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Resumo

As publicacbes sobre biofilme microbiano pouco discutem e comparam as
principais técnicas de avaliacdo desta forma de interagdo ecoldgica. Para sua
deteccdo sdo necessarias técnicas morfoldgicas, quantitativas e genéticas. Nao
existindo uma metodologia padrdo-ouro, mas sim vantagens e desvantagens que
devem ser consideradas de acordo com a finalidade do estudo. O presente trabalho
trata-se de uma revisdo bibliogréfica ilustrativa das técnicas mais utilizadas no
cotidiano de microbiologistas e pesquisadores em geral. Foram analisadas as
metodologias colorimétricas do Cristal Violeta, da Reducédo do Sal Tetrazdlio, o
método quantitativo utilizando corpos de prova, os métodos morfologicos de
Microscopia eletronica de Varredura, Microscopia Confocal a Laser, Microscopia de
Forca Atdmica e os métodos genotipicos de Marcacédo de rRNA com Fluorescéncia
e 0 PCR em tempo real. Conclui-se que para a escolha do melhor método é
fundamental um planejamento de acordo com a finalidade de cada estudo,

determinando quais técnicas satisfazem suas necessidades experimentais.

Palavras-chave: Revisdo sobre Biofilme, Analises de biofilme por Microscopia,
Técnicas colorimétricas de analise de biofilmes, deteccao de biofilme por técnica

molecular.



Abstract

Publications about microbiologic biofilm poorly discuss and compare some
major technics of evaluation from this form of ecological interaction. For detecting
biofilm is necessary morphological techniques and often quantitative genetic, not
existing a gold-standard methodology, but advantages and disadvantages to be
considered in accordance with the purpose of the study. This paper relate a literature
review, illustrating the most used techniques by microbiologists and researchers in
general. We analyzed the colorimetric methods such as Crystal Violet, Tetrazolium
Salt Reduction, quantitative method using specimen, the morphological methods like
Scanning Electron Microscopy, Confocal Laser Microscopy, Atomic Force
Microscopy and genotypic methods as rRNA fluorescently labeled and real time
PCR. To choose the best method is crucial a planning according to the purpose of
each study in order to determine which meets the needs of an experiment.

Keywords: Review of Biofilm, Biofilm analysis by Microscopy, Biofilm Colorimetric

assays, technigues of detecting biofilm, molecular analyses of biofilm.



Introducao

O biofilme microbiano corresponde a uma estrutura formada por um conjunto
de células planctbnicas que se aderem irreversivelmente sobre um substrato
formando microcolénias (- 2. Os micro-organismos sdo embebidos em uma
complexa matriz polimérica formada por diversos compostos, dentre eles proteinas,
lipidios, sacarideos e acidos nucleicos @ 49,

Segundo o “National Institutes of Health” mais de 80% das infeccbes
bacterianas estdo envolvidas com a formacéo de biofilmes, ocasionando infeccdes
cronicas e com baixa resposta imunoldgica, consequentemente elevando o indice
de morbidade e os custos de tratamento ®). A estrutura polimérica do biofiime
potencializa o processo patogénico de diversos micro-organismos, entre eles estéo
as espécies patogénicas de Candida e de Staphylococcus, frequentemente
envolvidas em infecgGes a pacientes imunocomprometidos ¢ 7). Segundo Sardi et
al. (2013) ®, a levedura na forma de biofiime apresenta maior resisténcia a
antimicrobianos que na forma de células planctbnicas e, como consequéncia
aumenta sua patogenicidade ao hospedeiro. Isto porque os biopolimeros garantem
a adesdo e coesao de células dos micro-organismos, protegendo as formas vivas
da dessecacdao, cations metélicos oxidacao, antibiéticos e acéo de luz ultravioleta.
A matriz tem a capacidade de reter enzimas produzidas pelos micro-organismos o
que garante um mecanismo acessorio de digestdo extracelular ®). Além disso,
bactérias que muitas vezes séo parte da microflora normal como S.epidermidis,
Pseudomonas aeruginosa e Enterobactérias tornam-se oportunistas em pacientes
imunossuprimidos, devido a potencializacdo da patogenicidade pela formacéo de
biofilmes 22,

Diversos estudos ressaltam também que a contaminacdo de utensilios
médicos como proteses, cateteres, valvulas artificiais e marca-passos por biofilme
podem ser a causa de infec¢Oes sistémicas em individuos imunodeprimidos ou
covalescentes. Cateteres venosos centrais, devido ao longo tempo que sao
utilizados pelos pacientes, acabam proporcionando condicdo favoravel para a

formacao de biofilmes. Como consequéncia, alguns estudos vém sendo conduzidos
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de forma a definir materiais antimicrobianos e substancias que evitem a formacéao
dessas comunidades adesivas 19, Implantes também favorecem a formacéo de
biofilmes e muitas vezes sofrem rejeicdo do paciente devido a contaminagdo com
bactérias ou fungos, que impedem a adequada osseointegragdo (),

Ao mesmo tempo, estudos também destacam a importancia da
contaminac&o de biofilmes em alimentos 12.13), Algumas espécies microbianas sdo
capazes de formar biofilmes de alta densidade tanto em baixas quanto em altas
temperaturas, mesmo em presenca de elevada concentracao de cloreto de sodio, o
que representa um maior fator de risco para a contaminacdo de equipamentos em
processos industriais de producédo de alimentos.

As publicacdes sobre biofilmes microbianos pouco discutem ou comparam
as principais técnicas de avaliacdo desta forma de interacdo microbiana. Com esse
intuito, este artigo tem como objetivo apresentar técnicas de avaliacdo morfoldgica,
qualitativa, quantitativa e genética do biofilme microbiano, discutindo as principais
vantagens e desvantagens das principais metodologias (Tabela 1), ilustrando e
esquematizando os principais protocolos publicados nos ultimos 15 anos na

literatura cientifica.

Discusséo
Metodologias colorimétricas de deteccédo de biofilme microbiolégico
Reducéo do sal tetrazdlio (XTT)

O principio do método por reducdo de XTT estd relacionado com a
capacidade de células ativas de micro-organismos em metabolizar o sal tetrazélio a
compostos coloridos. A técnica € quantitativa e qualitativa, realizada em
microplacas, nas quais o indculo com suspensdo de micro-organismos sera
adicionado. Apos o tempo de crescimento do micro-organismo, o biofilme é formado
e o liquido presente é eliminado, adicionando-se a solugéo XTT. A redugao dessa
substancia a um composto colorido laranja indica a presenca de biofilme na

microplaca sendo esta lida em equipamento de Elisa, como observado na Figura 1.



Este teste visa, portanto, definir a vitalidade e metabolismo do biofilme microbiano
(14,15)

X horas de
(\— incubagao a 37°C

Suspensao

i Biofilme com coloragéo laranja apés
Indculo metabolizar o sal tetrazélio

Figura 1. Representacdo esquematica da metodologia metabolizacdo do XTT a

substancia Formazan e detec¢do em ELISA.

Esta técnica tem como vantagem a detecc¢éo do biofilme formado por células
vivas. Entretanto, como limitacbes principais aparecem a heterogeneidade de
biofimes que apresentam diversas estruturas de composicdo e, como
consequéncia metabolismos diferentes. O principal exemplo é o de biofilmes
maduros que apresentam lenta reducéo do XTT e liberagdo do composto colorido

Formazan 19,

Método utilizando corante Cristal Violeta

E um dos métodos mais amplamente utilizados para deteccdo de biofilmes.
Baseia-se na capacidade do cristal violeta penetrar na parede de bactérias Gram
positivas ou leveduras e permanecer retido no citoplasma (7- 18),

Como observado na Figura 2, uma suspensdo do micro-organismo é
realizada e adicionada aos poc¢os de microplacas, sendo as mesmas cobertas e
incubadas pelo tempo de crescimento do micro-organismo a 37°C. O contetudo de
cada poco é removido e lavado com &gua estéril salina. A microplaca é
vigorosamente agitada para remover as células ndo aderidas. O material aderido
remanescente € fixado com adicdo do metanol em cada poco, depois de alguns

minutos as placas sdo esvaziadas e secas ao ar livre. Finalizada essa etapa,



adiciona-se a solucédo de cristal violeta para a marcacdo e lavagem em &agua
corrente. Por fim a placa € seca e é adicionado aos poc¢os acido acético de forma a
solubilizar as células aderidas, para posterior medicdo em um leitor de microplacas
de ELISA (18),

X horas de
incubagéo a 37°C

e
Nt )
LT

Suspensdo %

- Lavagem com
; g solucdo salina por 3
Indculo vezes Fixagao com adigao de metanol em cada pogo

3 -
AL

Adigao de cristal
g In6eulo Corado com violeta
Leitura em cristal violeta
Equipamento de Elisa

Figura 2. Técnica semi-quantitativa de avaliacdo do biofilme microbiano (Cristal
Violeta).

A técnica do Cristal Violeta apresenta capacidade de quantificacdo
correlacionavel a técnica XTT e pode ser usada como técnica complementar as
microscopias como forma de quantificar o biofilme ja identificado 17,

Esta andlise apresenta um espectro pequeno, pois se restringe a micro-
organismos com parede celular negativamente carregada, como bactérias Gram
positivas e fungos leveduriformes e filamentosos. Além disso, a reprodutibilidade é
afetada pelas diferengas nas condi¢des de crescimento do biofilme, concentractes
dos solventes e tempos de eluicdo. A técnica do Cristal Violeta ndo define se a
massa de biofilme é de células mortas ou vivas, visto que o cristal violeta é capaz
de corar ambas as células (819,



Métodos de quantificacdo do biofilme microbiano

Método fenotipico de escolha para quantificacdo da carga celular por area
aderida em corpos de prova (unidade do material alvo de estudo). A contagem de
unidades formadoras de biofilme é realizada ap6s remocdo do biofilme por
aplicacao de ultrassom nos corpos de prova. A carga de células removidas, apos
diluicdo decimal seriada € plaqueada em meio de cultura adequado ao tipo de micro-
organismo avaliado (?021.22), A técnica tem como limitacdo o demorado tempo de
andlise 9. Um exemplo de metodologia é a utilizada em Enneti et al. (2012) 23

representada na Figura 3.



Colocar na estufa com temp. 32°C e apos certo
tempo inocular no Frasco

:

Suspens&do com micro-organismos Frasco com
agua peptonada
ou salina

Colocar na estufa com temp. de 32°C
Retiro corpo de prova apés Retlrar corpo de prova, lavar com dgua e passar

72h / 96h / etc... para frasco com 50mL

."”

Mergulhar corpo de prova
Na substincia a ser testada, na diluicdo
e pelo tempo desejado.

-

Frasco com 50mL
de agua peptonada ou salina

-l

F—

Frasco com 99mL
de 4gua peptonada ou salina
+ corpos de prova + inoculo

Sonicar por 10 min.

107 102 103
Retirar 500pL e inocular O O
no tubo /
—

Retiro 500pL e passo para o praximo tubo com

4,5mL de agua peptonada ﬁ

Retirar 20pL de cada diluicédo e do
Frasco; inocular
na placa com dgar

Frasco com 50mL
de agua peptonada ou salina
+ corpos de prova

Figura 3. Representacdo esquematica da metodologia utilizada para determinar a
guantidade de biofilme formado utilizando a contagem de unidades formadoras de
colénias (UFC).
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Técnicas morfologicas

As microscopias por for¢ca atdbmica, eletrbnica e Confocal a Laser séo
capazes de detectar biofilme sobre superficies de corpos de prova e também

analisar sua conformacao.
Microscopia por forca atdmica (MFA)

A microscopia por for¢a atdbmica garante uma imagem em trés dimensoes e
medicbes de amostras biologicas em fluidos e ar. Oferece resolu¢cdes a nivel
nanometrico e dados topograficos da amostra, apresentando modos de operacéo
diversos que garantem diferentes analises, sem a destruicdo do biofilme
microbiolégico @),

O equipamento é composto de um suporte no qual esta fixado uma ponteira
com uma sonda metalica, na qual a reflexdo do laser incidente é detectada por um
fotodiodo, indicando as deflexfes observadas (Figura 4). No caso de deteccédo de
biofilmes microbiol6gicos sobre corpos de provas, as técnicas de interacdo
escolhidas sdo o modo contato e tapping 2324,

Emissor de laser

Feixe de laser

& Fotodiodo
Lente

Ponteira

Amostra

Figura 4. Representagdo esquematica do microscopio por forca atbmica (MFA)
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Modo por contato (Figura 5): Modo que antecede a andlise por tapping. A ponta
entra em contato direto com a amostra, analisando somente a superficie do corpo

de prova sem a contaminac&o microbiana 3.

Figura 5. Representacdo esquematica da ponta do console em contato constante

com a amostra a ser analisada (Modo por contato).

Modo Tapping (Figura 6): Modo de avaliacdo do corpo de prova contaminado. Neste
modo a ponta oscila de forma constante tateando delicadamente a amostra,

garantindo a preservac&o do biofiime 3.

Figura 6. Representacdo esquematica da ponta do consola em oscilacao constante

de modo a tatear a amostra (Modo Tapping).

A Microscopia por For¢ca Atbmica tem como vantagens frente as outras
técnicas de microscopia ser uma técnica livre de utilizacdo de metais, além da
capacidade de monitoramento em tempo real da formacédo dos biofilmes e da
estrutura polimérica. E também capaz de mensurar a elasticidade do biofilme, a

capacidade de adesao, o volume e interagcbes como forcas de Van Der Waals e
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eletrostaticas. Entretanto, ndo é adequada para analises intracelulares, por ser
estritamente uma andlise da superficie. Também ndo é adequada para analise de
estruturas muito grandes que apresentam uma topografia muito irregular como
biofilmes velhos, que apresentam dezenas de microns de relevo na superficie, ndo

encontrados em biofilmes recém formados ?9.23),
Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Técnica baseada na utilizacdo de um feixe de elétrons de pequeno diametro
para verificar a superficie de uma amostra. Ponto a ponto, em linhas sucessivas, 0
sinal é transmitido a uma tela catddica, sendo a varredura sincronizada ao feixe
incidente (Figura 7). Quando o feixe de elétrons incide sobre a superficie da
amostra, recoberta com uma fina pelicula condutora de ouro ou platina, provoca a
emissao de fétons e elétrons que sédo convertidos em sinal de video. A interacao do
feixe incidente com a amostra resulta em uma imagem, pois o sinal recolhido regula
o brilho do monitor permitindo a observacéo. A microscopia deve ser realizada em
vacuo total ou baixo vacuo, garantindo uma imagem de alta qualidade em duas

dimensdes 29,
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Fonte de elétrons

Lentes condensadoras Coluna em alto vacuo

Computador

Bobina de Varredura

Lente objetiva

® Detector

Camara com Vacuo

Figura 7: Imagem ilustrativa da Microscopia eletronica de varredurasobre corpos de
prova com biofilme (MEV).

A técnica apresenta como vantagem grande grau de aumento e a alta
resolucdo de imagens. Como principais desvantagens estdo a preparacdo da
amostra em ambientes com vacuo, com risco de colapso das estruturas de biofilme;
a necessaria desidratagdo da amostra, com risco de alteracdo da estrutura do

biofilme e por fim a necessidade de cobrir a amostra com pelicula de ouro ou platina
(19),

Microscopia confocal a laser (MCL)

A microscopia confocal a laser surgiu em meados dos anos 80, sendo desde
entdo aprimorada e utilizada para diversos fins, inclusive na deteccéo de biofilmes
microbiolégicos. Seu fundamento é baseado na passagem de um laser por um
orificio (pinhole) incidindo sobre um espelho dicroico (reflete somente laser) que
projeta o feixe para uma lente objetiva, permitindo que luz atinja um Gnico ponto
sobre a amostra. A amostra emite fluorescéncia para a lente objetiva que
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consequentemente emite luz para o espelho dicroico, refletindo-a por diversos
filtros, até alcancar um fotomultiplicador que converte o sinal luminoso em dados
para um computador. Com os dados digitalizados, pixels s&o convertidos em

imagens tridimensionais, sendo representados assim em dados topograficos (6.

Foto detector -

Fonte de luz

Espelho dicroico

Lente objetiva k J

Figura 8: Esquema ilustrativo da Microscopia Confocal a Laser (MCL).

Esta andlise apresenta um alto contraste de imagem e resolucdo, além de
apresentar em trés dimensfes o0 volume ocupado pelo biofiime. Porém, a
metodologia Confocal a Laser tem como limitacdo apresentar uma analise semi-
guantitativa, visto que a quantidade de diferentes fluorescéncias utilizadas por vez
é relativamente baixa, mostrando apenas parte dos componentes do biofilme. Tal
limitacdo pode ser suprida com a utilizagcdo de outras técnicas de imagem em

conjunto @9,
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Métodos Moleculares de avaliacdo do biofilme microbiano
PCR em tempo real (QRT-PCR)

Baseia-se na deteccdo em tempo real da expressdo de genes constituintes
do biofilme microbiano permitindo a quantificacdo enquanto ocorre a execugao da
andlise. Esta metodologia estd sendo crescentemente utilizada em micro-
organismos com primers delineados para 0s genes constituintes do biofilme, ainda
que a amostra esteja contaminada com outros biofilmes. ?”) Segundo Xie et al.
(2011) @® a técnica é a melhor alternativa para o método colorimétrico de reducéo
do sal tetrazdlio (XTT), visto que esta possui limitacbes quando utilizada para
biofilmes maduros, que apresentam tempo de reducdo do sal muito lento.

Contudo, como limitacdo intrinsecamente relacionada as metodologias
moleculares, apresenta alto custo, € capaz de detectar biofilme de células néo
viaveis, necessita de primers especificos, que para a maioria dos micro-organismos

produtores de biofilme ainda ndo foram desenhados (9.

16



Anelamento do Primer

Marcador
PPPPPP g ‘ . . U ! K'

Enlglnnlnlnnnllnnl

DNA

Hibridizagdo da sonda

DNA polimerase

[ T30 N T [ A
TR

Figura 9. Esquema ilustrativo do gqRT-PCR para detecc¢éo e quantificacdo em tempo

real da expresséo genética do biofilme microbiano.

Marcacado de rRNA com fluorescéncia (FISH)

Fluorescence in situ Hybridization (FISH) caracteriza-se como uma técnica
que utiliza sondas marcadas com elementos fluorescentes especificamente

delineadas para ligar-se ao rRNA de células de biofilme viaveis do micro-organismo
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alvo pesquisado. A técnica permite deteccdo de células de biofilme de muditiplas
espécies diferentes ao mesmo tempo.

Esta técnica acoplada a Microscopia Confocal a Laser garante uma analise
topografica de biofilmes com multiplas espécies conferindo uma grande vantagem
a essa metodologia, como proposto por Thurnheer et al. (2004) ?°). Neste estudo
foram utilizadas as duas técnicas em conjunto para deteccdo de bactérias Gram
positivas e Gram Negativas em um mesmo biofilme. Entretanto, seu custo

operacional € alto e a demanda de tempo € elevada para preparacao (19,

Marcador
Fluorescente

Figura 10. Representacdo esquemética de um RNA ribossomal ligado a sonda
marcada com fluorescéncia na técnica de Marcacdo de rRNA com fluorescéncia
(FISH).
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Conclusao:

Diferentes técnicas estao disponiveis para deteccdo de biofilmes, entretanto
para a escolha do melhor método, de acordo com a finalidade do estudo, €&
fundamental definir a técnica de acordo com a sua caracteristica principal, pois ndo
h& um padrdo-ouro estabelecido capaz de ser sensivel, especifico e eficaz tanto
para biofilmes procariéticos e eucarioticos.

Na tabela 1 é apresentado um grande resumo com os dados coletados de
cada técnica sendo portanto as técnicas de microscopias eleitas para analises
morfolégicas, as colorimétricas para analises semi-quantitativas, a analise por
contagem de unidades formadoras de colénia como quantitativa e as andlises
moleculares como qualitativas e quantitativas. Observando que certas técnicas
podem ser utilizadas em conjunto como a de FISH com a microscopia Confocal a
Laser para garantir uma andlise completa. Contudo, ndo existe uma Unica analise
capaz de analisar todos os parametros ao mesmo tempo.

Neste estudo foi feito um comparativo das principais técnicas de avaliacao
do biofilme microbiano e ilustrados o0s principais protocolos de avaliacdo
morfoldgica, qualitativa, quantitativa e genética, sendo essencial um planejamento
do estudo por parte do pesquisador a fim de determinar quais técnicas satisfazem

suas necessidades experimentais.
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Tabela.1l

Métodos Semi-
guantitativos

Principio do método

Vantagens

Limitacdes

XTT

Metabolizacdo do sal tetrazdlio a
compostos coloridos.

-Verifica vitalidade e
metabolizacdo dos micro-
organismos

- Reducgéao do XTT diferente entre
micro-organismos deixa teste
suscetivel a falso resultado.

Cristal violeta

Cristal violeta penetra a parede de
bactérias Gram positivas e
leveduras permanecendo retido no
citoplasma.

-Correlacionavel a XTT

-Cora somente micro-organismos
carregados negativamente, sendo
eles vivos e mortos

Métodos
guantitativos

Principio do método

Vantagens

Limitacdes

CFU -
Contagem de
Unidades
Formadoras de
Colbnia.

Contagem de unidades formadoras
de colbnia.

- Deteccao de biofilme sobre corpo
de prova

- Falsos negativos, pois ultrassom
nao garante total remocao do
biofilme

23



Métodos
morfolégicos

Principio do método

Vantagens

Limitacdes

Microscopia por
Forca Atdmica

Interagcdo da sonda com a amostra
convertida em imagem.

- Deteccdao de biofilme sobre corpo
de prova

- Livre da utilizacdo de metais

- Monitoramento em tempo real da
formacéo de biofilmes e estrutura
polimérica

- Mensura elasticidade do biofilme,
capacidade de adeséo, volume e
interacBes como forcas de Van Der
Waals e eletrostaticas

-Andlise a nivel nano

-Andlise em trés dimensodes

- Dificil andlise de biofilmes muito
irregulares (biofilmes maduros)

Microscopia
Eletrbnica de
Varredura
(MEV)

Feixe de elétrons incididos sobre a
amostra sao refletidos na forma de
fétons e elétrons e o sinal €
convertido em video.

- Deteccao de biofilme sobre corpo
de prova

-Alta resolucéao de imagens

- Preparacdo da amostra
Necessaria devido a analise ser
em camara a vacuo
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Laser que incide sobre a amostra e

- Deteccéao de biofilme sobre corpo
de prova

-Impossivel realizar analise em

Microscopia . .

é refletido na forma de . tempo real
Confocal a N - Alto contraste de imagem e alta

fluorescéncia detectada e ~
Laser . . resolucéo

convertida em imagem.

- Andlise em trés dimensdes
Métodos

Moleculares

Principio do método

Vantagens

Limitacdes

gRT-PCR

Multiplicacé@o de acidos nucleicos e
deteccédo de genes especificos de
micro-organismos em uma
amostra sendo esta quantidade
proporcional ao biofilme formado

-Detecta e quantifica biofilmes
especificos, mesmo quando
contaminados com outros micro-
organismos

-Falsos positivos
-Alto custo

-Dificil execucdo, sujeita a
contaminacao

- Os primers devem ser
especificos e alguns micro-
organismos nao foram
caracterizados

- Capaz de detectar biofilmes
formados por células mortas
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Marcacéo de
rRNA com
fluorescéncia
(FISH)

Sondas marcadas com elementos
fluorescentes especificamente
criadas para ligar-se ao rRNA, de
determinado micro-organismo

-Deteccao de um biofilme com
multiplas espécies diferentes ao
mesmo tempo

- Utilizacdo em conjunto com
Microscopia Confocal a Laser
permite andlise topogréafica

-Técnica cara,
-Demanda tempo

-E complexa para preparacgéo
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