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APRESENTAÇÃO

A coleção “Ciências Biológicas: Campo Promissor em Pesquisa” é uma obra 
composta de dois volumes que tem como foco principal a discussão científica atual 
através de trabalhos categorizados e interdisciplinares abordando pesquisas, relatos 
de casos, resumos ou revisões que transitam nas diversas áreas das Ciências 
Biológicas.

A grande diversidade de seres vivos e a grande especialização das áreas de 
estudo da biologia, a tornam uma ciência muito envolvente, que consegue abranger 
todas as relações interpessoais e uma grande interdisciplinaridade com outras áreas.

O primeiro volume foi organizado com trabalhos e pesquisas que envolvem a 
área da Saúde em diferentes Instituições de Ensino e Pesquisa do País. Logo, neste 
volume poderá ser encontrado pesquisas relacionadas a anatomia humana, plantas 
medicinais, arboviroses, atividades antimicrobianas e antifúngicas, biotecnologia e 
tópicos relacionados à segurança alimentar e cuidados em saúde. O destaque desse 
volume é para compostos naturais que podem ser utilizados no combate e controle 
de diversos microorganismos. 

Já o volume dois, é composto por trabalhos que envolvem o Ensino de Ciências 
e pesquisas científicas em Biologia, tendo destaque os trabalhos relacionados à 
Ecologia e Conservação ambiental, e também a divulgação da Educação Especial. 

A crescente preocupação com o meio ambiente e o consumo sustentável 
trazem reflexões que atingem nossa fauna e flora; os atuais processos de ensino e 
aprendizagem oferecem um plano de fundo às discussões referentes ao melhoramento 
das abordagens educacionais nas diferentes esperas de ensino.  

Conteúdos relevantes são, deste modo, apresentados e discutidos com a 
proposta de fundamentar e apoiar o conhecimento de acadêmicos, mestres e 
doutores das amplas áreas das Ciências Biológicas.

Renata Mendes de Freitas
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MATURAÇÃO DE BIOFILME, DISPERSÃO CELULAR 
E RESISTÊNCIA À ANFOTERICINA B DE UMA CEPA 

DO COMPLEXO Fusarium solani SOBRE CATETER 
VENOSO 

CAPÍTULO 13
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RESUMO: As espécies pertencentes ao 
complexo Fusarium solani possuem alta 
capacidade de colonizar e formar biofilme 
sobre diferentes superfícies, além de causar 
patogenicidade agindo de forma oportunista. 
Este trabalho objetivou avaliar a cinética da 
formação de biofilmes em cateter venoso, 
focando em maturação e dispersão ao longo 
do tempo (24, 48, 72 e 96 horas) e avaliar a 
ação antibiofilme de anfotericina B, em biofilme 
pré-formado. Para avaliar a cinética e dispersão 
utilizou-se os métodos de enumeração do 
número de fungos cultiváveis em unidades 

formadoras de colônia (UFC), biomassa do 
biofilme total e atividade metabólica mitocondrial 
(ensaio de redução). A atividade antibiofilme 
foi avaliada após 96 horas de biofilme, com 
a adição da droga (de 0,03 a 16 μg/mL) e 
incubado por mais 48 horas e determinada a 
concentração mínima capaz de erradicar o 
biofilme. Os biofilmes de 24 horas a 48 horas 
demonstraram ser em período de crescimento 
com aumento dos parâmetros avaliados. A 
maturação passou a ser considerada entre 
48 horas e 72 horas, onde o crescimento se 
manteve estável para UFC e biomassa total. 
Já a dispersão ocorreu a partir de 72 horas 
a 96 horas, quando houve diminuição dos 
parâmetros avaliados UFC, biomassa total e 
atividade metabólica mitocondrial. Foi possível 
observar que não ocorreu a inibição do biofilme 
da cepa do complexo F. solani em nenhuma das 
concentrações estudadas, havendo crescimento 
do fungo recuperado após 48 horas em contato 
anfotericina B. Assim, conclui-se que o biofilme 
formado de F. solani se matura em 48h e a 
partir de 72h começa a dispersar-se, podendo 
organizar-se e formar um novo biofilme, além 
de mostrar-se resistente à anfotericina B.
PALAVRAS-CHAVE: Fusarium solani, biofilme, 
dispositivo médico, resistência a poliênico.
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STRAIN OF Fusarium solani COMPLEX BIOFILM MATURATION, DISPERSION ON 

VENOUS CATHETER AND AMPHOTERICIN B RESISTANCE

ABSTRACT: The species belonging to the Fusarium solani complex have a high 
capacity to colonize and form biofilm on different surfaces, besides causing opportunistic 
pathogenicity. This study aimed to evaluate the kinetics of biofilm formation in venous 
catheters, focusing on maturation and dispersion over time (24, 48, 72 and 96 hours) and 
to evaluate the amphotericin B antibiofilm action in preformed biofilm. To evaluate the 
kinetics and dispersion we used the methods of enumerating the number of cultivable 
fungi in colony forming units (CFU), total biofilm biomass and mitochondrial metabolic 
activity (reduction assay). Antibiofilm activity was evaluated after 96 h of biofilm, with 
the addition of the drug (from 0.03 to 16 μg / mL) and incubated for a further 48 h and 
the minimum concentration capable of eradicating the biofilm was determined. The 24 
to 48 h biofilms were shown to be growing with increasing the evaluated parameters. 
Maturation was considered between 48 and 72 h, where growth remained stable for 
CFU and total biomass. Already the dispersion occurred from 72 to 96 h, when there 
was a decrease in the parameters evaluated CFU, total biomass and mitochondrial 
metabolic activity. It was observed that there was no inhibition of the F. solani complex 
strain biofilm in any of the studied concentrations, with growth of the fungus recovered 
after 48 h in contact with amphotericin B. Thus, it is concluded that the F. solani biofilm 
formed maturity within 48h and from 72h onwards it begins to disperse and can organize 
and form a new biofilm, and is resistant to amphotericin B.
KEYWORDS: Fusarium solani, biofilm, medical device, poliene resistance.

1 | 	INTRODUÇÃO

Fusarium spp. são um fungo filamentoso anemófilo, amplamente encontrado 
no solo, água e ar, que apresenta em sua micromorfologia hifas septadas hialinas. 
Em humanos, Fusarium spp. é responsável por diversas doenças, desde micoses 
cutâneas até infecções sistêmicas. Essas infecções disseminadas causadas por esse 
fungo apresentam altas taxas de mortalidade, em pacientes imunocomprometidos 
variando entre 50% a 70% (NUCCI; ANAISSIE, 2007).

Variados fatores de virulência são utilizados por microrganismos como 
estratégias para resistir ao sistema imunológico do hospedeiro e causar infecção. 
Dentre os fatores de virulência dos fungos, a formação de biofilme tem grande 
importância na patogênese das infecções fúngicas. O biofilme se inicia com a adesão 
do fungo a um substrato, então as células proliferam e subsequente a formação 
de hifas. Com o biofilme em desenvolvimento aumentando a biomassa forma-se a 
matriz extracelular que o envolve e com isso o biofilme está maturado. Após, ocorre 
a dispersão, onde as células filhas se desprendem do biofilme com uma tendência 
de maior virulência (BLANKENSHIP; MITCHELL, 2006). 

Esse arranjo auxilia o patógeno em alguns aspectos, como na elevada 

https://paperpile.com/c/XqJtFc/gpYY
https://paperpile.com/c/XqJtFc/sW7j
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capacidade de adesão às superfícies, sobrevivência em condições adversas, 
resistência aos antimicrobianos e potencialização de fatores de virulência, uma 
vez que, a dispersão de células maduras de biofilme estão associadas a infecções 
fúngicas com fenótipo de resistência a medicamentos e maior virulência desses 
organismos (BLANKENSHIP; MITCHELL, 2006; BRUNKE et al., 2016). Assim, este 
estudo teve como objetivo caracterizar biofilmes formados e avaliar sua resistência 
frente à anfotericina B por uma cepa pertencente ao complexo Fusarium solani em 
cateter venoso.

2 | 	MATERIAIS E MÉTODOS 

Isolado

O estudo foi realizado com uma espécie pertencente ao complexo Fusarium 
solani ATCC 36031, mantida na Micoteca do Laboratório de Micologia Médica da 
Universidade Estadual de Maringá a temperatura de -80 ºC. O fungo foi reativado 
em caldo Sabouraud e após o crescimento, foi confirmado a identificação por meio 
das características macroscópicas e microscópicas. Para cada teste, foi realizado 
uma cultura em ágar batata (PDA) por 5 dias a 25 ºC. Após o crescimento, a cultura 
foi raspada e os conídios de F. solani foram recolhidos em solução salina a 0,8% e 
filtrados para eliminar a presença de hifas. A viabilidade dos conídios foi determinada 
com azul de Trypan (0,4%) em câmara de Neubauer e a concentração do inóculo 
determinada de acordo com cada experimento.

Capacidade de formação de biofilme

O biofilme foi formado em fragmentos de cateter venoso cortados assepticamente 
no tamanho de 0,5 cm, inseridos em placa de poliestireno de 96 poços em proporção 
1:1 de  RPMI 1640 (RPMI Medium 1640; Gibco, Grand Island, NY, United States) 
com glutamina-I (bicarbonato de sódio) e 0.165M de ácido 3-(N-morfolino)-
propanossulfônico (pH 7.2) como tampão (Sigma-Aldrich, St. Louis, United States) e 
inóculo de 1x107 de conídios/mL a 37 °C por 24, 48, 72 e 96 horas, sendo a cada 24 
horas realizada a renovação da metade do volume do meio de cultura (RPMI). 

Avaliação da cinética e dispersão do biofilme

O biofilme foi avaliado em termos de: enumeração do número de fungos 
cultiváveis em unidades formadoras de colônia (UFC); biomassa do biofilme total 
usando o tradicional método de coloração de cristal violeta (CV) e atividade metabólica 
mitocondrial (2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazólio-5-carboxanilide) 

https://paperpile.com/c/XqJtFc/sW7j+O7nx
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ensaio de redução (XTT) (GALLETTI et al., 2017).

Atividade antibiofilme 

A preparação, diluição e distribuição da anfotericina B (AB; Sigma, Belgium) 
em microplaca foi realizada conforme o método de microdiluição em caldo, protocolo 
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI 2008) M38-A2. Após a formação 
do biofilme da cepa do complexo F. solani durante 96 horas (como descrito acima), 
os fragmentos de cateteres com este biofilme foram transferidos para a microplaca 
contendo AB nas concentrações de 0,03 a 16 μg/mL. Subsequente, a microplaca foi 
incubada por 48h a 35 °C. Após este período, os fragmentos contendo o biofilme em 
contato com cada concentração de AB foram transferidos para um tubo, contendo 500 
ul de tampão fosfato-salina (PBS pH 7,0; 0,1M) e sonicados por 10 segundos a uma 
frequência de 35% para o desprendimento do biofilme do cateter. Após a sonicação 
as amostras foram homogeneizadas em vortex por 1 minuto, realizada uma diluição 
seriada e plaqueada cada diluição em placas contendo SDA e incubadas por 48h 
a 25 ºC para determinar a concentração capaz de erradicar o biofilme em unidade 
formadora de colônias por mililitro (UFC/ml).

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A avaliação do biofilme realizada entre o período de 24 horas a 48 horas 
demonstrou que o biofilme estava em período de crescimento, onde as UFC foram 
crescentes, a biomassa total e a atividade metabólica mitocondrial também (Tabela1). 

A maturação passou a ser considerada entre 48 horas e 72 horas, onde o 
crescimento se manteve estável para UFC (de 0,50 para 0,52 Log10/cm2) e 
biomassa total (de 0,03 para 0,04 Abs/cm2), exceto a atividade metabólica que 
já iniciou um declínio no período apresentado (de 0,06 para 0,02 Abs/cm2). Esse 
aumento da quantidade de biomassa pode ser caracterizado pela formação de hifas, 
o que é importante para a formação robusta de biofilme de fungos filamentosos 
(BLANKENSHIP; MITCHELL, 2006).

Já a dispersão ocorreu a partir de 72 horas a 96 horas, quando houve diminuição 
dos parâmetros avaliados: UFC de 0,52 para 0,33 Log10/cm2; biomassa total de 
0,04 para 0,01 Abs/cm2. A atividade metabólica mitocondrial seguiu decaindo de 
0,02 para 0,01 Abs/cm2. Os valores do ensaio de redução XTT no presente estudo 
diminuíram com o tempo, sugerindo redução na atividade metabólica dos biofilmes. 
Esse resultado corrobora com de outros autores, onde os biofilmes de Fusarium 
exibem cinética oposta a atividade metabólica. Esta baixa atividade metabólica pode 
ser devida ao aumento da adsorção de compostos no biofilme matriz, significando 
que há menos contato entre o sal de tetrazólio e as células de biofilme maduro 

https://paperpile.com/c/XqJtFc/hs5W
https://paperpile.com/c/XqJtFc/sW7j
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(GALLETTI et al., 2017).
 É provável que vários processos-chave desempenhem papéis vitais nesses 

diferentes estágios de desenvolvimento do biofilme, como aderência de células-
substrato e células-células, desenvolvimento de hifas e detecção de comunicação 
do biofilme.

 UFC (Log10/cm2) CV (Abs/cm2) XTT (Abs/cm2)

24h 0,48 0,02 0,04

48h 0,50 0,03 0,06

72h 0,52 0,04 0,02

96h 0,33 0,01 0,01

Tabela 1. Avaliação das atividades para uma espécie do complexo Fusarium solani ao longo do 
tempo.

UFC: unidade formadora de colônia; CV: método de cristal de violeta para avaliar a biomassa total; XTT: método 
para avaliar a atividade celular; abs: absorbância.

Posteriormente ao período de 96 horas (Figura 1) do biofilme da cepa do 
complexo F. soloni, foi verificado a capacidade antibiofilme de anfotericina B. Foi 
possível observar que não ocorreu a inibição do biofilme da cepa do complexo F. 
solani em nenhuma das concentrações estudadas, havendo crescimento do fungo, 
recuperado após 48 horas em contato com a droga, indicando que como esperado, 
o biofilme aumenta a resistência de fungo a droga e mostra a necessidade do 
desenvolvimento de novas classes de medicamentos antimicóticos (DA ROSA et 
al., 2019). Diante do exposto, é possível afirmar que a formação de biofilme em 
cateter é uma ocorrência de alta gravidade, visto que pode acometer pacientes 
imunocomprometidos e o antifúngico usado na clínica médica não obteve sucesso em 
inibir o biofilme de uma cepa do complexo F. solani, indicando assim a preocupação 
da resistência a antifúngicos por meio da formação de biofilme.

Figura 1. Microscopia eletrônica de varredura após 96h de formação de biofilme de uma cepa 
do complexo Fusarium solani em fragmento de cateter venoso.

https://paperpile.com/c/XqJtFc/hs5W
https://paperpile.com/c/XqJtFc/x4AR
https://paperpile.com/c/XqJtFc/x4AR
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4 | 	CONCLUSÕES 

De acordo com os resultados obtidos, avaliação da cinética do biofilme de F. 
solani, é possível afirmar que esta espécie é capaz de formar biofilme em cateter 
venoso, o mesmo se matura entre 48 e 72 horas e, se dispersa entre 72 e 96 horas, 
além de se mostrar resistente ao antifúngico de escolha à tratamento sistêmico 
(anfotericina B) o que pode causar um agravamento da infecção. 
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