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RELATORIO DO EQUIPAMENTO DE VISUALIZACAO DE
CONTAMINACOES LOC - LIGHT ON CELLS

1. RESUMO

A presente andlise foi conduzida com o objetivo de avaliar a capacidade de
detec¢do de biofilmes pelo LOC — Light On Cells, equipamento de visualizacdes de
contaminagoes. Para isso, foram utilizadas culturas isoladas do fungo da espécie Candida
albicans e bactérias das espécies Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa. A fim de otimizar as condi¢des de observacdo, os microrganismos foram
cultivados sobre superficie de ago inox. O equipamento possibilitou verificar a formagao
gradativa de biofilme ao longo do processo de incubagdo devido a fluorescéncia e cor
caracteristicas dos microrganismos quando expostos a luz UV. A formacao do biofilme
foi evidenciada pelo uso do equipamento ao final do periodo de incubagao, sendo possivel
visualizar a presenga de camada opaca na superficie de inox. O equipamento LOC foi
capaz de detectar a formagao de biofilmes por todos os microrganismos utilizados nesta

analise.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Cultivo de microrganismos

Com auxilio de al¢a de inoculagdo de 10 pL, os isolados de S. aureus, C. albicans,
E. coli e P. aeruginosa foram transferidos de placas de petri para frascos Erlenmeyer de
500 mL contendo 150 mL de meio de cultura (caldo Brain Heart Infusion/BHI). As
culturas foram mantidas sob agitagao de 150 rpm e temperatura de 30°C durante 48 horas

em shaker Solab SL 223.



2.2. Preparo dos inoculos

A andlise de absorbancia dos caldos do cultivo foi utilizada como medida de
quantificagdo e padroniza¢ao dos microrganismos nos ensaios. Os dados de densidade
optica (DO) de cada microrganismos foram obtidos utilizando espectrofotometro UV-Vis
Hach DR 5000 nos comprimentos de onda de 446 nm, 530 nm, 600 nm e 644 nm,
respectivamente. A relagdo entre DO e a quantidade de Unidades Formadoras de Colonias
(UFC) das amostras de S. aureus, C. albicans, E. coli e P. aeruginosa foram obtidas com
base nos estudos de Pimentel-Filho et al., (2014), Rodriguez-Tudela ef al., (2001), Lin et
al., (2009) e Zivkovi¢ et al., (2018), respectivamente.

2.3. Crescimento dos microrganismos e formacao de biofilmes

Em placas de petri, foram adicionados 15 mL do caldo de cultivo de cada um dos
microrganismos. Uma chapa retangular de aco inox previamente esterilizada foi inserida
na placa de petri, sendo mantida submersa no meio. O mesmo procedimento foi repetido
utilizando dilui¢des do caldo de cultivo nas proporg¢des de 1:2 (v/v) e 1:3 (v/v) e meio
BHI fresco foi utilizado como diluente das amostras. As placas foram incubadas a 35°C
em incubadora Fanem 502. Apo6s 24 horas, as chapas de inox foram transferidas para
novas placas de petri esterilizadas, sem a presenca do caldo de cultivo, e foram mantidas
a 35°C até o final do periodo de anélise. Apds 48 horas de incubacao, as chapas de inox
foram esfregadas com swab e submetidas a radiagao UV a fim de verificar alteragdes na

superficie que seriam indicativas da remog¢ao de biofilme.

3. RESULTADOS

3.1. Densidade optica das amostras

Na tabela 1, sdo apresentados os resultados de absorbancia das amostras,
quantificadas em termos de densidade oOptica (DO) para cada uma das culturas de

microrganismos.



Tabela 1 — Diluigdes utilizadas, comprimentos de onda de andlise e respectivas
absorbancias dos caldos de cultivos de S. aureus, C. albicans, E. coli e P. aeruginosa.

Diluigado Comprimento de Absorbancia
Microrganismo UFC/mL
(v/v) Onda (nm) (DO)

S. aureus 1:1 1.093 ~10°
S. aureus 1:2 446 0.702 ~10°
S. aureus 1:3 0.476 ~10*
C. albicans 1:1 1.172 ~108
C. albicans 1:2 530 0.670 ~10°
C. albicans 1:3 0.532 ~108
E. coli 1:1 1.229 ~10°
E. coli 1:2 600 0.915 ~10’
E. coli 1:3 0.720 ~10’
P. aeruginosa 1:1 1.504 ~10°
644 .
P, aeruginosa 1:2 1.208 ~10

DO: Densidade Optica.

3.2. Crescimento dos microrganismos sobre chapa de inox

A exposic¢do das chapas de ago inox a radiagdo UV logo apds serem removidas do

caldo de cultivo evidenciou a presenga de camadas continuas, fluorescentes e de

coloragdo branco-esverdeada nas chapas previamente submersas nas culturas de E. coli

(Figura 1), S. aureus (Figura 2) e P. aeruginosa (Figura 3), e de pequenos aglomerados,

fluorescentes e de mesma padronagem de cor, cobrindo toda a extensdo da superficie da

chapa anteriormente submersa na cultura de C. albicans (Figura 4).
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Figura 1 — Crescimento de E. coli sobre chapa de inox apds a) 24 horas de incubagdo e b)
48 horas de incubagao.

(a) (b)
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Figura 2 — Crescimento de S. aureus sobre chapa de inox apos a) 24 horas de incubagdo
e b) 48 horas de incubacao.

(a) (b)
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Figura 3 — Crescimento de P. aeruginosa sobre chapa de inox apoés a) 24 horas de
incubacdo e b) 48 horas de incubacdo.

(a) (b)
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Figura 4 — Crescimento de C. albicans sobre chapa de inox apds a) 24 horas de incubagdo
e b) 48 horas de incubacao.

(a) (b)
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4. Verificacao da formacio de biofilme

Apo6s uso do swab na chapa de inox, foi observado contraste entre duas regides da
superficie, uma opaca e outra de maior brilho (Figura 5). Essa distingdo pode ser
verificada a olho nu, mas foi evidenciada pelo uso do equipamento, denotando a efetiva

formagdo de biofilme por todos os microrganismos utilizados.

Figura 5 — Identificacdo da formag¢do de biofilme sobre as chapas de inox com auxilio do
equipamento.

C. albicans (1:2) E coli(1:3) P. aeruginosa (1:2)

CONCLUSAO

A partir do uso do equipamento LOC, foi possivel observar o processo de
formacgao de biofilme de Staphylococcus aureus, Candida albicans, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa sobre superficies de ago inox desde as fases iniciais do processo
de incubacdo. Os biofilmes foram caracterizados por camada de aspecto opaco sobre a
superficie de inox, e quando iluminados, apresentaram fluorescéncia e coloragao branco-
esverdeada. Dessa forma, o equipamento LOC — Light On Cells pode efetivamente ser
utilizado na identificacdo de biofilmes de bactérias e fungos sobre superficies

contaminadas.
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