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MICROBIOS E HUMANOS



Seres humanos:
Vida em comunidade




~ Mais de 90% dos
micrébios vivem em Agregados
COMUNIDADES Microbianos

Flocos

Granulos Biofilmes

Agregados suspensos Peliculas biolégicas formadas
NAO ADERIDOS a superficies por microrganismos

ADERIDOS a superficies




BIOFILMES : qual o seu aspecto externo ?

Biofilme, uma matriz gelatinosa

Biofilme num reator de discos
biologicos



DEFINICAO:
~

Biofilme COMUNIDADE DE MICRORGANISMOS
(Filme microbiano) ‘

aderida a uma SUPERFICIE, em geral sob a

forma de uma MATRIZ MUITO HIDRATADA
de POLIMEROS EXTRACELULARES (E.P.S))

- /

produzida pelos microrganismos.

B Consisténcia gelatinosa, vico-elastico

Cor: branco/amarelo transparente, castanho, etc

Espessura: de 5 microna5 mm

| Composicéo: Agua: 90-99% (peso)

Microrganismos: 1-10% (volume)

Polimeros extracelulares: 70-95%
do peso seco do biofilme

Partticulas sélidas capturadas do
liquido

> > >




BIOFILMES : qual o seu aspecto interno ?

Ii= SE1 EHT' 20.0 KV WD= 11 PHOTD= 4
l—..._.....,‘_.'
UNIY. MINHO

.00pm

Biofilme de Ps. fluorescens
sobre uma superficie metalica

Imagem microscopica de
uma lente de contacto
contaminada

SgRlin-Egrlate



Biofilme de Staphylococcus aureus  num
catéter

Fig. 6. Thin threads emerged from bacterial body surface.
Scanning electron microscopy of sessile K. pneumoniae LM21
performed in mature biofilm formed on Thermanox® slides in
microfermentor system after 48 h of development at X20,000
magnification.

Biofilme de Klebsiella pneumoniae
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“The good, ...

BIOFOULING

... the bad ...

Biofilmes: o e

Biofilmes: e
-Equilibrio microbiano o Biofilmes:

no corpo humano - Central Térmica de

Producao de Electricidade - Pulmées
- Biofilmes nos reactores
de tratamento de aguas -Membranas de Osmose - Catéteres
residuais Inversa

_ - Hospitais
-Cascos de navios




Biofilmes :

A “CIDADE dos micrébios”




DINAMICA DOS BIOFILMES



Crescimento dos Biofilmes

Dia 3

L

(Mycobacterium fortuitum)

Dia 6

i o w

Fig. 2. SEM of M. forturien 6834 growing on a peg in MB supplementad with ADC enrichment after day 1A}, day 3 (B, and day & (C). Initial
adhesion can be seen in A, and different filamentous strands with visible EPS are shown in B, Shown in © is extensive bioflm with channels

rarrows ), (Scale bars = 3 pm for A and B, and 30 wm for C)

(Bardouniotis,E. et al., 2003)



Crescimento dos Biofilmes ao longo do tempo

Quantidade de Maximo
biofilme

Periodo

de
Inducéo

Time



Transferéncia de Massa e Reacao Bioguimica ‘

Mecanismos de utilizacao de nutrientes pelos biofilm es

Nutrient

Difusdo Externa

Bjoime

Consumo de Nutrientes

J




Concentracéao de
Nutriente no biofilme

Agua biofilm

g | Distancia no interior
T do biofilme

Topo do biofilme
(interface com a agua)

Base do biofilme
(interface com o suporte )

A penetracao parcial pode ocorrer com:
O nutrientes;

1 antibioticos
O biocidas, etc




EXEMPLO DE DESPRENDIMENTO DO BIOFILME

) ) Desprendimento
AGUA AGUA do Biofilme

Y ey /
Nutrien;e ) . ) -

Nutriente_

T - ~  |Camada Activa - -
BOFILME . = \. . _~ . .
. D \i BOFILME ‘i w ‘ .




AS VANTAGENS DA ADESAO

E
DA VIDA EM COMUNIDADE




Efeitos da Adesdo

EXEMPLO: USO DE ACIDO HIPOCLOROSO NA
DESACTIVACAO DE Klebsiella pneumoniae

Bacterias em Bactéerias
Suspensao Aderidas a Vidro

Dose (concentr. x tempo)

Necessaria para
desactivar 99 %
das bactérias

0.065 9.5
(150 vezes
superior!)




Efeitos da Adesdo
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PLANKTONIC

BIOFILM
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Expresséo geneética de
proteinas in bactérias

—IROMPl  sspensas e em bactérias
aderidas (Pseud. aeruginosa )

Center for Biofilm Engineering, Montana, USA






Efeitos da Vida em Comunidade

Distancias mais curtas: comunicagcdo mais facil

Oxidantes de amonia — verdes:

NH,* === NO,

Oxidantes de nitrito — vermelho:

NO, ===+ NO;

Imagem CSLM, por:
Schramm et al (1996), Applied

: ) _ Center for Biofilm Engineering, Montana, USA
Environmental Microbiology , 62:4641.



Efeitos da Vida em Comunidade

Comunicacao Intercelular
(“quorum sensing ")

e — Moléculas sinalizadoras
acyl-homoserine lactonas
I (bactérias Gram-negativas)

S ou péptidos modificados
Bactéria isolada (bactérias Gram-positivas)

Bactérias num biofilme H ¢ 0

As bactérias produzem pequenas

quantidades de moléculas

sinalizadoras _que sao detectadas

por outras bactérias pertencentes

ao agregado microbiano.



Pseudomonas aeruginosa na fibrose quistica dos pulmodes

Efeitos do “ quorum sensing”

Ps. aeruginosa comeca a produzir grandes quantidades de polimeros
(alginato) quando “sente” que existe um numero de significat ivo de

bactérias “irmas” nos pulmaoes.

Observ: .: Os doentes com fibrose quistica ndo produzem enzi mas em

guantidade suficiente para degrader os polimeros microbia nos nos pulmaoes.



Biofiimes e Antibidticos

@ O acesso de antibidticos as bactérias nos biofilmes
pode ser limitado por limitacoes difusionais

@ As bactérias que produzem a enzima beta-lactamase
aumentam esta producao como resposta ao
tratamento por antibioticos.

& A enzima acumula-se na matriz do biofilme e, deste
modo, destroi a acao do antibiotico



Log CFU

RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS
— CELULAS SUSPENSAS versus EM BIOFILME
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Suspensao Biofilmes
e Ct control, SEM antibiotics
e C cefazolina
e V vancomicina
. D dicloxacillina
e T tetraciclina
R rifampicina

(J. Azeredo, M. Henriques, Univ. Minho)



BIOFILMES SIMPATICOS...



Nos Reactores de Tratamento de Efluentes , os biofilmes estao em
geral fixados em suportes solidos

} Biofilme l

Particlulas

Ncollela et al., Trends in Biotechnology, 2000



‘Biofilmes e Energia — Células de Combustivel Microbiano

Consumo de agucar por microrganismos em condigoes anaerobias:
C,,H,,0,, +13H,0 ---> 12CO, + 48H* + 48e"

transporte de electroes

Substrate

Célula de Combustivel Microbiano
~com duas camaras

Catodo

Anddo



BIOFILMES INDESEJAVEIS ...



Equipamento afectado por Biofilmes Indesejaveis

Permutadores de Calor
Torres de Arrefecimento de Agua
Sistema de Transporte de Liquidos (Tubos, Valvulas, etc.)

Membranas de Osmose Inversa

® & o ¢ o

Bioreactores, Agitadores, sondas de pH probes,
sensors deTemperatura, etc.

Em alguns casos

4 Corroséao provocada por Microrganismos




BIOFOULING




CENTRAL DE PRODUCAO DE ENERGIA

Electricidade

CALDEIRA

Combustivel

Agua

)% \l/Vapor (baixa pressio)

Turbina

edp]  CONDENSADOR

Agua de
Arrefecimento
(~15°C)

Condensado

O Biofouling no condensador causa:

a) reducao da taxa de condensacéao
b) aumento da pressao P’

c) reducao da eficiéncia da turbina
e:

d) Biocorroséo

\4

Agua quente (~35°C)




-

Central de Producao de Energia

CONDENSADOR ‘

mnum
fl

BIOFILME DE 100 micron (0.1 mm) de ESPESSURA ‘
‘ 33% REDUCAO NA CAPACIDADE DE CONDENSACAO




Biofouling em submarinos

Aumento do consumo
de combustivel

Biofouling causado pela macro-alga  Enteromorpha (Imagem: John Lewis, DSTO Australia)



BIOFILMES PERIGOSOS ...



InfeccOes no Corpo Humano causadas por Biofilmes

Sites of Primary and Secondary Biofilm Infection

SITES OF - i 2 ' ' = ..__.::.:': M,
PRIMARY i == _ b & 4
INFECTION: = S

Center for Biofilm Engineering, Montana, USA



1995, Belgica
5 pessoas morrem huma exposicdo comercial BEFgS= SHh M
(Biofilmes de Legionella pneumofilae ) RRALRE g |

Abril 1999, Suécia
Jacuzzi num hotel provoca febre de Pontiac em 24 pessoas

(Biofilmes de Legionella micdadei )

Agosto 2006, Inglaterra
Chuveiro em hospital mata um homem

Royal United Hospital, Bath, UK (Biofilme de Legionella pneumofllae )

Julho 2001, Espanha

6 pessoas morrem em Murcia

(causa: Biofilme de Legionella pneumofilae
na Torre de arrefecimento de um hospital)

Novembro 2014, Portugal
13 pessoas morrem em Vila Franca de Xira (Lisboa)
(causa provavel: Biofilme de Legionella pneumofilae na Torre de
arrefecimento de uma empresa)



BIOFILMES EM SISTEMAS DE AGUA POTAVEL

EFFEITO DA FREQUENCIA DE UTILIZACAO DA AGUA

Agua potéavel recolhida de uma
torneira usada frequentemente

Agua potéavel recolhida de uma
<+«—— torneira fechada durante 1 més

C. Manuel,
Tese de doutoramento , FEUP, 2008




BIOFILMES NA INDUSTRIA AIMENTAR

O Biofilmes contendo microrganismos patogénicos

Listeria monocytogenes, Salmonella spp, Bacillus spp, etc

O Colaboracao entre  biofime de microrganismos comuns e

microrganismos patogénicos.

O Equipamento: Tanques, Tubos, Correias transportadoras, estantes de

madeira para maturacao do queijo, Pasteurizadores, etc etc



Os Biocidas no combate aos Biofiimes

| Bacterial cell wall composition

Gram-positive

Cytoplasmic
membrane

Cellwall
(peptidoglycan)

Gram-negative

Cellwall (LPS &
peptidoglycan)

Quter membrane:
Lipopolysaccharide (LPS)

Inner membrane:
peptidoglycan |

Atagque dos biocidas as bactérias

(J A membrane citoplasmica (camadas de fosfolipidos e proteinas nelas embebidas) é
o principal alvo dos biocidas.

1 A interac¢do do biocida com a membrane citoplasmica causa:
**ruptura da membrane —perda da integridade da membrane com libertagdao dos
components intracelulares;
+*inibicao dos mecanismos respiratorios;
+ inibicdo da atividade das enzimas associadas a membrana;
+»dissipagao do gradiente de protoes




Os Biocidas no combate aos Biofilmes

Os metodos quimicos existentes para o controlo do biofoi uling séo
caros e nao sao suficientemente eficazes na desinfecao de superficies

3 Existe risco de disseminacao
da resisténcia...

[Os biocidas (por exemplo, cloro) ... ]

‘_> ... Ndo sao totalmente
consumidos na interacao > €reagem com os
EPS dos biofilmes

com 0S microroganimos -
d originando

produtos nocivos
a saude




ESTRATEGIAS DE COMBATE AOS BIOFILMES

‘ Superficies modificadas com propriedades anti-fouli ng
ou téxicas para 0s microrganismos

‘ Novos produtos anti-bacterianos: biocidas, antibiot ICOS,
nano e micro-particulas, etc

‘ Controlo on-line da formacé&o e eliminagcao de biofilmes



GRACIAS ! OBRIGADOQO !



