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RESUMO

Este trabalho foi realizado com o intuito de visualizar e analisar se houve a formacdo biofilme
bacteriano pela Pseudomonas aeruginosa, em superficies de ndilon e poliestireno (isopor), Foi
realizada a higienizac¢do dos cupons de poliestireno e ndilon. Apds este processo foi proporcionada a
adesdo das células bacterianas aos cupons utilizando a bactéria Listeria monocytogenes. Foi realizado
o procedimento para fixagdo dos cupons e posteriormente a visualizagdo no microscépio eletrdnico de
varredura Evo 040 Leo. Houve dificuldade de adesdo das células bacterianas de Pseudomonas
aeruginosa na superficie de ndilon, caracterizando a ndo formacio de biofilme e alto crescimento
destas células no isopor, caracterizando a formagao ideal de biofilme.
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INTRODUCAO

Os biofilmes sdo complexos ecossistemas microbianos, que podem ser formados por
populacdes desenvolvidas a partir de uma tUnica, ou de mdltiplas espécies, podendo ser encontrados
em uma variedade de superficies bidticas e/ou abidticas. Nikolaev e Plakunov (2007), definem
biofilme como uma comunidade de células bacterianas irregularmente estruturada, aderente a uma
superficie envolvida em uma matriz de substancia polimérica extracelular.

Geralmente, a dindmica de formacdo de um biofilme ocorre em etapas distintas. Inicialmente
temos os organismos denominados colonizadores primdrios, que se adere a uma superficie contendo
compostos organicos que servem de substratos para seu desenvolvimento. As células aderidas passam
a se desenvolver, originando microcolonias que sintetizam uma matriz exopolissacaridica (EPS), que
passam a atuar como substrato para a aderéncia de microrganismos denominados colonizadores
secunddrios. Estes colonizadores secunddrios podem se aderir diretamente aos primdrios, ou
promoverem a formacao de agregados com outros microrganismos (Garrett et al., 2008).

A formacdo de biofilmes produz um ambiente dindmico, no qual células microbianas se
encontram em estado de homeostase, organizadas de maneira a utilizar todos os nutrientes disponiveis
(Sutherland, 2001). Biofilmes microbianos podem existir como agregados mais ou menos confluentes,
em camadas Unicas ou arquitetadas tridimensionais (Stoodley et al., 2002). Quando constituidos por
varias camadas de células, apresentam canais que permitem fluxo de liquido e gases, dispersdo de
nutrientes e descarte de componentes (Lindsay et al., 2008).

Segundo Kumar e Anand (1998), o biofilme pode ser desenvolvido em praticamente todo tipo
de superficie e em qualquer meio ambiente no qual os microrganismos vidveis estdo presentes. Para
isto, deve ser estabelecido o que se chama condicionamento da superficie.

E evidente que o microrganismo sempre adere a uma superficie condicionante. Portanto, a
microtopografia da superficie de contato com o alimento é igualmente importante, j4 que essa
superficie pode conter canais e fissuras onde a bactéria pode se alojar e fixar. Dessa maneira, os
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microrganismos podem aderir ao ago inoxidavel, ao aluminio, ao vidro, a borracha, ao teflon, ao
ndilon, a férmica, ao polipropileno, ao poliestireno e ao ferro forjado (Kumar e Anand, 1998). As
caracteristicas macroscopicas, e particularmente as microscopicas das superficies, sdo determinantes
para maior ou menor adesdo microbiana, com reflexos na contamina¢do dos alimentos por
microrganismos deterioradores ou patogé€nicos (Andrade, 2004). A microtopografia da superficie pode
dificultar os procedimentos de limpeza, quando fendas e outras imperfeicdes criam condi¢gdes para
abrigar as células.

Uma superficie mal higienizada, somada a capacidade de adesdo de um microrganismo, pode
se tornar uma fonte potencial de contaminagdo e levar a formacdo de biofilmes. Estes, uma vez
formados, sdo de dificil remog¢do, sendo importante evitd-los nos processos iniciais, pois quando os
microrganismos organizados em biofilme t€m sua fisiologia modificada, tornando-se mais resistentes
aos agentes antimicrobianos, antibidticos e sanificantes, disponiveis no mercado (Harrison et al.,
2005).

A eliminacdo do biofilme normalmente requer o uso de detergentes alcalinos, dcidos e/ou
iod6foros, no entanto, esses geram alguns efeitos adversos como corrosdo, contaminagdo do produto,
toxicidade e a rdpida resisténcia de algumas espécies microbianas.

Os biofilmes sdo de interesse na industria, pois as bactérias que chegam a formar esses
biofilmes sdo mais dificeis de ser eliminadas do que as células planctonicas. Uma vez estabelecido, o
biofilme pode atuar como fonte de contaminacdo para produtos processados e outras superficies
(Sharma e Anand, 2002). A adesdo e formacdo de biofilmes bacterianos podem ser indesejdveis sob
vérios aspectos numa planta de processamento. Estas podem diminuir a transferéncia de calor em
trocadores de calor, diminuir o fluxo em tubulacdes, desencadear processos corrosivos e
principalmente tornarem-se fonte de contaminac¢do microbiana (Arcuri, 2000).

Atualmente os estudos sobre biofilmes microbianos, tanto na drea médica quanto na drea
industrial, tem sido de grande relevéncia, devido as graves conseqiiéncias que podem causar a satide
publica. Assim o objetivo deste trabalho, é visualizar e analisar se houve a formacdo biofilme
bacteriano pela Pseudomonas aeruginosa, em superficies de ndilon e poliestireno (isopor), utilizando a
microscopia eletronica de varredura.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Microbiologia de Alimentos do
Departamento de Ciéncia dos Alimentos (DCA) e no Laboratério de Microscopia Eletronica e Andlise
Ultra Estrutural do Departamento de Fitopatologia (DFP) da Universidade Federal de Lavras (UFLA),
onde foram realizados, os procedimentos para formacdo do biofilme em superficies e a visualizagdo
utilizando a microscopia eletronica de varredura.

O biofilme bacteriano foi formado a partir de uma cultura de Pseudomonas aeruginosa
pertencente ao Laboratdério de Microbiologia de Alimentos, em cupons de ndilon e isopor com 1 mm
de espessura e dimensdes de 10 x 20 mm aproximadamente.

Os cupons contendo células bacterianas aderidas, foram imersos em solu¢do fixadora
(Karnovsky modificado), pH 7,2, pelo periodo de 48 horas. Apds este periodo, os cupons foram
lavados com tampao cacodilato 0,05M por trés vezes de 10 minutos, e pdés-fixados em tetréxido de
6smio 1%, em d4gua, por 1 hora. Apds este periodo, estes foram lavados por trés vezes em 4gua
destilada e, em seguida, desidratados em gradiente de etanol (25%, 50%, 70% e 90%, por 10 minutos;
100% por duas vezes de 10 minutos). Em seguida, o material foi levado ao aparelho de ponto critico
(Bal-Tec CPD 030) para completar a secagem, montados em stubs e cobertos com ouro utilizando o
aparelho metalizador (Bal-Tec SCD 050). No final desse procedimento, foram obtidas
eletromicrografias das células bacterianas aderidas a superficie de ndilon e isopor, usando-se
microscopio eletrdnico de varredura Evo 040 Leo (Alves, 2004).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme visualizado na (figura 1) pelas eletromicrografias de varredura, a superficie do
ndilon (A) é muito lisa, enquanto a superficie do isopor é bem irregular (B) apresentando muitas
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fissuras. Conhecer a eletromicrografia da superficie € importante, ja4 que essa pode conter canais e
fissuras onde a bactéria pode se alojar e fixar, sendo determinante para maior ou menor adesdo
microbiana, (Kumar e Anand, 1998; Andrade, 2004).

Pode-se observar que as células bacterianas de Pseudomonas aeruginosa apresentaram
dificuldade em se aderir na superficie de ndilon, formando um pequeno agregado de células aderidas
nio caracterizando a formagdo de um biofilme sendo demonstrado na eletromicrografia (A).

A superficie de isopor (D) provavelmente devido a sua irregularidade, favorece a adesdo e
crescimento das células de Pseudomonas aeruginosa caracterizando a formacao de biofilme, ou seja,
uma comunidade de células bacteriana irregularmente estruturada, aderidas e bem distribuida por
grande parte da superficie (Harrison et al., 2005).

10 pm

FIGURAT1: Eletromicrografias de cupons de nailon e poliestireno com adesdo de células bacterianas
de Listeria monocytogenes.

A eletromicrografia (C) demonstra com mais detalhes as células bacterianas de Pseudomonas
aeruginosa organizada em biofilme, nota-se que estas células apresentam forma de bastonete e
algumas se encontram ainda em processo de fissdo binaria. Além disso, nao foi possivel distinguir a
presenca de exopolissacarideos, que geralmente sdo produzidos por estas células quando organizadas
em biofilme.

As bactérias e outros microrganismos tém tendéncia natural de aderir a superficies como
mecanismo de sobrevivéncia, no entanto, a colonizagdo bacteriana a superficies sdlidas tem sido
descrita como estratégia bdsica e natural em uma variedade de ambientes (Cappello e Guglielmino,
2006). A adesdo de bactérias a superficie depende de parametros microbioldgicos, fisicos, quimicos e
relacionados ao material. Portanto, a microtopografia da superficie tem sido largamente estudada, uma
vez que microrganismos alocados em rachaduras ou fendas podem escapar de procedimentos de
limpeza e desinfec¢do, e posteriormente, podem vir a contaminar ou a recontaminar produtos
alimenticios durante o processamento, ou ainda proporcionar a continuacdo da formacdo de biofilme
na superficie (Hilbert et al.,2003).
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CONCLUSAO

As eletromicrografias obtidas neste trabalho revelaram dificuldade de adesdo das células
bacterianas de Pseudomonas aeruginosa em aderir em superficie de ndilon, caracterizando a ndo
formacao de biofilme, em contrapartida houve a formacao do biofilme em cupons de isopor.
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