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Resumo: Os Cateteres Venosos Centrais (CVC’s) são os dispositivos hospitalares que podem desenvolver 

biofilme bacteriano em sua superfície e na região intraluminal, horas após a sua instalação, devido às 

infecções que podem ser acometidas pelo cateter, sendo necessário o tratamento endoluminal do 

dispositivo por meio de métodos antimicrobianos eficazes. O estudo teve como objetivo induzir, “in vitro”, a 

formação de biofilme de Staphylococcus aureus (ATCC 25922), utilizando um sistema que simulasse a 

circulação sanguínea e avaliar o efeito do plasma no tratamento do biofilme. Na metodologia foi utilizado 

um inóculo bacteriano, em caldo TSB, que permaneceu circulando em cateteres de poliuretano, ligados a 

uma bomba peristáltica, durante 24 h. O material de poliuretano é retirado do sistema, fragmentado e tratado 

com plasma de 6 L/min de argônio e 4 L/min de ar nos tempos: 150, 300 e 600 segundos. Após tratamento, 

realizou-se a contagem das Unidades Formadoras de Colônias e análise morfológica da superfície do 

biofilme por Microscopia Eletrônica de Varredura. Após a incubação e leitura, observou-se redução de 

UFC/mL, de 99%, 99% e 100%, nos tempos de 150, 300 e 600 segundos, respectivamente. Conclui-se, 

portanto, que o tratamento à plasma provocou efeitos bacteriostático e bactericida sob o microrganismo 

estudado. 

Palavras-chave: Staphylococcus aureus; cateter de poliuretano; biofilme; plasma elétrico. 

 

Abstract: Central venous catheters (CVCs) are the hospital devices that can develop bacterial biofilm on 

their surface and in the intraluminal region, hours after their installation, due to the infections that can be 

transmitted by the catheter, being necessary the endoluminal treatment of the device by means of efficient 

antimicrobial methods. The aim of the study was to induce in vitro the biofilm formation of Staphylococcus 

aureus (ATCC 25922) using a system that simulates blood circulation and to evaluate the effect of plasma 

in the treatment of the biofilm. In the methodology, a bacterial inoculum was used in TSB broth, which 
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remained circulating in polyurethane catheters connected to a peristaltic pump for 24 h. The polyurethane 

material is removed from the system, fragmented and treated with plasma of 6 L/min of argon and 4 L/min 

of air at the times: 150, 300 and 600 seconds. After treatment, the counting of the Colony Forming Units and 

morphological analysis of the biofilm surface were performed by Scanning Electron Microscopy. After 

incubation and reading, a reduction of CFU / mL of 99%, 99% and 100% was observed in the times of 150, 

300 and 600 seconds, respectively. It is concluded, therefore, that the plasma treatment provoked 

bacteriostatic and bactericidal effects on the microorganism studied. 

Keywords: Staphylococcus aureus; polyurethane catheter; biofilm; electric plasma. 

 

1. INTRODUÇÃO 

Em procedimentos hospitalares, os dispositivos médicos são muito utilizados para 

o cuidado da saúde; porém, também estão relacionados com constantes infecções 

bacterianas e possível desenvolvimento de biofilme microbiano, tanto na superfície 

quanto no interior desses equipamentos. (HOGAN et al., 2016; SHAH et al., 2013).  

Cateteres Venosos Centrais (CVC’s) são um dos dispositivos utilizados em 

procedimentos clínicos, podendo ser empregados na administração de medicamentos 

e substâncias nutritivas, via parenteral. A estrutura que compõe esses materiais deve 

possuir uma rigidez moderada, seguida de uma flexibilidade, além de haver uma 

resistência para evitar dobras e algum tipo de ruptura, para que, no decorrer da terapia, 

a substância que trafega no interior do cateter esteja livre de qualquer bloqueio no 

transporte interno. Dispositivos contendo partículas de politetrafluoretileno (PTFE), o 

povidone, e o poliuretano, em sua composição, são os mais encontrados, sendo este 

último o substrato que está contido em dispositivos como o Cateter Venoso Central. 

(HEILMAN, 2015). 

Apesar da grande influência nos procedimentos clínicos, CVC’s são alvos 

constantes de Infecções de Corrente Sanguínea Relacionadas ao Cateter (ICSRC), que 

podem ser desenvolvidas por erros de inserção do dispositivo intravenoso ou falha na 

antissepsia local, motivos pelos quais, um indivíduo em estado clínico crítico é exposto 

a ocorrências de complicações mais graves, como sepsemia.  (HEILMAN, 2015). 

Nas Infecções de Corrente Sanguínea Relacionadas ao Cateter, um fator 

relevante, que pode agravar esse quadro, é a antissepsia realizada pelo profissional na 

área de inserção do cateter. Problemas na antissepsia local fazem com que haja  

colonização de bactérias no cubo dos dispositivos, ocasionando uma contaminação 

intraluminal de microorganismos oportunistas. (SHAH et al., 2013). 

O estado imunológico do paciente, a composição do material do cateter e os 

procedimentos realizados para a inserção do dispositivo, são também fatores que 

colaboram para o início de infecções.  

Ao longo dos anos, o estudo sobre biofilmes de Staphylococcus aureus tem se 

tornado essencial para a medicina, em razão da sua resistência aos tratamentos, 

ocasionando aumentos significativos na morbidade de pacientes. Staphylococcus 
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aureus são bactérias gram positivas produtoras de coagulase, imóveis e não 

esporuladas, que possuem caráter comensal. A maioria dessas espécies são aeróbias 

ou anaeróbias facultativas, com afinidade para multiplicação favorável em ambientes a 

37ºC (BASTOS; KIRSZTAJN, 2011). É, também, descrita como responsável pelo alto 

índice de virulência, pois embora faça parte da microbiota da pele humana, trata-se de 

uma bactéria causadora de infecções superficiais ou também invasivas, quando em 

contato com a corrente sanguínea, desenvolvendo uma dispersão hematogênica.  

Devido ao seu alto índice de disseminação em ambientes hospitalares, existe 

também a possibilidade de desenvolvimento de complicações, como a bacteremia, a 

endocardite infecciosa e outras infecções relacionadas ao uso de cateteres 

intravasculares ou vesicais. Aproximadamente 30% da população sofre por colonização 

de S. aureus. Além dessas características, essa espécie de microrganismo é formadora 

de biofilme. (FOSTER et al., 2014; TONG et al., 2015). 

O termo “biofilme” faz referência a conglomerações de bactérias integradas a uma 

matriz polimérica, composta, principalmente, por exopolissacarídeos formados por 

filamentos proteicos e material extracelular dos próprios microrganismos, além de 

componentes sanguíneos advindos do hospedeiro, que facilitam a adesão microbiana e 

dificultam a sua remoção por substâncias antimicrobianas. Biofilmes podem estar 

presentes tanto em superfícies naturais (como a pele) quanto artificiais (como 

dispositivos hospitalares); no entanto, para que ocorra a adesão de microrganismos e 

posterior formação de biofilme em uma superfície, é necessário que haja uma interação 

iônica entre a bactéria e o substrato do dispositivo em questão, na qual as cargas 

negativas do material atraem as bactérias ao seu contato. (HØIBY et al., 2015; PESSOA 

et al., 2017; RICHARDS et al., 2014). 

O tempo para formação de biofilme bacteriano em superfície de cateteres varia 

conforme a associação do microrganismo com o material do dispositivo. As espécies 

bacterianas formadoras de biofilmes mais associadas com infecções de cateter são: 

Escherichia coli, Proteus mirabilis, Staphylococcus aureus, entre outros. O 

desenvolvimento de biofilme bacteriano tem algumas peculiaridades, conforme a 

diferença de metabolismo de cada microrganismo, mas, em geral, são divididos em três 

estágios principais: adesão, colonização e maturação. A espécie de Staphylococcus 

aureus, por sua vez, foi estudada mais profundamente quanto à sua formação de 

biofilme e verificou-se a presença de cinco estágios: adesão, multiplicação, êxodo, 

maturação e dispersão (MOORMEIER; BAYLES, 2017; OLIVEIRA, 2017). 

Com a finalidade de descontaminação de bactérias e biofilmes em dispositivos 

hospitalares, estes são submetidos à esterilização antes de seu uso. Em cateteres, é 

utilizado o óxido de etileno, um gás inflamável de poder carcinogênico e explosivo. O 

tempo de exposição dos materiais ao gás tem uma duração aproximada de 5 horas. 

(TRINDADE et al., 2008). Em busca de uma nova alternativa para esterilizações desses 

dispositivos, a medicina tem estudado o plasma atmosférico não térmico, que tem sido 
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empregado em várias áreas da saúde, podendo, assim, gerar melhorias para o controle 

de infecções. 

A tecnologia do plasma atmosférico vem sendo utilizada para fins medicinais, 

sendo aplicada visando à melhoria da qualidade e da biocompatibilidade de implantes. 

O plasma tem sido considerado promissor nessa tarefa, pois combina a redução de 

microrganismos patogênicos com a utilização de um agente não cancerígeno (gás 

nobre) como esterilizante (VON WOEDTKE; METELMANN; WELTMANN, 2014).  O 

estudo tem por finalidade avaliar a ação do plasma no controle de biofilme de 

Staphylococcus aureus, induzido in vitro, por meio de um sistema que simule a 

circulação sanguínea. 

 

2. METODOLOGIA  

Para a padronização da formação de biofilme em cateter de poliuretano e 

aplicação do plasma elétrico, foi utilizada a cepa ATCC (American Type Culture 

Collection) 25922 de Staphylococcus aureus, e preparado o inóculo bacteriano, de 

acordo com a escala 0,5 de Mac Farland. A cultura bacteriana foi dissolvida em 300 ml 

de caldo TBS (Tryptic Soy Broth). Esse inóculo foi colocado em um kitassato ligado a 

uma bomba peristáltica por duas tubulações de poliuretano (13 cm cada), com o intuito 

de simular a circulação sanguínea. O frasco contendo o inóculo foi posicionado sobre 

um agitador magnético e aquecedor de moléculas, para que permanecesse em agitação 

constante (1.500 rpm) e aquecido a 37 ºC. 

Preparo do Sistema de Bomba Peristáltica: O aparelho possui um orifício de 

entrada e outro de saída, nos quais foram conectadas as tubulações de poliuretano, 

fazendo a ligação com os ofícios do kitassato, localizados na sua parte superior e lateral.  

Feito isso, a bomba peristáltica foi ligada numa vazão de 6,5 L/h. O sistema permaneceu 

em funcionamento durante 24 horas. Após esse período, o sistema foi desligado e 

removidas as tubulações, em condições de esterilidade, para, posteriormente, serem 

depositados em uma placa de Petri. No fluxo laminar, os tubos foram lavados com 

solução fisiológica 0,9% para a remoção de células não aderidas, e fragmentados em 

12 segmentos de 1 cm cada, para tratamento, conforme figura 1. 

As amostras foram divididas em grupos: Controle negativo (salina, tubulação e 

meios de cultura), controle positivo (tubulação contaminada com biofilme e sem 

tratamento), e grupos tratados, variando entre 150, 300 e 600 segundos, com plasma 

de Argônio e Ar Comprimido.  
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Figura 1 -  Esquema da montagem experimental. 

 
Fonte: Os autores. 

 

As amostras de controle positivo foram introduzidas em tubos Falcon, contendo 

10 mL de salina e agitados em vórtex, durante 120 segundos, para desprendimento do 

biofilme, extraindo 100 µL de cada amostra para semeadura em placas com meio TSA 

(Trypticase Soy Ágar – DIFCO).  

As amostras de cateteres citadas foram expostas ao plasma gerado em um reator 

do tipo arco deslizante, configurado nas condições a seguir: Fluxo de gás Argônio e Ar 

Comprimido na razão 6/4 (L/min), com tensão aproximada de 2,4 kV, potência de 28 W, 

frequência de 60 Hz e altura do plasma em relação à amostra de 3,0 cm nos diferentes 

tempos de exposição. Após o tratamento, as amostras passaram pela etapa de 

desprendimento do biofilme, já descrita anteriormente. As placas de cultura foram 

colocadas em estufa a 37 ºC, durante 24 horas. Posteriormente, foi realizada análise 

quantitativa para avaliar o percentual de redução de unidades formadoras de colônias 

(UFC’s), utilizando-se a fórmula a seguir: 

 

% de redução de UFC/mL = (Nº de colônias inicial -  Nº de colônias final) x 100 

(Nº de colônias inicial) 

 

Um fragmento do substrato, de cada grupo, foi utilizado para análise qualitativa 

em Microscópio Eletrônico de Varredura (MEV), da marca HITASHI, modelo TM 3000. 

Essas amostras foram secas em temperatura ambiente e metalizadas com ouro (Au), 
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uma vez que o poliuretano não é condutor elétrico, sendo essa uma característica 

necessária para observação por intermédio do MEV.  

Figura 2 - Etapas das amostras para realização da microscopia eletrônica de 
varredura e do aparelho utilizado. 

 
 

Fonte: Os autores. 

 
 

2. RESULTADOS 
 
A figura 3 mostra imagens das placas de meio de cultura, após 24 horas de 

incubação a 37 º C.  

Figura 3 - Placas de cultura de S. aureus em ágar TSA após incubação. 

 
A - Controle Negativo (tubo sem biofilme); B - Salina utilizada; C - Caldo BHI puro, sem 
contaminação por S. aureus; Controle Positivo e os grupos tratados com 150, 300 e 600 
segundos, respectivamente.  

Fonte: Os autores. 

 
É possível observar que, nos grupos tratados, a redução da contagem de UFC/mL 

foi de quase 100% para todos os tempos, enquanto no grupo controle, houve um 

crescimento substancial (acima de 100.000 colônias). A tabela 1 mostra o percentual de 

redução após os tratamentos. 
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Tabela 1 - Porcentagem de redução de UFC/mL de S. aureus após 
tratamento com plasma 

Grupos %Redução 

Controle Positivo (+)  

Ar Comprimido +Argônio 
99% 

150s 

Ar Comprimido +Argônio 
99% 

300s 

Ar Comprimido +Argônio 
100% 

600s 

Fonte: Os autores. 

  
Na figura 4, podemos observar as micrografias obtidas por Microscópio Eletrônico 

de Varredura (MEV). Por meio dessa técnica, foi possível comprovar a presença de 

biofilme em todos os segmentos de poliuretano utilizados neste estudo. Quando 

comparadas à espessura de biofilme da amostra controle com os grupos tratados, 

observa-se que houve uma diminuição em todos os grupos. Esse fato pode ser atribuído 

à ação do plasma e suas espécies reativas sobre os microrganismos. Devemos ressaltar 

que pode haver variação das espessuras das diferentes amostras, já que são 

provenientes de diferentes regiões do material de poliuretano. 

 

Figura 4 - Micrografias de Microscópio Eletrônico de Varredura de Biofilmes de 
S. aureus com aumento de 20.000x. A- Controle Positivo (espessura de 2,25 µm); 
B -   tratado por 150s (espessura de 1,1 µm); C - tratado por 300s (espessura de 

0,8 µm); D - tratado por 600s (espessura de 1,63 µm).

 
Fonte: Os autores. 
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3. DISCUSSÃO 

A aderência microbiana é essencial para a formação do biofilme; entretanto essa 

aderência é dependente da interação iônica entre o microrganismo e a superfície. 

Estudo de Richards et al., (2014) demonstrou que uma carga negativa atrai bactérias, 

sugerindo que uma superfície positivamente carregada irá repelir as bactérias. E, desse 

modo, inibir a adesão. 

O tempo de formação de biofilme bacteriano varia com o metabolismo de cada 

microrganismo envolvido e sua interação com o substrato. Em um estudo realizado 

por Ziuzina et al., (2015), observou- se a formação de biofilmes de E. coli, S. aureus e P. 

aeruginosa após um período de 48 horas em substratos contendo membranas de 

tereftalato de polietileno. Nesse estudo, o desenvolvimento do biofilme intraluminal foi 

formado em período inferior a 24 horas. Comprovaram, ainda, a ação do plasma não 

térmico na redução das mesmas bactérias, demonstradas pela contagem de Unidades 

Formadoras de Colônia (UFC/mL) (ZIUZINA et al., 2015). Esses resultados corroboram 

o presente estudo no sentido de que a ação do plasma foi efetiva na redução das UFC/ 

mL (TOMAZINI; SOUZA; TEDESCO, 2007). 

Em relação à análise da formação do biofilme pela microscopia eletrônica de 

varredura (MEV), Ziuzina et al. (2015) observou uma desintegração celular nos 

fragmentos da matriz polimérica extracelular do biofilme de E. coli exposto por 5 minutos 

ao plasma atmosférico, enquanto as células bacterianas de E. coli permaneceram 

intactas. Comparando esses resultados com os do presente estudo, foi observada uma 

alteração morfológica, conforme o tempo de exposição, destacando a espessura do 

biofilme de S. aureus presente nos substratos submetidos ao plasma frente ao biofilme 

adquirido na amostra-controle. Essa alteração tende a ser atribuída à ação do plasma 

em contato com o microrganismo em tempos diversos. Deve ser considerado, também, 

que a variação de espessura no biofilme se deve às diferentes regiões do substrato 

analisado. 

Em relação aos procedimentos de esterilização em cateteres, muitas 

metodologias são utilizadas a fim de controlar a contaminação de microrganismos 

oportunistas que possam desencadear processos infecciosos. Os autores Trautner, 

Barbara W.; Darouiche (2010) pesquisaram substâncias utilizadas, tais como 

clorexidina, associadas a outros antimicrobianos, para esterilizar cateteres, 

demonstrando ser um tratamento viável para a prevenção e controle de bactérias; porém 

estas substâncias podem provocar reações alérgicas em alguns indivíduos submetidos 

ao uso desses cateteres. 

A tecnologia do plasma composto por gás Argônio (Ar) comprovada em 

estudos, in vitro, por Hussain et al. (2015) mostrou-se eficaz na inativação de bactérias 

do grupo Staphylococccus em superfícies de dispositivos médicos. A qualidade desse 

método para esterilização de materiais e sua efetividade em microrganismos pode variar 



82 

 

Revista Univap - revista.univap.br 

São José dos Campos-SP-Brasil, v. 24, n. 46, dez. 2018. ISSN 2237-1753 

de acordo com a composição dos gases com a qual é gerado o plasma, assim como 

sua frequência, voltagem, distância do alvo em questão e, também, do tempo de 

tratamento. Quando comparado a métodos tradicionais de esterilização, como 

radiações UV, óxido de etileno, uso de clorexidina, entre outros, a aplicação do plasma 

não térmico tem apresentado melhores resultados no controle microbiano (KOBAN et 

al., 2015). 

Os autores acima também comprovaram a ação bactericida e bacteriostática do 

Argônio em tempo reduzido, em Staphylococcus aureus e Staphylococcus 

epidermidis, convergindo com os resultados obtidos em nosso estudo, porém em um 

tempo superior, em 600 segundos, apresentando efeito bactericida em biofilme 

de Staphylococcus aureus. 

  

4. CONCLUSÃO 

Após a incubação a 37 º C e leitura, foi possível observar redução de UFC / mL, 

cerca de 99% em 150 segundos, 99% em 300 segundos, e 100% em 600 segundos, 

resultando em efeitos bacteriostático e bactericida no cateter tratado, exercido pela 

associação dos plasmas. A metodologia de esterilização de dispositivos envolvendo a 

aplicação de plasma elétrico não térmico é uma tecnologia promissora, ainda em estudo, 

que vem trazendo resultados alentadores no controle de biofilme bacteriano. 
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