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_Resumo

As micobactér ias não tuberculosas (MNTs) são agentes infeciosos emer-

gentes responsáveis por infeções diversas, nomeadamente infeções asso-

ciadas aos cuidados de saúde. Neste trabalho foi aval iada a capacidade 

de formação de biof i lmes por duas MNTs (M. smegmatis e M. chelonae). 

Os biof i lmes foram caracter izados uti l izando microscopia eletrónica e a 

ef icácia de diversos desinfetantes foi aval iada contra MNTs recuperadas 

de biof i lmes. Os resultados obtidos demonstram que as MNTs são capa-

zes de formar biof i lmes em mater iais presentes em ambiente hospitalar e 

de resistir à ação de diversos desinfetantes.

_Abstract

Non-tuberculous mycobacter ia (NTMs) are emerging infect ious agents 

responsible for var ious infect ions, namely, heal th-care-associated infec-

t ions. In th is work, biof i lms assembly by two NTMs (M. smegmatis and 

M. che lonae) was assessed. Biof i lms were character ized using e lectron 

microscopy and the ef f icacy of severa l d is infectants was determined 

against NTMs recovered f rom biof i lms. The resul ts obta ined demonstrate 

that NTMs are able to assemble biof i lms on mater ia ls present in a hospi-

ta l envi ronment and to resist the act ion of var ious dis infectants.

_Introdução

As micobactérias não tuberculosas (MNTs) são um grupo hetero-

géneo constituído atualmente por 197 espécies de microrganis-

mos ambientais ( http://www.bacterio.net/mycobacterium.html ). 

A sua natureza ubíqua fez com que o seu isolamento de amos-

tras clínicas fosse visto como uma contaminação e/ou coloni-

zação não sendo valorizada. A emergência da infeção pelo 

vírus da imunodeficiência humana trouxe uma MNT para a ri-

balta - M. avium. Esta MNT era um dos agentes etiológicos de 

infeções disseminadas nesta população. Atualmente, as MNTs 

são reconhecidas como agentes etiológicos de infeções diver-

sas incluindo as infeções associadas aos cuidados de saúde 

(HAIs), que constituem um importante problema de saúde pú-

blica (1,2). Estas bactérias são frequentemente responsáveis 

pela colonização / infeção do trato respiratório, infeções rela-

cionadas com procedimentos médicos e infeções dissemina-

das em pacientes imunocomprometidos. Embora M. avium 

continue a ser a MNT mais conhecida, outras MNTs de cresci-

mento rápido, nomeadamente M. fortuitum, M. chelonae e M. 

abscessos, têm vindo a ganhar relevância (3-5).

A transmissão das infeções por MNTs entre humanos carece 

de demonstração estando estabelecida a transmissão entre 

uma fonte ambiental e o Homem (6,7). Neste contexto, a pre-

sença de MNTs sob a forma de biof i lmes em ambiente hos-

pitalar pode constituir um reservatório de infeção para uma 

população particularmente fragil izada (8,9). A maioria dos 

microrganismos não vive numa forma isolada (plantónica) 

mas em comunidades bem organizadas e estruturadas cha-

madas biof i lmes. O biof i lme é definido como uma associa-

ção de microrganismos aderente a uma super fície biótica 

ou abiótica, envolvidos por matriz extracelular segregada 

pelos mesmos constituindo uma estratégia de sobrevivên-

cia bem-sucedida_(10). Os microrganismos organizados em 

biof i lmes são dif íceis de erradicar através dos processos de 

descontaminação tradicionais, são relativamente resistentes 

aos desinfetantes, resistentes a antibióticos e são capazes 

de modular o sistema imunitário do hospedeiro (11). Como 

tal, as infeções associadas a biof i lmes são particularmente 

dif íceis de tratar.

_Objectivo

No presente trabalho, pretendeu-se avaliar a capacidade de 

duas MNTs de crescimento rápido (M. chelonae e M. smeg-

matis ) para formar biof i lme. O potencial zeta e mobil idade 
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por deslizamento foram determinadas, bem como a eficácia de 

vários desinfetantes contra MNTs recuperadas de biofilmes.

_Materiais e métodos

Micobactérias não tuberculosas

Neste estudo foram util izadas duas estirpes de referência de 

MNTs, M. smegmatis mc2155 e M. chelonae ATCC 35752. As 

MNTs foram cultivadas em caldo Mueller Hinton (MH) ou em 

placas de MH agar a 37ºC.

Formação de biofilmes

O ensaio de formação de biofilme foi efetuado em placas de 96 

poços como descrito anteriormente por Sousa e colegas (12).

Determinação do potencial zeta

Uma alíquota duma cultura em fase exponencial de cada 

MNT em caldo MH foi centr i fugada a 2000rmp por 10 minu-

tos (Megafuge 1.0 Heraeus Instruments). O sobrenadante foi 

descar tado e os sedimentos bacterianos foram f ixados com 

para-formaldeído (PFA) a 4% durante 15 minutos à tempe-

ratura ambiente. As bactérias foram lavadas com PBS, cen-

tr i fugadas e dispersas em água (pH=6,3) de forma a obter 

densidades óticas a 600nm iguais a 0,4. O potencial zeta foi 

determinado num Malvern Zetasizer (Zetasizer Nano ZS ZEN 

3600, MALVERN). 

Ensaio de mobilidade de MNTs

O ensaio foi efetuado usando meio M63 suplementado com 

cloreto de magnésio (1mM), glucose (0,2%), casamino acids 

(0,5%), cloreto ferroso (10µM) solidif icado com 0,17% de agar. 

As colónias de MNTs foram inoculadas no centro da caixa 

de Petri utilizando um palito estéril. As placas foram seladas 

com parafilm e incubadas a 37ºC até ser visível crescimento 

(3 dias). 

Preparação de amostras para microscopia eletrónica de 
varrimento (scanning electron microscopy- SEM, em inglês) 

Em placas de seis poços foram colocados discos de sil icone 

tendo o biof i lme sido preparado como descrito acima. De-

corridos três dias, o biof i lme formado na super f ície do meio 

de cultura foi transferido para outra caixa. Ambos os biof i l-

mes (sobre o si l icone e formado na super f ície do MH) foram 

lavados com água desti lada várias vezes de forma a remo-

ver os microrganismos não aderentes. A f ixação foi efetuada 

com uma mistura de PFA e glutaraldeído (GTA), pós-f ixação 

com tetróxido de ósmio seguida de desidratação com uma 

série alcoólica constituída por soluções de etanol em con-

centrações crescentes (30% de etanol (v/v) a etanol absolu-

to). As amostras foram transferidas para um porta-amostras 

onde foi previamente colocada uma f ita de carbono de face 

dupla, colocadas num exsicador até f icarem completamente 

secas. A amostra foi então revestida com um f i lme de carbo-

no e observada num SEM usando o detetor de eletrões se-

cundários. 

Elaboração de tomograma de biofilme usando microscopia 
eletrónica de varrimento de feixe duplo (focus ion beam 
scanning electron microscopy- FIB/SEM, em inglês)

Proceder como descrito anteriormente para SEM (eletrões 

secundários) até ao f inal da desidratação (etanol absoluto). 

Proceder à substituição do etanol por resina (p.e. Epon 812). 

Incubar a resina a 65ºC até que esta polimerize. Colocar a 

amostra num suporte de SEM e cobrir com uma camada de 

ouro de 100nm. Introduzir a amostra no FIB/SEM (Helios 64 

UX dual beam, FEI) e remover fatias da mesma com 30nm 

de espessura usando uma voltagem de 30 KV e uma inten-

sidade de corrente de 2,4 nA. Adquir ir uma micrograf ia de 

cada fatia da amostra uti l izando uma voltagem de 5 KV, in-

tensidade de 0,1 nA e o detetor de eletrões retrodifundidos. 

As imagens foram processadas de forma a obter o tomogra-

ma uti l izando Matlab, Digital Monograph e Avizo.

Determinação da eficácia da atividade dos desinfetantes 
segundo uma adaptação da norma NF EN 1040:2006

Neste ensaio foram util izadas MNTs recuperadas por sonica-

ção de biofilmes com três dias de idade formados em caixas 

de cultura de seis poços. A determinação da eficácia dos de-

sinfetantes foi realizada como preconizado na norma NF EN 

1040:2006 (13). 
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_Resultados e discussão

A capacidade de M. smegmatis e M. chelonae formarem bio-

f i lmes foi avaliada. Como se pode observar na tabela 1, o M. 

smegmatis apresenta valores de absorvância superiores aos 

do M. chelonae ao f im de três dias, indicando que é melhor 

formador de biof i lmes. Uma vez que está descrito que o po-

tencial zeta e a mobil idade em meio sólido por deslizamen-

to estão associadas à formação de biof i lme, procedemos 

à sua avaliação (14,15). Quanto menor for o valor de poten-

cial zeta da membrana micobacteriana menor será a capaci-

dade dessa MNT formar biof i lme (16). O valor mais elevado 

de potencial zeta foi observado para M. smegmatis (-39,7 

± 1,01_mV- tabela 1). Este resultado está de acordo com o 

descrito na l iteratura. O mesmo foi observado para a mobil i-

dade por deslizamento uma vez que a MNT que exibiu maior 

mobil idade (M. smegmatis) é a melhor formadora de biof i lme 

e vice-versa (tabela 1). O deslizamento (slidding, em inglês) 

é def inido como o mecanismo através do qual uma bactéria 

é capaz de se espalhar sobre uma super fície sem ação de 

f lagelos (15). No caso das micobactérias existe uma relação 

diretamente proporcional entre o deslizamento sobre uma 

super fície e a formação de biof i lmes (17). O movimento resul-

ta duma diminuição do atrito devida à interação entre forças 

geradas no seio da comunidade bacteriana e a super fície 

sólida sobre a qual se encontram (17).

A presença de biofilmes de microrganismos, potencialmente 

patogénicos para o Homem, em unidades hospitalares podem

funcionar como reservatórios representando um aumento 

do risco de infeção. Por esta razão avaliamos a capacidade 

das MNT formarem biofilme sobre sil icone, um material am-

plamente util izado como revestimento de utensí lios médicos 

de uso múltiplo não suscetíveis de serem esteril izados por 

ação do calor húmido. À semelhança do que observamos an-

teriormente para K. pneumoniae (18), também as MNTs foram 

capazes de formar biofilmes sobre sil icone. Na figura 1A é 

apresentada uma micrografia representativa dos biofilmes 

observados para M. chelonae. Contudo, as MNTs apresenta-

ram a particularidade de formarem um biofilme na inter face 

ar / líquido, ou seja, na superfície do meio de cultura. Como 

se pode observar na figura 1B para M. chelonae, o biofilme 

formado na superfície do meio de cultura é bastante mais 

compacto do que o biofilme formado sobre o sil icone, sendo 

particularmente rico em matriz extracelular (evidenciada na 

f igura pelas setas azuis). Esta capacidade evidenciada pelas 

MNTs representa um fator de risco adicional e pode contri-

buir para a sua propagação através dos sistemas de distri-

buição de água (19). 

O biof i lme de M. smegmatis formado na inter face ar / l íquido 

é muito semelhante a uma película tendo sido descrito que a 

mobilidade por deslizamento está envolvida na formação do 

mesmo (20). Na figura 2 é apresentado um biofi lme represen-

tativo desta MNT com três dias. Para além duma micrografia 

obtida por SEM em modo de eletrões secundários (2A ) são 

também apresentadas micrografias obtidas por FIB/SEM em 

modo de eletrões retrodifundidos (2B ) que uma vez integra-

das originam um tomograma (2C ). Esta abordagem permite-

-nos ter uma estrutura tridimensional do biof i lme. Tal permite 

observar, por exemplo, a existência de canais no interior do 

biof i lme que podem faci l i tar a circulação de nutr ientes ou 

outras substâncias. A uti l ização do FIB-SEM permite uma 

análise mais detalhada e precisa do que a anteriormente uti-

l izada por nós permitindo aumentar o conhecimento sobre a 

estrutura interna do biof i lme (12). 

Uma forma de diminuir a possibilidade de infeções será erradi-

car os biofilmes através da desinfeção das superfícies. Assim, 

o último passo deste trabalho consistiu na avaliação da eficá-

Tabela 1: Micobactérias não tuberculosas (MNTs): biofi lmes 
e propriedades associadas.

MNT Mobi l idade
Biof i lme
OD 570nm

Potencia l zeta
(mV )

1,195

0.415

-39,7 ±  1,01

-55,7 ±  1,58

M. smegmatis

M. che lonae
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cia de vários desinfetantes (peróxido de hidrogénio-H 2 O 2 ,
hipoclorito de sódio- NaClO, desinfetante à base de glutaral-

deído- GTA e desinfetante à base de sais quaternários de 

amónio- SQA) em MNTs recuperadas de biof i lmes (tabela_2 ). 

O desinfetante com SQA é ef icaz para ambas as espécies in-

dependentemente das condições do ensaio, pelo contrário 

o peróxido de hidrogénio é inef icaz independentemente das 

condições testadas. Para o NaClO e GTA a ef icácia do de-

sinfetante depende do tempo de contacto e/ou concentra-

ção sendo, duma forma geral, o M. chelonae mais fácil de 

erradicar do que o M. smegmatis. Estes resultados não são 

tranquil izadores por diversas razões: ( i ) os ensaios foram re-

alizados em condições “l impas” que favorecem a atividade 

do desinfetante, ( i i ) as MNTs foram recuperadas do biof i lme, 

ou seja, estavam mais acessíveis à ação do desinfetante e 

( i i i ) tanto M. smegmatis como M. chelonae possuem porinas 

na sua membrana o que facil ita a ação do biof i lme. Daqui se 

depreende que não é fácil el iminar biof i lmes de MNT.

Figura 1: Biofi lme de M. chelonae.

Figura 2: Biofi lme de M. smegmatis.

Micrograf ia de um biof i lme de M. chelonae, formado ao f im de três dias, sobre si l icone (A) e na inter face l iquido/ar (B) 

onde é notór io o aumento da matr iz extracelular (setas azuis). Barras de escala 1µm.

A B

Micrograf ia de um b iof i lmes de M. smegmat is, fo rmado ao f im de t rês d ias, na in te r face l iqu ido /a r obt ido por SEM ut i l i zando um detetor de e le t rões 

secundár ios (A) , ou e le t rões ret rod i fund idos (B ) e a reconst i tu ição em 3D (C) . Bar ras de esca la na f igura A e B são de 1µm e 5µm, respet i vamente.

A B C
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_Conclusão

As MNTs têm capacidade de formar biofilmes em diversas su-

perfícies funcionando como potenciais reservatórios de agen-

tes infeciosos, ou seja, focos de infeção. 

O resultado da eficácia de desinfetantes sugere que a melhor 

estratégia para combater as infeções associadas a biofilmes 

de MNT é prevenir a formação dos mesmos.
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Tabela 2: Avaliação da eficácia de desinfetantes contra 
micobactéria não tuberculosa (MNT).

* Principio ativo do desinfetante: glutaraldeído (GTA) e sais quaternários de amónio (SQA).

** Tempo de contacto com o desinfetante; NE=não ef icaz; E=ef icaz

Desinfetante* M. smegmatis M. che lonae
Tempo**

(min)

H2O2 3%

H2O2 9%

NaClO 0,1%

NaClO 5%

GTA 0,4%

GTA 7%

SQA 0,2%

SQA 3,9%

5

15

5

15

5

15

5

15

5

15

5

15

5

15

5

15

NE

NE

NE

NE

NE

NE

NE

NE

NE

E

E

E

E

E

E

E

NE

NE

NE

NE

NE

NE

E

E

E

E

E

E

E

E

E

E
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