu em aproximadamente
65% e 88% a formacdo do biofilme nas concentragdes
de 1 puM e 2 uM, respectivamente. Chandra etal. (2001) atribuiu
a maior resisténcia das nanoparticulas de prata no biofilme
ja consolidado a maior presenca do EPS, pois no biofilme
em formacdo as células sdo mais jovens, apresentando um
metabolismo mais ativo, o que corrobora com os resultados
deste estudo. Para causar a morte das bactérias inseridas no
biofilme consolidado, a concentragao ideal seria 1.000 vezes
maior do que nas células planctonicas (Clutterbuck etal. 2007).

Na analise de microscopia eletronica de varredura as
amostras acrescidas da solucdo de nanoparticulas apresentaram
uma discreta desagregacdo celular (Fig.2). Nao foi possivel
observar diferencas expressivas no biofilme entre os isolados
bacterianos puros e acrescidos de nanoparticulas. Provavelmente,
isso se deve ao fato de os isolados utilizados no estudo serem
moderados formadores de biofilme. Acredita-se que, se fossem
fortes formadores de biofilme, a diferenca seria mais facilmente
evidenciada. Dados revelam que nanoparticulas de prata
promovem a destrui¢cdo da matriz de exopolissacarideos do
biofilme em bactérias gram negativas, porém as concentragoes
que inibem a formacgio de biofilme ndo sdo suficientes para
matar as células bacterianas (Radzig et al. 2013).

Estudos indicam que as substancias antibiofilme pode ser
combinado com um antibidtico convencional para controlar
eficientemente a formacdo do biofilme, bem como perturbar
o biofilme ja consolidado, permitindo que a droga consiga
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atingir as células bacterianas que vivem em seu interior
(Abraham et al. 2011). Existem trabalhos na literatura que
mostram que o tratamento combinando nanoparticulas
de prata e antibiéticos possui uma excelente eficiéncia
(Birlaetal. 2009, Gurunathan et al. 2014). Muitos antibioticos,
tais como ampicilina, gentamicina, canamicina, estreptomicina
e vancomicina foram testados com AgNPs, e as atividades
antibacterianas destes antibioticos foram aumentadas contra
0s micro-organismos gram-negativos Escherichia coli e
P, aeruginosa, em comparagdo com S. aureus (Birla etal. 2009).
Nanoparticulas metalicas também podem ser combinadas com
polimeros para formar compostos com uma maior atividade
antimicrobiana (Ruparelia et al. 2008).

CONCLUSOES

Asnanoparticulas de prata ndo foram capazes de inativar o
crescimento do isolados de Aeromonas spp., podendo indicar
que a solucdo coloidal utilizada apresenta baixa concentragio de
prata. Desta forma, mais estudos sdo necessarios para verificar
a concentragdo ideal que cause a inativacdo do crescimento
bacteriano, desde que nio seja téxico para seu hospedeiro.

O teste com o inibidor de bomba de efluxo (CCCP) teve efeito
inibitério em um dos isolados analisados, o que comprova
que aresisténcia a essas nanoparticulas esta relacionada com
a atividade de bombas de efluxo.

Apesar das nanoparticulas ndo apresentarem efeito
inibitdrio no crescimento dos isolados, foi constatado que a
mesma apresentou um grande potencial de acdo antibiofilme
quando utilizada para interferir no biofilme em formacao,
bem como no biofilme ja consolidado.

Novos ensaios devem ser realizados para aprimorar
a acdo das nanoparticulas de prata, combinando-as com
outros compostos para que, além das mesmas exibirem a¢ao
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antibiofilme, possam apresentar potencial antimicrobiano,
ja que terapias antimicrobianas para Aeromonas spp. sdo
bastante limitadas.
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