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RESUMO 

Pseudomonas fluorescens é uma das bactérias psicrotróficas mais comumente 

isolada em leite cru e desempenha um papel importante na deterioração dos 

alimentos, pois são capazes de produzir enzimas termoresistentes e formar 

biofilmes. Este trabalho teve como objetivo explorar a capacidade de formação 

de biofilmes por duas cepas de P. fluorescens PL5.4 e PL7.1 provenientes de 

leite cru de búfala refrigerado. Para esta pesquisa foram realizados testes de 

proteólise, produção de exopolissacarídeos, ensaios de motilidade, avaliação da 

formação de biofilme em material de poliestireno e aço inoxidável, e por fim a 

visualização da estrutura do biofilme formado através de microscopia eletrônica 

de varredura. As duas cepas testadas apresentaram proteólise em ágar leite. 

Para a pesquisa de produção de exopolissacarídeo e ensaio de motilidade, estes 

foram ausentes ou fracamente produzidos pela cepa de P. fluorescens PL7.1 e 

produzidos em parte pela cepa de P. fluorescens PL5.4. As cepas foram 

capazes de formar biofilme em material de poliestireno, sendo a melhor condição 

evidenciada a temperatura de 7 °C pelo período de 72 horas. Para o teste de 

formação de biofilme em aço inoxídavel a cepa de P. fluorescens PL5.4 testada 

foi capaz de produzir biofilme e manter essa estrutura por até 72 horas em 

temperatura de refrigeração. Através da microscopia eletrônica de varredura foi 

possível observar o biofilme produzido pela cepa de P. fluorescens PL5.4 e sua 

forma plantônica, porém não foi possível observar produção de 

exopolissacarídeos e estruturas de motilidade. Considerando a origem das 

cepas é relevante salientar a importância da realização de procedimentos de 

limpeza e desinfecção para que se possa diminuir a contaminação por essas 

bactérias e prolongar a vida útil da matéria prima e seus derivados.  

 

1Dissertação de Mestrado em Microbiologia Agrícola e do Ambiente – Instituto de Ciências Básicas da 

Saúde, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (99 p.) Fevereiro, 2018. 
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ABSTRACT 

Pseudomonas fluorescens is one of the most commonly isolated psychotropic 

bacteria in raw milk and plays an important role in the deterioration of food 

because they are able to produce thermoresistant enzymes and to form biofilms. 

This work aimed to explore the biofilm formation capacity of two strains of P. 

fluorescens PL5.4 and PL7.1 buffalo raw milk in cooling tank. For this research 

were carried out tests of proteolysis, production of exopolysaccharides, motility 

tests, evaluation of the biofilm formation in polystyrene material and stainless 

steel, and finally the visualization of biofilm structure formed by scanning electron 

microscopy. The two isolates tested showed proteolysis in milk agar. For 

exopolysaccharides production and motility testing, these were absent or weakly 

respectively P. fluorescens PL7.1 strain and produced in part by the P. 

fluorescens PL5.4 strain. The strains were able to form biofilm in polystyrene 

material being a better condition evidenced at 7 °C for 72 hours. For the biofilm 

formation test in stainless steel the P. fluorescens PL5.4 strain was able to 

produce biofilm and maintain this structure for up to 72 hours at refrigeration 

temperature. Through scanning electron microscopy, it was possible to observe 

the biofilm produced by the isolate P. fluorescens PL5.4 and its planktonic form, 

but it was not possible to observe of production exopolysaccharides and motility 

structures. Considering the origin of the isolates, it is important to emphasize the 

importance of cleaning and disinfection so that contamination by bacteria can be 

reduced and extend a useful life of the raw material and its derivatives. 

 

1Master of Science Thesis in Agricultural and Environmental Microbiology – Instituto de Ciências 

Básicas da Saúde, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (99 p.) 

February, 2018. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A presença de micro-organismos no leite cru pode ocasionar 

alterações que consequentemente afetarão suas características físico-

químicas, podendo tornar os produtos finais impróprios para o consumo. Os 

micro-organismos podem contaminar o processo de produção, através da 

falta de higienização durante as etapas do processo de ordenha, do uso de 

água de má qualidade e de limpeza e desinfecção inadequadas dos 

equipamentos e tanques de armazenamento.  

Como alternativa para o crescimento desses micro-organismos 

contaminantes, opta-se por refrigerar essa matéria-prima, porém esse 

processo acaba por selecionar bactérias psicrotróficas. Estas, por sua vez, 

têm a capacidade de produzir enzimas com caráter deteriorante, e são 

resistentes aos processos de tratamento térmico, ocasionando uma 

diminuição na vida útil de derivados de produtos lácteos. 

Outro problema que vem sendo discutido atualmente é a capacidade 

dessas bactérias psicrotróficas em formar biofilmes. A formação de biofilmes 

acaba por dificultar a higienização de superfícies, onde nem sempre os 

sanitizantes vão conseguir eliminar completamente essas estruturas 

predispondo a contaminações cruzadas e/ou recontaminações ao longo do 

processo de produção de alimentos.  

A adesão desses micro-organismos e subsequente formação de 

biofilmes em superfícies como poliestireno, aço inoxidável já foi descrita para 

diversos gêneros bacterianos. Sabe-se que esses materiais também são de 

uso rotineiro em diversos serviços da área de alimentação. O gênero 

Pseudomonas sp., vem sendo bastante citado em estudos nos últimos anos 

como um importante formador de biofilme, possuindo um impacto negativo 

no âmbito industrial.  

Por esses motivos o presente trabalho procurou investigar o 

processo de formação de biofilmes por Pseudomonas fluorescens isoladas 

de leite cru de búfala. 
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2. OBJETIVOS  

 

2.1 Objetivo geral 

 

Este trabalho propõe avaliar a formação de biofilme por duas cepas 

de Pseudomonas fluorescens provenientes de leite cru de búfala refrigerado. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

2.2.1 Avaliar a sensibilidade aos antimicrobianos, produção de 

exopolissacarídeo e a motilidade das cepas de Pseudomonas 

fluorescens. 

2.2.2 Avaliar a capacidade de formação de biofilme das cepas de 

Pseudomonas fluorescens em superfícies de poliestireno. 

2.2.3 Avaliar a capacidade de formação de biofilme em co-cultivo na 

presença de Listeria monocytogenes ATCC 7644. 

2.2.4 Avaliar a capacidade de formação de biofilme da cepa de 

Pseudomonas fluorescens PL5.4 em superfícies de aço 

inoxidável. 

2.2.5 Observar a estrutura do biofilme formado em aço inoxidável por 

microscopia eletrônica de varredura. 
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3. REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1 O leite de búfala como matéria-prima 

A produção de leite de búfala vem crescendo no mercado Brasileiro, 

sendo principalmente utilizado para a produção de derivados lácteos. Sua 

produção mundial equiparada aos demais tipos de leite fica em torno de 12,8%, 

sendo o segundo tipo de leite mais produzido no mundo. O Rio Grande do Sul 

representa 6% do rebanho bubalino nacional (Bernardes, 2014).  

O leite de búfala pode ser consumido fresco ou usado como matéria-

prima pela indústria de laticínios (Bailone et al., 2017). Ele contém maiores 

teores de proteína, gorduras, minerais quando comparado ao leite de vaca. Os 

valores de acidez também são mais elevados, sendo outra característica 

importante (Bernardes, 2014). Essa disponibilidade de nutrientes no leite o 

torna um meio favorável ao crescimento microbiano (Bailone et al., 2017). A 

qualidade desta matéria prima está intimamente relacionada ao manejo de 

ordenha, sendo a qualidade da coleta essencial para a fabricação de um bom 

produto (Nucera et al., 2016). 

O leite recém-ordenhado apresenta baixo número de micro-

organismos, não apresentando risco a saúde. A contaminação do leite cru por 

micro-organismos pode ocorrer a partir do próprio animal, do homem e do 

ambiente (Nucera et al., 2016). Os fatores de contaminação do leite incluem a 

limpeza inadequada dos equipamentos de ordenha, procedimentos precários 

de higiene e mastite (Cleto et al., 2012; Oliveira et al., 2015). O leite poderá ser 

contaminado ao entrar em contato com a superfície de equipamentos de 

ordenha ou tanques de refrigeração (Bailone et al., 2017). Um leite com altas 

contagens microbiológicas sofrerá alterações que consequentemente afetarão 

as características finais de seus derivados (Nucera et al., 2016). 

No Rio Grande do Sul existem poucas propriedades produtoras de 

leite bubalino. A produção de leite de búfalo no Sul do Brasil é de 130 mil litros 

por ano, correspondendo em torno a 8% do total da produção no país (Ricci e 

Domingues, 2012; Bogo et al., 2017). Atualmente no Brasil não há legislação 

que defina os padrões de identidade e da qualidade do leite bubalino. Dessa 

forma, o leite cru de búfalo segue a legislação da Instrução Normativa 62 (IN 62 
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- MAPA) para leite bovino (Brasil, 2011).  

A temperatura e o período de armazenamento antes da 

pasteurização irão determinar o desenvolvimento da microbiota contaminante, 

já que esses fatores estão diretamente ligados com a multiplicação dos 

mesmos. Esse potencial de multiplicação poderá causar alterações físico-

químicas que poderão tornar o produto impróprio para a industrialização e o 

consumo (Baiolone et al., 2017; Bogo et al., 2017). A IN 62 - MAPA indica o 

tempo de armazenamento de no máximo 48 horas e a uma temperatura de 

conservação do leite na propriedade rural de 7 °C a 10 °C no estabelecimento 

processador (Brasil, 2011). 

A refrigeração de leite cru como alternativa para o crescimento de 

micro-organismos mesófilos levou à criação de condições seletivas para 

bactérias psicrotróficas (Oliveira et al., 2015; Puga, Orgaz e SanJose, 2016).  

A microbiota psicrotrófica contaminante está composta de espécies 

bacterianas gram-negativas e gram-positivas. Os principais gêneros 

encontrados são Pseudomonas, Achromobacter, Aeromonas, Serratia, 

Alcaligenes, Chromobacterium, Flavobacterium, Bacillus, Clostridium, 

Corynebacterium, Streptococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Lactobacillus, 

Microbacterium e Moxarella (Cleto et al., 2012; Oliveira et al., 2015; Pisano et 

al., 2016).   

 

3.2 Impacto da Pseudomonas spp. na indústria de produtos lácteos 

Pseudomonas spp. representam um problema tanto na produção 

primária como no processo de transformação do leite. Podem causar mastite e 

alterações dos produtos lácteos, mesmo que estes sejam mantidos sob 

rigorosas temperaturas de refrigeração (Nucera et al., 2016). Bactérias do 

gênero Pseudomonas são frequentemente isoladas em leite e produtos lácteos 

refrigerados, embora estejam presentes em menos de 10% da microbiota do 

leite cru recém ordenhado.  

A contaminação do leite por bactérias desse gênero pode originar-se 

através de água com qualidade inadequada, mas também do contato com 

superfícies e tubulações das linhas de processamento (Oliveira et al., 2015; 

Magro et al., 2016; Rossi et al., 2016).  
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Pseudomonas apresentam características psicrotróficas, podendo 

crescer a temperaturas entre 0-7 °C. Bactérias psicrotróficas são micro-

organismos que tem a capacidade de crescer em temperaturas baixas, porém 

suas temperaturas ótimas de crescimento são de 15 a 20 °C (Oliveira et al., 

2015). Bactérias psicrotróficas não são resistentes ao processo de 

pasteurização, porém são capazes de produzir enzimas termorresistentes. 

Muitas das enzimas produzidas mantêm uma atividade significativa após a 

pasteurização (72-75 °C / 15-20 s) e até ao tratamento com UHT (ultra high 

temperature) (130-150 °C / 2-4 s) podendo posteriormente degradar proteínas 

e gorduras presentes no leite (Nörnberg et al., 2011; Cleto et al., 2012; Oliveira 

et al., 2015). A atividade dessas enzimas passa a ser importante quando a 

contagem de micro-organismos psicrotróficos ultrapassa a faixa de 106-107 

UFC/mL, pois estão relacionadas a perda na qualidade e redução da vida de 

prateleira de produtos lácteos. Esse problema é antigo, porém persistente nos 

dias atuais (De Jonghe et al., 2011; Oliveira et al., 2015).    

Muitas Pseudomonas vivem como comensais de plantas, utilizando 

nutrientes exsudados da superfície das mesmas e sobrevivendo aos estresses 

ambientais, ocupando locais protegidos e fornecidos por sua arquitetura. Entre 

os comensais de plantas, está presente a P. fluorescens que pode 

desempenhar um papel de controle biológico, por sua competência em produzir 

antibiótico e outros metabólitos secundários que são tóxicos para os patógenos 

presentes nas plantas (Nucera et al., 2017). São capazes de produzir também 

sideróforos, sistema de secreção do tipo III e biofilmes (Scales et al., 2014). 

Pseudomonas fluorescens, podem ser frequentemente isoladas de 

leite cru refrigerado (Rossi et al., 2016). Em um estudo realizado por Nucera et 

al. (2016), este confirmou a presença de P. fluorescens (45% dos isolados) 

como a espécie predominante no ambiente de laticínios. Em 2010, foi descrito 

que consumidores europeus notaram que alguns produtos de mozzarella 

tinham pigmentação azul ao invés de branco e continham níveis elevados de P. 

fluorescens de até 106 UFC/g (Scales et al., 2014; Magro et al., 2016; Pisano et 

al., 2016).  
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3.3 Características da Pseudomonas fluorescens 

Pseudomonas spp. pertencem a família Pseudomonadaceae da 

subclasse Gammaproteobacteria. Estes micro-organismos são bacilos gram-

negativos, móveis constituídos por um ou mais flagelos polares. São aeróbios, 

não-fermentativos, catalase e oxidase positivos, mesofílicos, psicrotolerantes e 

não formadores de esporos (Scales et al., 2014; Rossi et al., 2016; Nishimura 

et al., 2017).  

Das muitas espécies dentro do gênero Pseudomonas, o complexo 

Pseudomonas fluorescens constitui 20% do gênero. Novos estudos de 

taxonomia através de testes genotípicos demonstram que muitas 

Pseudomonas isoladas e identificadas como espécies de Pseudomonas 

fluorescens estão sendo reclassificadas como novas espécies dentro de um 

"complexo de espécies" de Pseudomonas fluorescens. Identifica-se atualmente 

52 espécies dentro deste grupo, compartilhando muitas características 

fenotípicas (Scales et al., 2014; Garrido-Sanz et al., 2017). Elas estão divididas 

em subgrupos que diferem na análise da sequência de multilocus (multilocus 

sequence analysis - MLSA) e da análise filogenômica. O complexo de 

Pseudomonas fluorescens contém 8 filogrupos que são Pseudomonas 

mandelii, Pseudomonas jessenii, Pseudomonas koreensis, Pseudomonas 

corrugata, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas gessardii, Pseudomonas 

chlororaphis e Pseudomonas protegens (Garrido-Sanz et al., 2017). Estas 

bactérias são descritas como rizobactérias promotoras do crescimento de 

plantas (plant growth-promoting rhizobacteria – PGPR), devido a sua 

capacidade de suprimir doenças causadas por agentes patogênicos através da 

colonização competitiva de tecidos vegetais, produção de antibióticos, indução 

de fitohormônios ou metabólitos que modificam o equilíbrio hormonal das 

plantas (Garrido-Sanz et al., 2016; Garrido-Sanz et al., 2017; Hernández-

Salmerón, Moreno-Hagelsieb e Santoyo, 2017). 

A enorme heterogeneidade fenotípica e genética mostrada pelas 

cepas pertencentes ao grupo P. fluorescens levou a uma difícil avaliação de 

sua filogenia, pois não engloba completamente a taxonomia e, a proposta de 

que um complexo de espécies esteja moldando a filogenia do grupo P. 

fluorescens.  As dificuldades dentro desse grupo são as descrições frequentes 
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de novas espécies, e a inclusão de cepas nesse grupo (Garrido-Sanz et al., 

2016). 

As cepas de P. fluorescens isoladas de amostras ambientais têm 

uma faixa de crescimento de 4 a 32 °C, enquanto para os isolados de seres 

humanos e outros mamíferos esta faixa estende-se para até 37 °C (Scales et 

al., 2014). Elas são geralmente encontradas no solo e água, podendo ser 

isoladas aeróbicamente em meios contendo diferentes fontes de carbono e 

anaeróbicamente em meios contendo nitrato. Estão comumente associadas 

com a deterioração de alimentos (ovos, carnes, peixes e leite). São também 

frequentemente isoladas a partir de espécimes clínicos (Nishimura et al., 2017). 

Estudos identificaram a bactéria P. fluorescens em abundância na microbiota 

de vários locais no corpo, incluindo a boca, estômago e pulmões. P. 

fluorescens são geralmente consideradas não patogênicas para os seres 

humanos. No entanto, apesar de serem menos virulentas do que P. 

aeruginosa, elas podem provocar infecções agudas de caráter oportunista, 

sendo o local mais comum de infecção a corrente sanguínea (Scales et al., 

2014; Nishimura et al., 2017). 

Esta espécie secreta um pigmento fluorescente verde-amarelo que é 

o sideróforo pioverdina, também chamado de fluoresceína e que confere sua 

fluorescência quando exposto a luz UV (Muller et al., 2016). A pioverdina é o 

principal sideróforo produzido, é um composto de alta-afinidade pelo ferro, 

importante para o crescimento bacteriano e sua sobrevivência. Algumas cepas 

de P. fluorescens produzem também outros sideróforos secundários; P. 

fluorescens ATCC 17400 produz quinolobactina, pseudomonina, acinetobactina 

e anguibactina (Scales et al., 2014). Seis classes de metabólitos secundários já 

foram descritos por inibir crescimento de fungos e bactérias produzidos em 

parte por P. fluorescens, sendo eles as fenazinas, floroglucinóis, pioluteorina, 

pirrolnitrina, lipopeptideos cíclicos e cianeto de hidrogênio (Muller et al., 2016). 

Sua capacidade extremamente versátil permite que esta bactéria 

possa persistir em uma ampla gama de ambientes fora de um hospedeiro. 

Estes incluem solo, superfícies de plantas, equipamentos não estéreis, 

superfícies de paredes e até mesmo em seus interiores (Scales et al., 2014; 

Rossi et al., 2016). 
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A membrana externa de P. fluorescens pode variar a sua 

permeabilidade em função da temperatura de crescimento, mesmo que 

nenhuma diferença na composição seja encontrada para correlacionar com 

esta transição. O efeito foi atribuído a uma mudança na estrutura das porinas 

que afeta a sua função, uma vez que uma diminuição na temperatura de 

crescimento induz uma redução no componente OprF (porina F), sugerindo 

uma mudança estrutural. Isto poderá se refletir em sua habilidade de crescer 

em baixas temperaturas (Arana  et al., 2010; Magro et al., 2016). 

Outra característica importante das P. fluorescens é sua capacidade 

de adesão e formação de biofilmes (Rossi et al., 2016). A formação de biofilme 

em superfícies, como as utilizadas para produção de alimentos, vem sendo 

cada vez mais estudada, pois os biofilmes agem como pontos de 

contaminação, liberando assim células de micro-organismos patogênicos, 

oportunistas ou deterioradores, comprometendo a qualidade dessas matérias-

primas e seus futuros derivados (Cleto et al., 2012; Marchand  et al., 2012). 

 

3.4 Biofilmes microbianos 

Biofilmes são comunidades microbianas, sendo uma forma natural 

de crescimento de muitos micro-organismos. Adesão de células microbianas, 

subsequente formação de biofilme e maturação dessas estruturas são 

conectadas com mudanças fenotípicas nas células, com manifestações 

geralmente de novas vias metabólicas de melhora na resistência a compostos 

tóxicos. Para algumas bactérias patogênicas, isto reflete em um aumento na 

virulência (Masák et al., 2014). 

A formação de biofilme se divide em quatro fases principais: adesão, 

produção de exopolissacarídeos (EPS), maturação e desprendimento das 

células do biofilme, que poderá gerar um novo biofilme. A etapa de adesão de 

células livres, conhecidas como planctônicas irá se iniciar pelo acúmulo de 

material orgânico e inorgânico sobre uma superfície onde poderão 

desenvolver-se aglomerados bacterianos. Essa adesão inicial ainda é capaz de 

ser removida. Essa interação poderá torna-se mais forte conforme se inicia a 

produção de uma matriz de EPS onde essa etapa da formação do biofilme 

acaba se tornando irreversível. Após a maturação de um biofilme, estes micro-
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organismos se tornam mais resistentes e protegidos da pressão do ambiente e 

da ação de sanificantes e antimicrobianos. Os mecanismos de dispersão de um 

biofilme podem ser divididos em dois tipos, a dispersão ativa e passiva. A ativa 

refere-se a mecanismos que são iniciados pelas próprias bactérias, enquanto 

que a passiva refere-se a separação celular mediada por forças externas. 

Então para que se possa permitir a ação desses agentes sanificantes será 

necessária a aplicação de uma força mecânica que seja capaz de romper sua 

estrutura (Seca 2015; Abdullahi et al., 2016).   

Os biofilmes produzidos no meio ambiente geralmente consistem em 

estruturas formadas por mais do que uma espécie ou sub-espécie, tornando-se 

comunidades microbianas altamente complexas. As estruturas extracelulares 

de tais biofilmes multi-espécies podem diferir do modelo de mono-espécies até 

pelo fornecimento de substratos para processos catabólicos provenientes de 

outros micro-organismos, enfatizando a importância de se estudar melhor estas 

comunidades complexas (Welch et al., 2012; Roder et al., 2016).  

Geralmente os biofilmes são criados de forma não aleatória e 

distribuídos por microcolônias de células bacterianas e estes estão embebidos 

por uma matriz modelada ou glicocálice, onde as substâncias poliméricas 

extracelulares (exopolissacarídeos) vão constituir de 75-80% do volume. Os 

EPS são compostos de polissacarídeos, proteínas, ácidos nucleicos, lipídios, 

entre outros compostos, e sua produção é o principal evento durante o 

desenvolvimento de um biofilme (Murugan et al., 2016).  

Um dos grandes responsáveis por conferir a proteção, tornando as 

células fortemente aderidas (essas denominadas sésseis) mais resistentes, é 

essa matriz de EPS, que agirá como uma barreira física, impedindo que os 

agentes sanificantes cheguem a seus sítios de ação (Welch et al., 2012).  Em 

comparação com as células planctônicas, as bactérias presentes em um 

biofilme podem se tornar até 1000 vezes mais resistentes (Quilès et al., 2016).  

O EPS irá determinar as propriedades físicas do biofilme, enquanto 

as células bacterianas irão determinar suas propriedades fisiológicas. O EPS 

irá desempenhar um papel importante na fixação, desprendimento, resistência 

mecânica, resistência a predadores, desidratação, interações entre 

subpopulações, tolerância e troca de material genético, desempenhando um 
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papel não apenas na sua formação, mas também no seu comportamento 

(Murugan et al., 2016). 

A remoção de biofilme na indústria acaba se tornando difícil, devido 

a presença de exopolissacarídeo secretado pelos micro-organismos diminuindo 

a eficácia da limpeza de equipamento complexos de processamento (Marchand 

et al., 2012). 

Os gêneros bacterianos que apresentam maior capacidade de 

formação de biofilmes são Pseudomonas, Alcaligenes, Enterobacter, 

Staphylococcus, Bacillus, Flavobacterium e Escherichia coli (Seco 2015). 

Entre as Pseudomonas sp. isoladas de leite cru, as Pseudomonas 

fluorescens são as mais frequentemente encontradas (Martins et al., 2014; 

Oliveira et al., 2015; Puga, Orgaz e SanJose, 2016; Rossi et al., 2016; 

Nishimura et al., 2017; Xu et al., 2017).   

A capacidade de aderir a superfícies sólidas e a consecutiva 

formação de uma organizada comunidade bacteriana são passos importantes 

no estabelecimento de biofilmes. Sabe-se que a mudança do modo de 

crescimento planctônico para biofilme é um processo que ocorre em resposta a 

mudanças nas condições ambientais (Cleto et al., 2012). Em um estudo 

realizado por Rossi et al. (2016), observou-se que a maioria das cepas de P. 

fluorescens isoladas de fábricas de laticínios, foram capazes de formar biofilme 

a 10 °C após 48 horas. Foi suposto também que a formação de biofilmes é 

aumentada pela motilidade celular, particularmente quando mediada por 

flagelos. A transição entre o estado planctônico para o estado séssil é muitas 

vezes descrita como um ciclo de eventos regulados que permitem que as 

populações bacterianas se adaptem ao crescimento a uma determinada 

superfície (Gallique et al., 2017). Essa transição é acompanhada por mudanças 

na função flagelar, produção de pili do tipo IV (T4P), acumulo intracelular do 

segundo messageiro diglanilato cíclico (c-di-GMP), produção de adesinas e 

exopolissacarídeos que contribuem para a formação de uma comunidade 

organizada de biofilme (Kazmierczak, Schniederberend e Jain, 2015; Gallique 

et al., 2017).  

A formação de biofilmes em superfícies, como o aço inoxidável, 

utilizados para produção de alimentos, vem sendo cada vez mais estudada, 
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pois a limpeza química após o uso deve ser aplicada adequadamente nos 

equipamentos e superfícies alimentares. No entanto, esta operação, quando 

não executada devidamente, pode eliminar apenas parte dos micro-organismos 

deixando outros aderidos a superfície. Isso acarretará como pontos de 

contaminação, liberando assim células de micro-organismos patogênicos, 

oportunistas ou deterioradores contidos no biofilme, comprometendo a 

qualidade da matéria-prima e seus futuros derivados (Cleto et al., 2012, 

Marchand et al., 2012). 

Atualmente os biofilmes formados por P. fluorescens em leite são 

pouco abordados, mesmo esse micro-organismo sendo frequentemente isolado 

dessa matéria prima (Scatamburlo et al., 2015; Lin et al., 2016; Rossi et al., 

2016). 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

O presente trabalho foi realizado no Laboratório de Microbiologia do 

Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da Universidade 

Federal do Rio Grande do Sul. 

 

4.1 Isolados baterianos e condições de cultivo 

Duas cepas de Pseudomonas fluorescens foram utilizados neste 

estudo. Ambos foram obtidos no período de 2012 a 2013 e identificados em 

trabalho anterior como Pseudomonas fluorescens PL5.4 com o código 

MH046417 e Pseudomonas fluorescens PL7.1 com o código MH046418 no 

Standard Nucleotide BLAST (disponível em http://www.ncbi.nlm.nih.gov). As 

duas cepas demonstraram pelo menos 98% de correspondência com as 

sequências disponíveis no banco de dados. Essas cepas foram provenientes 

de amostras de leite cru de búfala refrigerado, obtidas de um tanque de 

resfriamento de uma indústria de laticínios localizada no município de Glorinha 

– RS. Os mesmos foram congelados em skim milk e mantidos a -20 °C. As 

cepas foram descongeladas e semeadas em 3 mL de caldo Tryptic Soy Broth 

(TSB) e incubados a temperatura de 30 ºC por 48 horas. Após seu crescimento 

foram estriados por esgotamento em placas Trypticase Soy Agar (TSA) e 

incubados a 30 ºC por 48 horas. 

 

4.2 Confirmação da identificação das cepas bacterianas via MALDI-

TOF/MS  

A confirmação das cepas de Pseudomonas fluorescens PL5.4 e 

PL7.1 foram realizadas por MALDI-TOF/MS (Matrix-Assisted Laser 

Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry). A partir do 

crescimento em TSA, uma colônia de cada cepa foi adicionada a microtubos de 

centrifugação contendo 300 µL de água Milli-Q. Estes microtubos foram 

homogeneizados por vórtex e adicionados de 900 µL de etanol. A seguir os 

microtubos foram centrifugados duas vezes a velocidade de ≥ 13.000 rpm, 

durante 2 min. Foi retirada a fração do álcool e o complexo etanol-pellet foi 

deixado secar a temperatura ambiente, durante dois a três minutos. Ácido 
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fórmico 70% (25 µL) foi adicionado ao sedimento e homogeneizado por vórtex. 

Em seguida foi adicionado acetonitrila pura (25 µL) e misturados novamente 

por vórtex. Os microtubos foram centrifugados durante 2 min à velocidade ≥ 

13.000 rpm, de tal forma que todo o material fosse recolhido num pellet. Por 

fim, foram adicionados 1 μL de sobrenadante e 1 μL de solução ácido α-4-

ciano-hidroxicinamico (HCCA) sobre uma placa MALDI e deixado secar 

completamente à temperatura ambiente. As análises foram realizadas em um 

aparelho MALDI Biotyper 4.0, software MBT OC. 

 

4.3 Avaliação de atividade proteolítica em ágar leite 

A atividade proteolítica foi avaliada conforme Ruaro et al. (2013) com 

algumas modificações. As cepas de Pseudomonas fluorescens PL5.4 e PL7.1 

foram inoculadas em ágar leite (5 g/l de peptona de carne, 3 g/L de extrato de 

levedura, 12 g/L de ágar, 10% de leite UHT desnatado) por picada e incubados 

a 30 ºC por 48 horas. Foi feita a verificação da presença de halo de proteólise 

ao redor da colônia a qual foi medido e expresso em milímetros (mm). 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 foi usada como controle positivo. 

 

4.4 Teste de suscetibilidade bacteriana aos agentes antimicrobionanos 

A suscetibilidade a agentes antimicrobianos foi testada usando o 

método de difusão em disco de acordo com as orientações do Brazilian 

Committee on Antimicorobial Susceptibility Testing (BrCAST, 2017). As cepas 

de P. fluorescens PL5.4 e PL7.1 e o controle P. fluorescens NCTC 10038 foram 

inoculados em solução salina a 0,85% e ajustados para 0,5 da escala de 

McFarland. Em seguida foram semeados em placas de ágar Mueller-Hinton 

(Himedia, Índia). Após foram adicionados 12 diferentes discos de antibiótico 

(Sensifar, Cefar). As classes dos discos de antibiótico utilizadas foram de β-

lactâmicos (Piperacilina-tazobactam 110 μg), cefalosporinas (Ceftazidima 30 

μg, Cefepima 30 μg), monobactâmicos (Aztreonama 30 μg), carbapenêmicos 

(Imipenem 10 μg, Meropenem 10 μg), aminoglicosídeos (Gentamicina 10 μg, 

Trobamicina 10 μg, Amicacina 30 μg) e fluoroquinolonas (Ciprofloxacina 5 μg). 

As placas de P. fluorescens PL5.4, PL7.1 e P. fluorescens NCTC 10038 foram 

incubadas a 30 °C. Os diâmetros das zonas de inibição foram medidos em 
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milímetros e a partir deste resultado classificados como sensíveis, 

intermediários ou resistentes. 

 

4.5 Investigação da produção de exopolissacarídeos (EPS) por meio 

sólido contendo Calcofluor 

Para o ensaio de EPS as cepas de P. fluorescens PL5.4 e PL7.1 

foram crescidas em meio sintético (K2HPO4 0,6 g/L; KH2PO4 1,8 g/L; 

MgSO4.7H2O 0,2 g/L; NaCl 0,1 g/L; CaCl2.2H2O 0,2 g/L; Na2MoO4.2H2O 2 

mg/L; MnSO4.H2O 2,4 mg/L; H3BO3 2,8 mg/L; CuSO4.5H2O 0,08 mg/L; 

ZnSO4.7H2O 0,24 mg/L; suplementado com 4 mL de FeEDTA 1,64%; 1 mL de 

biotina 100 μg/mL; manitol 5,0 g/L; L-glutamato monossódico monohidratado 

1,87 g/L) acrescido do corante epifluorescente Calcofluor na concentração final 

de 200 μg/mL. As placas foram divididas em quadrantes e estriadas as cepas 

de P. fluorescens PL5.4 e PL7.1, e os controles Staphylococcus epidermidis 

ATCC 35984, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e P. fluorescens NCTC 

10038. Após 24 horas de crescimento em estufa à 30 ºC, a detecção da 

produção de exopolissarídeo (EPS) de cada cepa foi determinada com a 

iluminação das placas por uma lâmpada long wave ultraviolet (LW UV-A) 

Xelux® com comprimento de onda de 365 nm (Serrato et al., 2006). 

 

4.6 Avaliação da motilidade bacteriana pelo ensaio Twitching 

O ensaio associado a motilidade do tipo Twitching está relacionado a 

movimentos repetitivos de extensão e retração das estruturas pili tipo IV que é 

observado em superfícies sólidas, interfaces ou em meios com viscosidades 

moderadas (1% de ágar). As cepas de P. fluorescens PL5.4 e PL7.1 foram 

submetidas ao ensaio de Twitching onde foram inoculados por picada no ágar 

Luria-Bertani (LB) 1% até o fundo da placa. Após incubação a 30 °C durante 24 

horas removeu-se o ágar e determinou-se a zona de motilidade em mm por 

coloração da placa de Petri com cristal violeta a 2% durante 2 horas. Cada 

cepa foi testada em quadruplicata. Foi utilizada a cepa de P. aeruginosa ATCC 

27853 como controle positivo (Otton et al., 2017). 
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4.7 Avaliação da motilidade bacteriana pelo ensaio Swarming 

O ensaio associado a motilidade do tipo Swarming, avalia um padrão 

dendrítico de movimento e é observada na presença de fontes específicas de 

nitrogênio e carbono, bem como em superfícies menos viscosas, como 0,4-

0,7% de ágar. O ensaio foi realizado de acordo com Otton et al. (2017) com 

algumas adaptações. Para o ensaio foi utilizado o ágar Luria Bertani 0,5% 

suplementado com 12 mM de glicose e 12 mM de glutamato. As placas foram 

secas durante 1 hora sob fluxo laminar e após esta secagem as cepas de P. 

fluorescens PL5.4 e PL7.1 foram inoculadas por picada no ágar até o fundo da 

placa. A incubação foi realizada em atmosfera úmida a 30 °C durante 24 horas 

e à temperatura ambiente durante mais 48 horas. Após o período de 

incubação, mediu-se a zona de motilidade em mm. Placas de TSA inoculadas 

com as cepas foram utilizadas como controle negativo. Cada cepa foi testada 

em duplicata. Foi utilizada a cepa de P. aeruginosa ATCC 27853 como controle 

positivo. A positividade do teste baseou-se em 80% da diferença do tamanho 

do halo do teste em LB 0,5% em relação a inoculação no meio TSA.  

 

4.8 Ensaio do Cristal Violeta para avaliação da formação de biofilme  

Para a formação de biofilme foi utilizado o método descrito por 

Stepanovic et al. (2000). Após o crescimento bacteriano das cepas de P. 

fluorescens PL5.4 e PL7.1 em placas de TSA, suas colônias foram 

ressuspendidas em 3 mL de solução salina a 0,85% e a turbidez padronizada 

de acordo com a escala de McFarland de 0,5, o que corresponde a 1,5 x 108 

UFC/mL. 

O ensaio foi realizado em placas de microtitulação de 96 poços de 

material poliestireno com fundo chato (NEST, China). As cepas foram 

inoculadas individualmente em octoplicatas. Aos poços foram adicionados 180 

µL de TSB (Himedia, Índia) acrescido de 0,25% de glicose e 20 µL de 

suspensão bacteriana de cada uma das cepas individualmente. Para os poços 

com o controle negativo (c-) foram tratados nas mesmas condições, mas sem a 

presença das cepas. Para o controle positivo foi usada uma cultura forte 

formadora de biofilme de Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 (Moura et 

al., 2015). Três repetições foram usadas para as incubações em diferentes 
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condições: 7 ° C durante 72 horas, 23 °C durante 24 horas e a 37 °C durante 

24 horas. Após a incubação, os poços foram aspirados e as amostras lavadas 

três vezes com 200 µL de solução salina a 0,85%. A fixação das bactérias foi 

realizada usando 200 µL de metanol (PA) durante 20 min. Depois o metanol foi 

aspirado e as microplacas invertidas, deixando secar durante a noite à 

temperatura ambiente. 

O procedimento de coloração foi realizado com 200 µL de uma solução 

de cristal de violeta a 0,5% durante 15 min, seguido por lavagem das placas 

com água destilada estéril. Após a secagem das placas, as células bacterianas 

fixadas e coradas no fundo das cavidades foram ressuspendidas em 200 µL de 

etanol a 95% durante 30 min e depois a quantificação do biofilme foi feita. A 

densidade óptica (DO) do biofilme bacteriano foi quantificada com a ajuda de 

um espectrofotômetro leitor de microplacas a um comprimento de onda de 570 

nm (Anthos 2010 Tipo 17 550 S. Nº 17 550 4894). Todos os micro-organismos 

foram separados em categorias usando a DO dos biofilmes bacterianos. As 

amostras foram classificadas como: não formador de biofilme (DObiofilme < DOc-

), fraco formador de biofilme (DOc- <DObiofilme ≤ 2 x DOc-), moderado formador 

de biofilme (2 x DOc- < DObiofilme ≤ 4 x DOc-) e forte formador de biofilme (4 x 

DOc- < DObiofilme). 

 

4.9 Ensaio do Cristal Violeta para avaliação da formação de biofilme 

com leite residual 

Para simular a presença de leite numa superfície, as placas de 

microtitulações tiveram os poços preenchidos com 200 μL de leite bovino UHT 

desnatado por duas horas a temperatura ambiente e a seguir aspirados. O 

procedimento de formação, leitura e interpretação do biofilme foi feito 

igualmente ao item 4.8. 

 

4.10 Efeitos da co-cultura de Listeria monocytogenes ATCC 7644 no 

biofilme de Pseudomonas fluorescens PL5.4  

Para avaliar o efeito do co-cultivo de L. monocytogenes ATCC 7644 

sobre a formação de biofilme da cepa de Pseudomonas fluorescens PL5.4, as 

colônias destas cepas, previamente cultivados em TSA, foram ressuspendidas 
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em 0,85% de solução salina e a turbidez padronizada de acordo com a escala 

de McFarland de 0.5, o que corresponde a 1,5 x 108 UFC/mL. Foram 

acrescidos 10 μL de cada suspensão bacteriana em placas de microtitulação 

de 96 poços de material poliestireno com fundo chato (NEST, China) e seguido 

o mesmo protocolo descrito por Stepanovic et al. (2000). Três repetições foram 

usadas para avaliar a formação de biofilmes em diferentes condições: 7 °C 

durante 72 horas, 23 °C durante 24 horas e a 37 °C durante 24 horas. 

 

4.11 Avaliação da formação de biofilme da cepa de Pseudomonas 

fluorescens PL5.4 em superfícies de aço inoxidável  

Foi avaliada a capacidade de formação de biofilme pela cepa de P. 

fluorescens PL5.4 em corpos de prova de aço inoxidável American Iron and 

Steel Institute - AISI 304 (1 cm x 1 cm, espessura desprezível) de acordo com a 

metodologia descrita por Nörnberg et al. (2011) e Bayoumi et al. (2012) com 

algumas modificações. Para a higienização dos corpos de prova de aço 

inoxidável, foi feita a sua imersão em acetona durante 30 min para remover 

gordura ou impressões digitais, em seguida foi feita lavagem com água 

destilada estéril (dH2O) e submetidos a esterilização em autoclave. Para o 

experimento, as colônias bacterianas foram crescidas em TSA por 24 horas à 

30 °C. As mesmas foram transferidas para meio de cultura TSB e incubadas 

por 24 horas a 30 °C. Uma alíquota de 2 mL na concentração de a 108 UFC/mL 

(ajustada em espectrofotômetro com densidade óptica de 600 nm), foi 

transferida para frascos Erlenmeyers contendo 18 mL de TSB acrescido de 

0,25% de glicose. Para cada Erlenmeyer três corpos de prova de aço 

inoxidável foram adicionados. Os mesmos foram posteriormente incubados 

sem agitação a 7 °C, 23 °C e 30 °C durante 24, 48, e 72 horas. A cada 24 

horas um corpo de prova de cada Erlenmeyer foi assepticamente removido 

usando uma pinça estéril, lavando três vezes em dH2O estéril para remover 

células fracamente aderentes. Os corpos de prova contendo células de biofilme 

foram imersos em 10 mL de solução salina 0,85% e submetidos a banho por 

ultrassom Unique modelo USC700 com uma frequência de 40 kHz, e tratados 

por um período de 10 min a fim de liberar células do biofilme. Diluições 

decimais foram feitas a partir de cada solução contendo o corpo de prova. A 
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seguir foram plaqueadas e incubadas a 30 °C durante 24 horas. Foram 

realizadas contagens para determinar o número de células sésseis expressas 

em log UFC/cm2. Todas as contagens foram realizadas em duplicata. Para o 

controle de crescimento das bactérias também foram feitas contagem das 

células livres (planctônicas) contidas no erlemeyer. Para o controle positivo foi 

usada uma cultura formadora de biofilme de Staphylococcus epidermidis ATCC 

35984 (Moura et al., 2015). 

 

4.12 Avaliação da formação de biofilme da cepa de Pseudomonas 

fluorescens PL5.4 em superfícies de aço inoxidável com leite 

residual 

Para simular a presença de leite numa superfície de aço inoxidável, 

foram adicionados 2 mL de leite bovino UHT desnatado em Erlenmeyers 

contendo 16 mL de caldo TSB antes do ensaio de formação de biofilme. O 

procedimento de formação de biofilme e interpretação foi realizado de acordo 

com o item 4.11.  

 

4.13 Microscopia Eletrônica de Varredura  

A formação de biofilme pela cepa de Pseudomonas fluorescens 

PL5.4 sobre um corpo de prova de aço inoxidável (1 cm x 1 cm, espessura 

desprezível) e a suas células planctônicas foram examinadas por Microscopia 

Eletrônico de Varredura (MEV) no Centro de Microscopia e Microanálise da 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul.  

Para esta análise, foi utilizado um frasco Erlenmeyer com 18 mL do 

meio de cultura caldo TSB acrescido de 0,25 % de glicose. A esse Erlnmeyer 

foram adicionados 2 mL de um pré-inóculo contendo a cepa de P. fluorescens 

PL5.4, com concentração em torno de 108 UFC/mL.  

A higienização do corpo de prova foi realizada por sua imersão em 

acetona durante 30 min para remover gordura ou impressões digitais, em 

seguida foi feita lavagem com água estéril destilada (dH2O) e submetidos a 

esterilização em autoclave. Após, o mesmo foi imerso no caldo contendo a 

cepa de P. fluorescens PL5.4 e incubado a 30 ºC por 24 horas. Após esse 

período, para a verificação de células sésseis, a superfície com as células 
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aderidas, foi fixada com 1 mL glutaraldeído 3% (v/v) em tampão fosfato 0,2 M 

pH 7.2 por 3 dias. Para a verificação das células livres (planctônicas), foi 

retirado 1 mL do caldo inoculado e adicionado a um tubo de microcentrifuga, o 

qual foi centrifugado a 10.000 rpm por 10 min para a obtenção do pellet com as 

células. Deste foi retirado o sobrenadante e adicionado 1 mL glutaraldeído 3% 

(v/v) em tampão fosfato 0,2 M pH 7.2 por 3 dias, para fixação do mesmo.  

Após este processo, os materiais foram lavados três vezes com o 

mesmo tampão e desidratados num gradiente de acetona de 30% a 100% de 

concentração (v/v). A seguir, o material foi processado em um secador de 

ponto crítico (Balzers CPD030; Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein). Na sequência, 

partículas de ouro e platina foram depositadas sobre as amostras. A 

visualização foi realizada através de um Microscópio Eletrônico de Varredura 

JSM6060 (JEOL, Tóquio, Japão). 

 

4.14 Análise estatística  

Os valores das contagens foram convertidos em logaritmos decimais 

(log UFC/cm2 e log UFC/mL) para corresponder a uma distribuição normal. Os 

resultados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) via modelos 

lineares generalizados do programa SPSS, versão 18, seguida do teste de 

Bonferroni para avaliar as diferenças significativas, considerando o valor de 

p<0,05 aceito para indicar diferenças significativas. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Confirmação da identificação das cepas bacterianas via MALDI-

TOF/MS 

A análise via MALDI-TOF/MS foi capaz de identificar ambos as 

cepas como Pseudomonas fluorescens. Foram obtidos scores de 1.863 para a 

cepa PL5.4 e 1.996 para a cepa PL7.1. Esses valores de scores de 

identificação representam um nível de confiança atrubuído apenas para 

gênero, segundo tabela 1. 

 

Tabela 1. Scores para a identificação de bactérias via MALD-TOF/MS 

Scores Descrição Símbolo 

2.300 – 3.000 Identificação segura a nível de espécie +++ 

2.000 – 2.299 Identificação segura a nível de gênero 
Provável identificação a nível de espécie 

++ 

1.700 – 1.999 Provável identificação a nível de gênero + 

0 – 1.699 Nível de confiança insuficiente para 
identificação 

- 

 

5.2 Avaliação de atividade proteolítica em ágar leite 

Neste teste, foi possível observar uma área de degradação ao redor 

do crescimento das colônias das duas cepas, indicando a atividade proteolítica 

no meio de cultura ágar leite. Os halos medidos para a cepa de P. fluorescens 

PL7.1 variou de 10 a 16 mm, já os halos medidos para a cepa de P. 

fluorescens PL5.4 variou de 11 a 15 mm. Ambas foram superiores aos halos 

produzidos pelo controle positivo, o qual variou de 5 a 8 mm. 

 

5.3 Teste de sensibilidade bacteriana aos agentes antimicrobionanos 

De acordo com a interpretação dos testes de sensibilidade aos 

antimicrobianos, foi possível observar que as duas cepas de Pseudomonas 

fluorescens PL5.4 e PL71 apresentaram resistência a Aztreonam. A cepa de P. 

fluorescens PL5.4 apresentou resistência para Imipenem e sensível para os 
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demais antibióticos testados. A cepa de P. fluorescens PL7.1 apresentou um 

perfil de resistência para 3 classes de antibióticos, sendo resistente para 

Ceftazidima, Cefepima e Aztreonam. Demais resultados estão apresentados na 

Tabela 2. 

 

Tabela 2. Teste de sensibilidade aos antimicrobianos das cepas de 

Pseudomonas fluorescens PL5.4 e PL7.1 

 

P. fluorescens NCTC 

10038 PL5.4 PL7.1 

Antibiótico halo (mm) Result. halo (mm) Result. halo (mm) Result. 

Piperacilina-

tazobactam 33 S 30 S 30 S 

Ceftazidima 24 S 25 S 6 R 

Cefepima 6 R 22 S 7 R 

Aztreonama 9 R 11 R 14 R 

Imipenem 19 I 16 R 22 S 

Meropenem 24 S 26 S 26 S 

Gentamicina 10 27 S 26 S 26 S 

Tobramicina 28 S 23 S 30 S 

Amicacina 24 S 29 S 35 S 

Ciprofloxacina 35 S 34 S 40 S 

S – Sensível; I – Intermediário; R – Resistente. 

 

5.4 Investigação de produção de exopolissacarídeo (EPS) por meio 

sólido contendo Calcofluor  

Na avaliação da produção de exopolissacarídeo as bactérias 

Pseudomonas fluorescens PL5.4, Pseudomonas fluorescens NCTC 10038 e 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 apresentaram fluorescência quando 

expostas a luz UV com comprimento de onda de 365 nm. A cepa de 

Pseudomonas fluorescens PL7.1 não apresentou fluorescência quando 

comparado as demais bactérias testadas. A cepa de Staphylococcus 

epidermidis ATCC 35984 não apresentou crescimento neste meio de cultura 

(Tabela 3). A fluorescência apresentada no meio contendo Calcofluor é 

indicativa da produção de EPS pelas bactérias (Figura 1). 



22 

 

 

 

Tabela 3. Presença e ausência da fluorescência das cepas 
testadas em meio Calcofluor expostas a luz UV. 

Cepas Resultado 

P. aeruginosa ATCC 
27853 

Presença de fluorescência 

P. fluorescens NCTC 
10038 

 

S. epidermidis ATCC 
35984 

Presença de fluorescência  
 
 

Ausência de crescimento 

P. fluorescens PL5.4 Presença de fluorescência 

P. fluorescens PL7.1 Ausência de fluorescência 

 

Figura 1. Visualização da fluorescência das cepas de Pseudomonas 
fluorescens PL5.4 e PL7.1 e controles em meio de cultura com adição de 
Calcofluor com lâmpada LW UV-A Xelux® 365 nm. 

 

Se – Staphylococcus epidermidis ATCC 35984, Pf – Pseudomonas fluorescens NCTC 10038, Pa – 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, PL5.4 – Pseudomonas fluorescens PL5.4, PL7.1 – 
Pseudomonas fluorescens PL7.1. 

 

5.5 Avaliação da motilidade bacteriana pelo ensaio Twitching 

Para o ensaio de Twitching não houve positividade para nenhum das 
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cepas testadoas. Não foram apresentadas zonas de motilidade. A zona 

apresentada pelo controle positivo variou de 7 a 8 mm. 

 

5.6 Avaliação da motilidade bacteriana pelo ensaio Swarming 

Para o ensaio de Swarming a cepa de P. fluorescens PL5.4 

apresentou uma diferença de 80% no crescimento radial no ágar LB 0,5% 

quando comparado com o controle negativo em TSA, apresentando uma zona 

média de 21 mm em ágar LB 0,5% e 13 mm em TSA, sendo considerada 

positiva para o teste. A cepa de P. fluorescens PL7.1 não apresentou diferença 

em ambos os meios testados, sendo negativa para o teste. O controle positivo 

apresentou diferença de 100% no crescimento radial entre os meios testados. 

 

5.7 Ensaio do Cristal Violeta para avaliação da formação de biofilme 

Nas avaliações de formação de biofime, observou-se que as cepas 

bacterianas apresentaram comportamento semelhante quando submetidos a 

diferentes temperaturas, diferindo apenas para a temperatura de 37 °C. Para 

ambas as cepas, a melhor condição para a formação do biofilme foi 

evidenciada na temperatura de 7 °C pelo período de 72 horas apresentando-se 

como fortes formadoras (DO > 4x controle negativo) sob estas condições. A 23 

°C por 24 horas ambas se apresentaram como moderadas formadores de 

biofilme. A temperatura de 37 °C a cepa de Pseudomonas fluorescens PL5.4 

apresentou-se como moderada formadora e a cepa de P. fluorescens PL7.1 

como não formadora de biofilme. O Staphylococcus epidermidis ATCC 35984, 

controle positivo apresentou-se como forte formador a 37 °C e a 23 °C e não 

formador a temperatura de 7 °C. 

 

5.8 Ensaio do Cristal Violeta para avaliação da formação de biofilme 

com leite residual 

Na presença de leite resídual, houve uma diminuição na capacidade 

de formar biofilme por ambas as cepas de P. fluorescens PL5.4 e PL7.1. Porém 

os mesmos mantiveram-se como fortes formadores de biofilme (DO > 4x 

controle negativo) a temperatura de 7 °C pelo período de 72 horas (Tabela 4). 

O Staphylococcus epidermidis ATCC 35984, controle positivo, apresentou-se 
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como forte formador a 37 °C e a 23 °C e não formador a temperatura de 7 °C. 

 

Tabela 4. Formação de biofilme das cepas de P. fluorescens PL5.4 e PL7.1 

nas temperaturas de 7 °C por 72 horas, 23 °C por 24 horas e 37 °C por 24 

horas, com e sem leite resídual. 

Bactérias 
Biofilme sem resíduo Biofilme com leite resídual 

37 °C 23 °C 7 °C 37 °C 23 °C 7 °C 

P. fluorescens 

PL5.4 MF MF FTF NF MF FTF 

P. fluorescens 

PL7.1 NF MF FTF NF MF FTF 

NF - não formador; MF - moderado formador; FTF -  forte formador. 

 

5.9 Efeitos do co-cultivo de Listeria monocytogenes ATCC 7644 sobre a 

formação de biofilme de Pseudomonas fluorescens PL5.4  

Na presença da Listeria monocytogenes ATCC 7644 a cepa de P. 

fluorescens PL5.4 manteve sua capacidade de formar biofilme. Na temperatura 

de 37 °C o co-cultivo apresentou-se como fraco formador, para a temperatura 

de 23 °C apresentou-se como fraco formador e a temperatura de 7 °C 

apresentou-se como forte formador de biofilme. A L. monocytogenes ATCC 

7644 quando avaliada isoladamente apresentou-se como fraca formadora de 

biofilme a 37 °C e não formadora de biofilme nas temperaturas de 7 °C e 23 °C. 

O Staphylococcus epidermidis controle positivo apresentou-se como forte 

formador a 37 °C e a 23 °C e não formador a temperatura de 7° C. 

 

5.10 Avaliação da formação de biofilme da cepa de Pseudomonas 

fluorescens PL5.4 em superfícies de aço inoxidável 

Quando avaliadas as variações de temperatura para P. fluorescens 

PL5.4 não houve diferença significativa (p>0,05) no número de células aderidas 

entre as temperaturas de 7 °C (variou de 6,0 a 7,0 log UFC/cm2) e 23 °C 

(variou de 5,0 a 7,0 log UFC/cm2). Porém foi observado um número de células 

aderidas significantemente maior (p<0,05) para a temperatura de 30 °C (variou 
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de 5,0 a 8,0 log UFC/cm2).  

Para as variações de tempo, P. fluorescens PL5.4 mostrou que no 

intervalo de 24-48 horas, na temperatura de 7 °C, houve uma queda 

significativa (p<0,05) no número de células aderidas (variou de 7-6 log 

UFC/cm2). No intervalo de tempo de 48-72 horas houve um aumento 

significativo (p<0,05) de células aderidas ao aço inoxidável (variou de 6-7 log 

UFC/cm2). Na temperatura de 23 °C, no intervalo de tempo de 24-48 horas 

houve uma queda significativa (p<0,05) de células aderidas ao aço inoxidável 

(variou de 7-5 log UFC/cm2) e no intervalo de 48-72 horas essa queda 

manteve-se em declínio (variou de 5-4 log UFC/cm2). A temperatura de 30 °C, 

conforme a variação de tempo, o comportamento da P. fluorescens PL5.4, 

manteve-se o mesmo descrito anteriormente para a temperatura de 23 °C 

(Figura 2). 

 

Figura 2. Contagem de células sésseis da cepa de P. fluorescens PL5.4 em 

superfície de aço inoxidável em meio de cultura TSB, nos tempos de 24, 48 e 

72 horas a temperaturas de 7, 23 e 30 ºC. 

 

A contagem de células planctônicas para P. fluorescens PL5.4  no 

inóculo inicial (Tempo 0) foram obtidas médias de contagem de 8,5 log 
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UFC/cm3 para as três temperaturas testadas. O número médio de células 

planctônicas em 24 horas foi de 9,1 log UFC/cm3 para 7 °C e 9,7 log UFC/cm3 

para 23 °C e 9,6 log UFC/cm2 para 30 °C.  O número médio de células 

planctônicas em 48 horas foi de 9,4 log UFC/cm3 para 7 °C e 9,7 log UFC/cm3 

para 23 °C e 9,3 log UFC/cm3 para 30 °C. O número médio de células 

planctônicas em 72 horas foi de 9,5 log UFC/cm2 para 7 °C e 9,1 log UFC/cm3 

para 23 °C e 8,8 log UFC/cm3 para 30 °C (Figura 3). 

 

Figura 3. Contagem de células planctônicas da cepa de P. fluorescens PL5.4 

em meio de cultura TSB, nos tempos de 24, 48 e 72 horas a temperaturas de 7, 

23 e 30 ºC. 

 

 

5.11 Avaliação da formação de biofilme da cepa de Pseudomonas 

fluorescens PL5.4 em superfícies de aço inoxidável com leite 

residual 

Para P. fluorescens PL5.4 testada, não houve diferença significativa 

(p>0,05) no número de células aderidas ao aço inoxidável entre o caldo de TSB 

e o meio de TSB com leite residual. Também não houve diferença significativa 

(p>0,05) conforme ocorreram as variações de tempo (24, 48 e 72 horas). 
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Quando avaliadas as variações de tempo para o caldo de TSB, o 

número médio de células aderidas a temperatura de 7 °C em 24 horas foi de 

7,3 log UFC/cm2. No tempo de 48 horas o número médio de células aderidas 

foi de 7,5 log UFC/cm2. E no tempo de 72 horas foi de 7,4 log UFC/cm2. 

Para o caldo de TSB com leite residual, foi obtido número médio de 

células aderidas de 7,5 log UFC/cm2 a temperatura de 7 °C em 24 horas. Para 

o tempo de 48 horas o número médio de células aderidas foi de 6,8 log 

UFC/cm2. E para o tempo de 72 horas foi obtida contagem de 7,2 log UFC/cm2. 

Ambos os resultados estão apresentados na Figura 4. 

 

Figura 4. Contagem de células sésseis da cepa de P. fluorescens PL5.4 em 

superfície de aço inoxidável meio de cultura TSB e TSB com leite residual nos 

tempos de 24, 48 e 72 horas a temperatura de 7 °C. 

 

 

A temperatura de 7 °C, para a contagem de células planctônicas no 

inóculo inicial (Tempo 0) foram obtidas médias de contagem de 8,5 log 

UFC/cm3 para o caldo TSB e 8,7 log UFC/cm3 para o TSB com adição de leite 

residual.  

O número médio de células planctônicas em 24 horas foi de 8,5 log 
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UFC/cm3 para o caldo TSB e 8,5 log UFC/cm3 para o TSB com leite. No tempo 

de 48 horas o número médio de células planctônicas foi de 9,0 log UFC/cm3 e 

8,9 log UFC/cm3 para o TSB com leite. E no tempo de 72 horas foi de 9,9 log 

UFC/cm3 e 9,5 log UFC/cm3 para o TSB com leite. Ambos os resultados estão 

apresentados na Figura 5. 

 

Figura 5. Contagem de células planctônicas da cepa de P. fluorescens PL5.4 

em meio de cultura TSB e TSB com leite residual nos tempos de 24, 48 e 72 

horas a temperatura de 7 °C. 

 

 

5.12 Microcopia Eletrônica de Varredura 

A MEV permitiu visualizar a cepa de P. fluorescens PL5.4 em seus 

dois estados, em forma séssil e em sua forma planctônica. As figuras 8 A, B e 

C demonstram as células aderidas ao cupom de aço inoxidável American Iron 

and Steel Institute - AISI 304, após 24 horas a temperatura de 30 °C em caldo 

TSB a 0,25% de glicose, em tamanhos de 2.500x, 5.500x e 10.000x 

respectivamente. Não foi possível observar a presença de EPS e estruturas de 

locomoção, embora esses micro-organismos tenham a capacidade de produzi-

los. O comprimento das bactérias está em torno de 1 μm. A superfície celular 



29 

 

 

 

tem aparência rugosa. As figuras 8 D, E e F demonstram as células em sua 

forma planctônica cultivadas nas mesmas condições, estando as imagens 

captadas com os mesmos tamanhos anteriores, respectivamente. O 

comprimento das bactérias nessa forma planctônica encontra-se em torno de 2 

μm. A superfície celular encontra-se mais lisa quando comparada com sua 

forma na condição de biofilme.  
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Figura 6. Eletromicrografias de varredura A, B e C da cepa de P. fluorescens 

PL5.4 aderida ao aço inoxidável AISI 304, após crescimento em TSB a 30 °C 

durante 24 horas. Eletromicrografias de varredura D, E e F da cepa de 

P.fluorescens PL5.4 em sua forma planctônica, após o crescimento em TSB a 

30 °C durante 24 horas. 

 

 

6. DISCUSSÃO 

 

O gênero Pseudomonas spp. já é conhecido como responsável pela 

deterioração de leite e de muitos produtos lácteos (Arslan et al., 2011; Oliveira 

et al., 2015; Nucera et al., 2016). Embora diversos estudos relatem o 
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isolamento de Pseudomonas spp. de amostras de leite cru, Pseudomonas 

fluorescens é o grupo mais frequentemente envolvido nas alterações dos 

produtos derivados (Arslan et al., 2011; De Jonghe et al., 2011; Martins et al., 

2014; Puga, Orgaz e SanJose, 2016; Rossi et al., 2016). Ainda existe uma 

escasses de estudos sobre a formação de biofilmes de P. fluorescens isoladas 

de leite (Rossi et al., 2016). 

Os resultados da identificação das cepas de P. fluorescens PL5.4 e 

PL7.1, obtidos pelo MALDI-TOF/MS, foram consistentes com os achados 

anteriores via biologia molecular, apenas para a identificação a nível de gênero. 

Isso pode ter ocorrido, pois o MALDI-TOF/MS, atualmente é mais utilizado para 

identificação de isolados clínicos, devido a sua rapidez na identificação e maior 

disponibilidade de dados em sua biblioteca, comprometendo o poder 

discriminatório para amostras ambientais (Lo et al., 2017). Outro ponto a ser 

considerado, é a existencia de um complexo no qual a Pseudomonas 

fluorescens está inserida, onde se contempla 52 espécies dentro deste grupo 

dificultando assim a sua identificação em nível de espécie (Scales et al., 2014; 

Garrido-Sanz et al., 2017). 

Ambas as cepas de P. fluorescens PL5.4 e PL7.1 apresentaram alta 

capacidade proteolítica quando expostos ao meio de cultura acrescido de leite. 

Sabe-se que Pseudomonas spp. são capazes de produzir e secretar enzimas 

proteolíticas (Cleto et al., 2012; Martins et al., 2015). A produção dessas 

exoenzimas termorresistentes, como lipases e proteases por esses micro-

organismos, podem permanecer estáveis após o processo de pasteurização e 

por fim deteriorar o leite e seus futuros derivados (Boari et al., 2009; Bogo et 

al., 2017). Bogo et al. (2017), descreve que 21 bactérias psicrotróficas isoladas 

em seu estudo apresentaram atividade proteolítica em ágar leite, sendo que 5 

dessas enzimas produzidas mativeram sua atividade após tratamento térmico. 

Das 21 bactérias isoladas, 4 pertenciam ao gênero Pseudomonas. Os 

resultados encontrados no presente estudo estão de acordo também com 

Martins et al. (2015), onde descreve a produção de protease extracelular por P. 

fluorescens. Isso ressalta que, os processos de tratamento térmico e de 

refrigeração adotados pela indústria de laticínios durante o processamento e o 

armazenamento do leite não inibem completamente a atividade enzimática 
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(Boari et al., 2009; Cleto et al., 2012; Martins et al., 2015). Esse fato mostra a 

importância da produção e processamento do leite, dentro dos preceitos das 

boas práticas de fabricação para limitar sua contaminação e a alteração das 

suas propriedades organolépticas por bactérias contaminantes (Pinto et al., 

2010; Martins et al., 2015, Nucera et al., 2016; Rossi et al., 2016). 

A maioria das Pseudomonas spp. são naturalmente resistêntes à 

penicilina e a maioria dos antibióticos β-lactâmicos (Arslan et al. 2011; Maravic´ 

et al., 2012; Luczkiewicz, Kotlarska e Artichowicz, 2015). O presente estudo 

mostrou-se de acordo com a literatura, onde foi encontrada resistência de 

ambas as cepas de P. fluorescens PL5.4 e PL7.1 ao aztreonam, antibiótico da 

classe dos β-lactâmicos (Arslan et al. 2011; Maravic´ et al., 2012; Decimo, 

Silvetti e Brasca, 2016). Existe uma escasses de conhecimento relacionado ao 

perfil de suceptibilidade de Pseudomonas fluorescens, principalmente 

relacionado a área alimentar (Arslan et al., 2011; Ali et al., 2017). Em estudo 

realizado por Arslan et al., (2011), todas as Pseudomonas spp. isoladas de 

queijos foram resistentes a penicilina G, 28,1% eram resistentes a 

sulfametoxazol/trimetoprim, 6,2% eram resistentes a piperacilina/tazobactam 

(β-lactamico) enquanto que não foi encontrada resistência à ceftazidima e 

outros β-lactâmicos. Para P. fluorescens em um trabalho publicado por 

Maravic´ et al. (2012), foi encontrado um perfil de multi-resistência de 37% para 

as P. fluorescens isoladas de àguas costeiras na Croácia. Foi também descrito 

pela primeira vez a identificação de uma cepa produtora de Betalactamases de 

Espectro Ampliado (ESBL - Extended-Spectrum β-Lactamases). O estudo 

relata que este mecanismo possivelmente foi adquirido atráves de uma 

transferência horizontal, tornando essa bactéria um potencial reservatório e 

vetor para a disseminação de resistência, visto que a Pseudomonas 

fluorescens possui notável adaptabilidade para variações ambientais (Maravic´ 

et al., 2012).  

Em estudo de Decimo, Silvetti e Brasca (2016), relataram que uma 

proporção significativa de bactérias psicrotróficas apresentaram resistência a 

muitas classes funcionais de antibióticos e o nível de múltiplos traços de 

resistência aos antibióticos aumentaram ao longo da cadeia de transporte e 

armazenamento do leite cru. Os autores relataram que a resistência se tornou 
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comum entre bactérias psicrotróficas isoladas do leite e dos produtos lácteos e 

vem sendo aos poucos reconhecida como um problema público para os 

produtores, as indústrias e para os consumidores. 

Para avaliar a capacidade de produção de exopolissacarídeos 

(EPS), foi realizado experimento de crescimento em placa acrescidos do 

corante Calcofluor. O Calcofluor trata-se de um corante fluorescente específico 

para polissacarídeos que contêm ligações β-1→4 ou β-1→3 (Serrato et al., 

2006). As colônias que produziram EPS apresentaram fluorescência quando as 

placas foram expostas à luz UV (365nm). A cepa de P. fluorescens PL5.4 

destaca-se pela alta intensidade de fluorescência quando comparado com a 

cepa de P. fluorescens PL7.1, que não apresentou fluorêscencia. Um biofilme 

formado implica em procedimentos de higienização mais rígidos, pois alguns 

sanitizantes não conseguem penetrar satisfatoriamente no EPS, que funciona 

como uma camada protetora para a célula bacteriana (Castro et al., 2017).  

Pseudomonas sp. é uma bactéria móvel, que contém vários flagelos 

e um pili do tipo IV (Kazmierczak, Schniederberend e Jain, 2015; Yang et al., 

2017). Este pili apresenta dois tipos de motilidade, o primeiro é referido como 

motilidade do tipo twitching, está associado a movimentos repetitivos de 

extensão e retração das estruturas do pili tipo IV, que é observado em 

superfícies sólidas ou com viscosidades moderadas (1% de ágar). A segunda 

forma de motilidade é a motilidade do tipo swarming, que tem um padrão 

dendrítico de movimento e é observada na presença de fontes específicas de 

nitrogênio e carbono, bem como em superfícies menos viscosas (0,4-0,7% de 

ágar) (Otton et al., 2017). A motilidade do tipo twitching é mediada apenas pelo 

pili do tipo IV, enquanto que motilidade do tipo swarming envolve o pili do tipo 

IV e uma classe de surfactantes segregadores conhecidos como ramnolípidios 

(Otton et al., 2017). Ramnolípidios produzidos durante o swarming e 

contribuem para a adesão e virulência (Lakshmanan, Nanda e Jeevaratnam, 

2017). As motilidades do tipo twitching e swarming foram associadas no 

desenvolvimento do biofilme de P. aeruginosa, que se tornou um organismo 

modelo para a pesquisa de pili do tipo IV e biofilme (Otton et al., 2017).  

A motilidade do tipo twitching é um movimento proveniente do pili 

tipo IV, pelo qual, bactérias podem aderir e formar biofilme sobre uma 
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superfície (Ribbe et al., 2017). O pili do tipo IV é controlado pelo quorum 

sensing em P. aeruginosa. Como um passo essencial para a adesão 

irreversível, ele pode afetar a morfologia e a estrutura do biofilme (Sun et al., 

2017). Porém, ao contrário do que é encontrado para a espécie de P. 

aeruginosa, as cepas de P. fluorescens PL5.4 e PL7.1 não apresentaram a 

motilidade do tipo twitching. Como o pili do tipo IV são estruturas celulares 

únicas envolvidas nesse tipo de motilidade, é possível presumir que essa 

estrutura pode estar ausente ou incapaz de funcionar de forma correta. As 

razões para essa observação podem ser a ausência de genes responsáveis 

por formar as estruturas do pili, ou os genes embora presentes, não se 

expressem como o desejado, ou por fim os genes responsáveis estão 

presentes, mas em forma mutada (Otton et al., 2017).   

Para o ensaio de motilidade do tipo swarming, apenas a cepa de P. 

fluorescens PL5.4 foi positiva. A motilidade do tipo swarming é um fenômeno 

complexo que envolve vários fatores além de ramnolípidios, flagelos e a 

colaboração com o pili do tipo IV (Lakshmanan, Nanda e Jeevaratnam, 2017).  

Isso permite concluir que a cepa que não possui motilidade do tipo twitching, 

ainda pode apresentar motilidade do tipo swarming, onde essa motilidade está 

relacionada a presença de flagelos e outros fatores (Mastropaolo et al., 2012). 

Estudos mostram que mutantes deficientes na motilidade swarming 

eram defeituosos na produção de lipopolissacarídeos, enquanto alguns eram 

deficientes na produção de sistemas de sinalização de c-di-GMP ou fatores que 

regulavam a diferenciação celular (Yang et al., 2017; Lakshmanan, Nanda e 

Jeevaratnam, 2017). A ausência da motilidade do tipo swarming na cepa de P. 

fluorescens PL7.1 pode ter sido mediada pela ausência dos fatores acima 

mencionados, incluindo diminuição da umidade superficial, diminuição da 

produção de exopolissacarídeos ou um defeito na síntese de proteínas de 

ligação.  

Para que se possa ter uma compreensão maior sobre o impacto da 

motilidade na formação de biofilmes, é de extrema importância que sejam 

realizados testes para os genes relacionados ao pili tipo IV, nas cepas que 

apresentaram resultados negativos para os mesmos, e ainda assim, foram 

considerados fortes formadores de biofilme (Otton et al., 2017). Se a presença 
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desses genes for confirmada, então a possibilidade de que as condições sob 

as quais os testes de motilidade foram realizados, possam ter influenciado na 

expressão dos genes (Oliveira, Foster e Durham, 2016).  

Os biofilmes destacam-se como um grave problema para a indústria 

de alimentos. Biofilmes bem estabelecidos são difíceis de remover das 

superfícies, tornando-se constante fonte de contaminação por bactérias 

contaminantes (Koo, Falsetta e Klein, 2013).  

As cepas avaliadas neste estudo demonstraram que o tempo e a 

temperatura que a matéria prima fica exposta a superfícies, implicam 

diretamente sobre a formação de biofilmes. Observou-se que essas bactérias 

isoladas de leite de búfala, tiveram melhor capacidade de formar biofilmes, 

quando expostas a temperatura de 7 °C por um tempo de 72 horas. Para as 

cepas de P. fluorescens  PL5.4 e PL7.1, quanto maior o tempo de exposição, 

maior a concentração de células presentes no biofilme formado. Os resultados 

encontrados por Souza et al. (2014), Castro et al. (2017), mostraram formação 

de biofilme mais intensa à temperatura ideal (35-37 °C) do crescimento do 

Staphylococcus aureus e Enteroccoccus spp. testados. Este achado pode ser 

explicado pelo fato de Pseudomonas fluorescens possuir uma característica 

psicrotrófica (Puga, Orgaz e San Jose, 2016). Mesmo tendo sua temperatura 

ótima de crescimento em torno de 28 °C, são capazes de se desenvolver em 

temperaturas empregadas na conservação de alimentos (7 °C à 10 °C) (De 

Jonghe et al., 2011; Oliveira et al., 2015). Desta forma, a refrigeração do leite 

cru, embora proporcione o controle de micro-organimos mesófilos indesejáveis, 

acaba por favorecer o desenvolvimento de psicrotróficos como Pseudomonas 

fluorescens e Listeria monocytogenes (Boari et al., 2009; Pinto et al., 2010; 

Oliveira et al., 2015). 

Outro aspecto a ser considerado no ambiente de processamento de 

leite é o desenvolvimento de biofilmes polimicrobianos. Podendo diferentes 

espécies coexistirem em um biofilme microbiano, como exemplo a cultura de 

Pseudomonas fluorescens e Listeria monocytogenes (Boari et al., 2009; 

Piercey, Hingston e Hansen, 2016; Puga, Orgaz e SanJose, 2016).  

A Listeria monocytogenes é conhecida por ser um patógeno humano 

de origem alimentar (Piercey, Hingston e Hansen, 2016). Listeria 
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monocytogenes representa uma preocupação para a indústria de alimentos 

devido à gravidade das infecções de listeriose, onde a maioria das infecções é 

causada por alimentos não cozidos, como carne de porco, leite cru, salsichas 

ou peixes defumados. No entanto, outros alimentos foram descritos como 

veículos de L. monocytogenes, como saladas, alimentos vegetarianos não 

cozidos ou queijo produzidos por leite pasteurizado e não pasteurizado. Listeria 

monocytogenes é comumente encontrada em leite cru como parte de uma 

comunidade de mediadores de biofilme em tanques de refrigeração de leite 

(Weiler et al., 2013). No experimento de avaliação do co-cultivo da cepa de P. 

fluorescens PL5.4 com a Listeria monocytogenes ATCC 7644, foi demonstrado 

um desempenho superior da cepa P. fluorescens PL5.4 sobre a L. 

monocytogenes na formação de biofilme. O resultado da interação entre 

espécies em superfícies depende das condições (tempo, temperatura, 

nutrientes), das cepas envolvidas e dos respectivos tamanhos de sua 

população (Kives et al., 2005; Boari et al., 2009). Estudos relatam que, 

diferentes espécies de Pseudomonas spp. são mais prevalentes em indústrias 

de alimento do que cepas de Listeria monocytogenes (Martins et al., 2014; 

Oliveira et al., 2015; Puga, Orgaz e SanJose, 2016; Rossi et al., 2016). Assim 

como relatado por Puga, Orgaz e SanJose (2016), foi observado uma relação 

comensal no biofilme entre as duas espécies, onde o colonizador primário (P. 

fluorescens) proporciona abrigo para fracos ou não formadores de biofilme. 

Quando este consórcio de dupla espécie desenvolve biofilmes sobre uma 

superfície sólida, aparentemente a interação entre as espécies, principalmente 

em temperaturas baixas, contribui para uma estrutura mais compacta do que a 

que foi construída pela Listeria monocytogenes em um biofilme em mono-

cultivo (Puga, Orgaz e SanJose, 2016).  

Em estudo realizado por Weiler et al. (2013), as cepas de L. 

monocytogenes adicionadas a um biofilme em co-cultivo estavam em menor 

número, pois os gêneros Citrobacter e Lactococcus dominavam a comunidade 

bacteriana do biofilme. Foi observado que quase todas as cepas de L. 

monocytogenes testadas são fracas formadoras de biofilme e provavelmente 

precisam de outros micro-organismos para iniciar a formação de um biofilme. 

Porém a incorporação de células de L. monocytogenes a um biofilme acaba se 
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tornando um foco de contaminação permanente da planta de processamento 

de leite e de produtos lácteos. Por fim o consumo de produtos lácteos contendo 

alto número de células de L. monocytogenes se torna uma fonte em potencial 

de infecções por listeriose humana (Weiler et al., 2013). Biofilmes multi-

espécies têm atraído a atenção principalmente porque os seus constituintes 

podem resistir melhor a antimicrobianos do que biofilmes de espécies 

individuais (Boari et al., 2009; Weiler et al., 2013).  

O material de poliestireno é menos utilizado na indústria do que o 

aço inoxidável. Este sim compõe tanques de resfriamentos, tubulações, 

tanques de transporte, superfícies e utensílios utilizados no processamento do 

leite (Picoli et al., 2017). No presente estudo foi possível observar que a cepa 

de Pseudomonas fluorescens PL5.4, em aço inoxidável, apresentou maior 

número na contagem de células na temperatura de 7 °C não apresentando 

diferença significativa (p>0,05) entre o tempo de 24 a 72 horas. Isso demonstra 

a sua preferência por uma temperatura mais baixa e que o armazenamento 

prolongado pode manter essa estrutura. Visto que esta bactéria foi isolada de 

leite cru de búfala refrigerado, este estudo mostra que esta bactéria poderia 

formar biofilme em equipamentos compostos de aço inoxidável, na temperatura 

de 7 °C já com 24 horas, mantendo-se por até 72 horas de armazenamento. 

Sabe-se que o leite cru pode permanecer por várias horas em 

tanques refrigerados até o início do processamento para a produção de seus 

derivados (Teixeira, Bastiano e Oliveira, 2005; Bernardes, 2014). Este período 

pode ser suficiente para o crescimento de micro-organismos com possível 

formação de biofilmes e comprometimento dessa matéria prima (Castro et al., 

2017). A qualidade final dos produtos lácteos derivados pode ser altamente 

influenciada pela contaminação do leite cru, podendo causar degradação e 

redução de sua vida útil (Rossi et al., 2016; Pinto et al., 2017). O número de 

micro-organismos aderidos à superfície também é influenciado pela 

hidrofobicidade e carga da superfície, pois, superfícies hidrofóbicas, como o 

metal, apresentam número elevado de micro-organismos aderidos (Kasnowski 

et al., 2010; Souza et al., 2014). A presença de biofilme sobre o aço inoxidável 

está associada à produção de EPS por esses micro-organismos e também ao 

tempo de exposição da célula a superfície a ser aderida (Castro et al., 2017).  



38 

 

 

 

Através da Microscopia Eletrônica de Varredura, foi possível 

observar, a cepa de P. fluorescens PL5.4 e comparar sua forma planctônica e 

sua forma séssil. Cada estado celular apresentou estruturas distintas. Sua 

forma séssil apresenta grandes aglomerados maciços de células compostos 

por muitas camadas. Porém não foi possível verificar a presença das estruturas 

de motilidade e a produção de EPS. 

Simões et al. (2007), relata em seu estudo que biofilmes formados 

sob um fluxo turbulento foram mais metabolicamente ativos e tinham uma 

maior capacidade de produzir estruturas e proteínas da matriz quando 

comparado com biofilmes formados sob fluxo laminar. Esta caracterização 

detalhada do biofilme em resposta ao estresse também pode explicar a 

possível ausência dessas estruturas.  

O resultado apresentado no presente estudo é derivado de um 

biofilme monoespécie, produzido em laboratório sob condições artificiais. A 

ausência de estruturas presentes nos biofilmes pode ser ocasionado pelo 

processo químico e físico que a amostra sofre durante o preparo para a 

visualização no MEV.  

Biofilmes produzidos no ambiente geralmente consistem em mais de 

uma espécie, constituindo comunidades microbianas altamente complexas.  

Podendo diferir de modelos monoespécies, pois esses biofilmes apresentam 

subtratos para processos catabólicos em outras espécies obtendo um alto grau 

de organização da matriz (Baum et al., 2009; Alavi e Hansen, 2013). O modelo 

monoespécie apresentado pode não ser representativo da realidade 

encontrada no meio ambiente.   

Um estudo feito por Yoshioka e Newell (2016), mostrou que o 

diâmetro das células que crescem em um biofilme foi significativamente menor 

que o das células planctônicas, sugerindo que a mudança no estilo de vida de 

planctônico para biofilme torna o tamanho da célula menor. Eles relatam 

também que alterações metabólicas e de expressão gênica podem influênciar 

em mudanças no comportamento e estruturas de um biofilme. Esses achados 

são semelhantes com os encontrados no presente estudo, onde as células 

plactônicas apresentaram-se 1 μm maior que as células sésseis. 
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Numa indústria de alimentos é necessário que as superfícies onde 

se processam os alimentos sejam bem higienizadas para que não veiculem 

micro-organismos patogênicos e para que haja redução da carga microbiana 

de deteriorantes em níveis considerados seguros (Pinto et al., 2017). As 

fazendas leiteiras e indústrias de processamento de produtos lácteos podem 

apresentar práticas de higiene precárias, bem como treinamento limitado em 

segurança alimentar para os trabalhadores, o que passa a representar um 

perigo biológico ao ambiente de manipulação (Nucera et al., 2016). Os 

princípios dos sistemas de segurança alimentar com base na Análise de 

Perigos e Pontos Críticos de Controle (Hazard Analysis and Critical Control 

Points - HACCP) são necessários e recomendados para prevenir a 

contaminação do leite cru (Pinto et al., 2017).  

O biofilme é produzido pelos micro-organismos como forma de 

sobrevivência em ambientes hostis, o que os torna mais resistentes a 

substâncias antimicrobianas e agentes sanificantes (Weiler et al., 2013; Martins 

et al., 2014; Oliveira et al., 2015). Por esse motivo são alvo de preocupação 

para indústrias de produtos alimentares. São constituídos por patógenos ou 

micro-organismos deteriorantes, podendo ocasionar doenças e prejuízos 

econômicos devido à depreciação do produto final através de alterações físico-

químicas e sensoriais, requerendo maior atenção dos setores produtores de 

lactéos (Puga, Orgaz e SanJose, 2016; Rossi et al., 2016; Nishimura et al., 

2017; Xu et al., 2017).  
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7. CONCLUSÃO  

 

O presente estudo mostrou que as cepas de Pseudomonas 

fluorescens PL5.4 e PL7.1 são capazes de produzir biofilme nas diversas 

condições as quais foram expostas.  

As duas cepas de Pseudomonas fluorescens PL5.4 e PL71 

apresentaram resistência a Aztreonam. A cepa PL7.1 mostrou-se mais 

resistente aos antibióticos testados do que a cepa de PL5.4 Apresentando um 

perfil de resistência para 3 classes de antibióticos. 

Foram avaliados fatores como produção de EPS e motilidade, os 

quais foram vistos que são ausentes ou fracamente produzidos pela cepa de P. 

fluorescens PL7.1 e produzidos em parte pela cepa de P. fluorescens PL5.4, 

demonstrando que a produção dos mesmos pode depender de condições 

como tempo, temperatura, estresse e disponibilidade de nutrientes. 

A avaliação da formação de biofilme em material de poliestireno 

mostrou que as cepas de P. fluorescens PL5.4 e PL7.1 foram capazes de 

formar biofilme em temperaturas de 7 °C e 23 °C em meio de cultura de TSB e 

em meio de cultura com adição de leite, ressaltando que ambas se 

apresentaram como fortes formadores de biofilme a temperatura de 7 °C, 

temperatura essa a qual o leite é armazenado.  

Ainda, a cepa de Pseudomonas fluorescens PL5.4 foi capaz de 

crescer e formar biofilme em co-cultivo com a cultura de Listeria 

monocytogenes ATCC 7544, dessa forma, podendo coexistirem em biofilmes. 

A cepa de Pseudomonas fluorescens PL5.4 foi capaz de aderir a 

corpos de prova de aço inoxidável e manter essa estrutura em temperatura de 

refrigeração pelo período de 72 horas.  

O presente estudo foi capaz de observar o biofilme produzido pela 

cepa de P. fluorescens PL5.4 e sua forma plantônica, porém não foi possível 

observar demais estruturas como produção de EPS e estruturas de motilidade.  

Destaca-se a importância da realização da avaliação da expressão 

gênica para genes relacionados ao pili tipo IV, flagelos, adesinas para que se 

possa confirmar a possibilidade de que as condições sob as quais os testes 

foram realizados possam ter influênciado na produção dessas estruturas.   
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Por fim, o presente trabalho destaca a importância da realização de 

procedimentos de limpeza visando a diminuição da contaminação por essas 

bactérias, visto que as bactérias aqui estudadas têm potencial para formação 

de biofilmes, principalmente em temperatura de refrigeração. 
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