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Doenças transmitidas por alimentos 
(DTA) com etiologia bacteriana são 
prevalentes em todo o mundo, perma-
necendo como preocupante causa de 
incapacitações, óbitos e perdas socio-
econômicas, sendo potencializadas por 
contaminações durante o processamen-
to ou pela manipulação inadequada dos 
alimentos de origem animal ou vegetal. 
De acordo com dados divulgados pela 
Secretaria de Vigilância em Saúde, do 
Ministério da Saúde, entre os anos de 
2007 a 2017, no Brasil, foram notificados 
11.527 surtos de doenças veiculadas por 
alimentos, estando Staphylococcus au-
reus e Salmonella enteritidis associados 
a muitos dos casos em que a etiologia 
da doença é identificada (Brasil, 2018).

A emergência de cepas resistentes 
a antibióticos torna o cenário mais difícil 

e desafiador. A Organização Mundial 
da Saúde considera que o nível de 
resistência a antibióticos atingiu uma 
ameaça séria à saúde em todo o mun-
do (WHO, 2014), problema que traz à 
tona a importância do desenvolvimento 
ou da prospecção de novas drogas ou 
substâncias que ajudem no combate a 
microrganismos patogênicos.

Substâncias extraídas de plantas com 
potenciais bioatividades têm se apresen-
tado como alternativa relevante para po-
tencializar ou prover ações antibacteria-
nas, alterando morfologicamente ou não 
as células bacterianas expostas a sua 
ação, as quais podem ser incorporadas 
em fármacos ou alimentos (Negi et al., 
2012). Essas substâncias bioativas ou 
fitoquímicos incluem taninos, alcaloides, 
carboidratos e glicosídeos, terpenoides, 
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esteróis, flavonoides e cumarinas 
(Yadav; Agarwala, 2011), que podem 
estar associadas a efeito antimicrobiano 
efetivo devido à possibilidade de siner-
gismo entre distintas moléculas. Devido 
ao aumento da demanda por alimentos 
com menor adição de substâncias sin-
téticas, substâncias naturais isoladas de 
plantas têm sido consideradas fontes 
promissoras de conservantes para ali-
mentos (Mostafa et al., 2018).

Muitos trabalhos na área de microbio-
logia utilizam a microscopia eletrônica 
para a análise morfológica de bactérias, 
incluindo estudos que visam à determi-
nação do mecanismo da ação bacteri-
cida ou bacteriostática de substâncias 
extraídas de plantas. Friedman (2015) 
relata que mecanismos de disrupção de 
paredes celulares e membranas plas-
máticas estão entre os mais convencio-
nais associados à ação de extratos ou 
compostos vegetais, sendo, portanto, 
visíveis em microscopia eletrônica de 
transmissão (MET).

Bactérias com danos a serem visuali-
zados por MET podem ser processadas 
convencionalmente, com fixação em 
tetróxido de ósmio, desidratação em 
soluções de etanol, infiltração em resina 
e ultramicrotomia para obtenção dos es-
pécimes fatiados e aptos a serem depo-
sitados sobre as grades (Li et al., 2016); 
porém, essa técnica é demorada e one-
rosa. O Contraste Negativo, por outro 
lado, envolve menos etapas e permite a 

visualização das bactérias com bastante 
definição em um tempo laboral menor.

O presente trabalho tem como ob-
jetivo estabelecer uma metodologia 
baseada em Contraste Negativo para 
visualizar culturas puras de bactérias 
ou bactérias submetidas previamente a 
substâncias extraídas de plantas com 
potencial antimicrobiano, ajudando a 
elucidar seu mecanismo de ação.

Contraste Negativo 
para visualização 
de bactérias

Dentro da Microscopia Eletrônica de 
Transmissão, o contraste negativo apre-
senta-se como um método simples e rá-
pido destinado ao estudo da morfologia, 
do tamanho e da microcaracterização 
de espécimens particulados, tais como 
vírus, organelas celulares, bactérias, 
estruturas menores componentes de 
fungos, algas, plantas, etc. (Muniz et al., 
2019). Bactérias contrastadas negati-
vamente apresentam uma ótima pre-
servação do seu estado original, visto 
que suas macromoléculas fixam-se com 
perfeição, ficando ainda protegidas 
contra os efeitos danosos ocasionados 
pelo feixe de elétrons do microscópio 
eletrônico. Para tanto, o microrganismo 
é imerso na solução de um contrastan-
te metálico, ácido fosfotúngstico, por 
exemplo, e, após a secagem, os átomos 
de metal eletrodensos envelopam a 
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superfície da amostra, causando uma 
diferença de contraste entre o seu inte-
rior e sua superfície, visivelmente mais 
eletrodensa, que é revelada em grande-
za de detalhes.

Alterações na morfologia de suas 
membranas ou paredes são perfeita-
mente visualizados por essa técnica que 
pode, portanto, ser incluída em avalia-
ções de bioatividade de substâncias em 
mecanismos de ações bacteriostáticas 
ou bactericidas.

A superfície bacteriana é dotada de 
uma parede celular bem definida e cons-
titui um limite entre o ambiente externo 
e a célula, apresentando diversas fun-
ções, incluindo a determinação da forma 
celular, o envolvimento em processos 
de crescimento e divisão, a contribuição 
na resistência à pressão de turgidez e 
à seleção de moléculas que entram ou 
saem da célula, o reconhecimento de 
sinalizações moleculares e a interação 
celular. Alterações nessas superfícies 
podem indicar estresses químicos, bio-
químicos ou físicos, e, quando severas, 
mudanças em sua morfologia e estrutura 
podem ser detectadas e visualizadas em 
microscopia eletrônica (Dufrêne, 2004).

Culturas bacterianas submetidas ao 
ensaio de determinação de Concentração 
Inibitória Mínima e de Concentração 
Bactericida Mínima frente à substância 
ou extrato vegetal testado, em placas 
de microdiluição (Górniak et  al., 2019), 
são passíveis de serem submetidos à 
presente metodologia.

Metodologia
As cepas das bactérias de interesse 

oriundas de culturas puras cultivadas 
no meio Ágar Tripticase de Soja – TSA 
(Difco, Sparks, USA) foram incubadas 
a 35 °C/24 horas em BOD (Biochemical 
Oxygen Demand). Após esse período, 
uma colônia isolada foi transferida para 
5 mL do caldo Tripticase de Soja – TSB 
(Difco, Sparks, USA), em seguida 
incubada a 35 °C/24 horas em BOD 
para se obter uma concentração final 
de 108 UFC/mL. A partir dessa concen-
tração, diluições seriadas (10-1 a 10-7) 
foram preparadas em água peptonada 
a fim de se obter uma suspensão bac-
teriana de 105  UFC/mL, para ser tes-
tada isoladamente ou na presença da 
Concentração Bactericida Mínima deter-
minada previamente para os extratos de 
plantas, e então submetida aos ensaios 
de microscopia.

Volumes iguais do fixador Karnovsky 
(glutaraldeído 2,5% e paraformaldeído 
4% em tampão fosfato de sódio 0,1  M 
pH  7,4) e da suspensão bacteriana de 
105 UFC/mL, com e sem os extratos de 
plantas, foram colocados em eppendor-
fs de 2 mL, mantendo-se a mistura a 
4 °C por toda a noite até o dia seguinte 
(Bozzola; Russell, 1999). Foram realiza-
das quatro lavagens nas amostras, em 
que a primeira foi feita com o fixador e 
as outras três lavagens com tampão ca-
codilato 0,2 M pH 7,2. Entre cada lava-
gem, as amostras foram centrifugadas a 
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12.000 g/10 min/10 °C e o sobrenadante 
removido. O “pellet” obtido foi ressus-
pendido na lavagem seguinte. Essas 
lavagens permitem que outras sujidades 
menores não interfiram no campo de 
visão, restringindo as observações às 
bactérias isoladas. Uma gota do “pellet” 
obtido na lavagem final foi depositada 
sobre a grade própria para MET, reti-
rando-se o excesso com papel de filtro 
após três minutos. Em seguida, uma 
gota do contrastante, ácido fosfotúngs-
tico, foi adicionada; após três minutos, o 
excesso foi removido. As grades prontas 
foram encaminhadas ao Microscópio 
Eletrônico de Transmissão e visualiza-
das sob velocidade de aceleração de 
elétrons de 30 Kv em aumentos acima 
de 5000x, para que detalhes da morfolo-
gia ficassem visíveis.

Imagens de bactérias 
visualizadas 
no Microscópio 
Eletrônico de 
Transmissão

Exemplos de imagens obtidas com 
a técnica descrita estão apresentadas 
na Figura 1, as quais foram obtidas 
utilizando-se o modo “campo claro”. As 
imagens correspondem à amostra de 
bactérias oriundas do Laboratório de 
Microbiologia de Alimentos (LMA) da 
Universidade Federal do Ceará (UFC) 

sem nenhum tratamento. Observa-se 
que a forma das bactérias se apresenta 
íntegra, com paredes regulares, sendo 
possível visualizar a presença de certos 
anexos, tais como fímbrias e flagelos.

Culturas bacterianas submeti-
das ao ensaio de determinação de 
Concentração Bactericida Mínima com 
extratos vegetais variados também 
foram observadas e são mostradas na 
Figura  2. Observa-se que as bactérias 
apresentam formas diferentes das ori-
ginais, quando não tratadas. Acessórios 
como fímbrias e flagelos foram perdidos, 
enfatizando que a morfologia bacteria-
na é bastante alterada durante esses 
ensaios. Perda de rigidez da célula e 
tamanhos alterados também são obser-
vações registradas.

A presente metodologia é eficaz e 
precisa para a observação de detalhes 
de células bacterianas puras submeti-
das ou não a tratamentos de determi-
nação de ações bactericidas ou bacte-
riostáticas de extratos vegetais. Quando 
submetidas a esses tratamentos, as 
alterações na morfologia são visivel-
mente salientes, podendo ser descritas 
e determinadas para diferentes extratos 
vegetais sob variadas concentrações.
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Figura 1. Imagens de bactérias puras sem tratamento, obtidas por contraste negativo e 
visualizadas sob detector STEM em campo claro. (A) Listeria monocytogenes; (B) Staphylococcus 
aureus; (C) Salmonella enteretidis; (D) Escherichia coli; (E) Pseudomonas aeruginosa.

Figura 2. Imagens de bactérias submetidas ao ensaio de determinação de Concentração 
Inibitória Mínima com extratos vegetais variados, obtidas por contraste negativo e visualizadas 
sob detector STEM em campo claro. (A) Listeria monocytogenes; (B) Staphylococcus aureus; 
(C) Salmonella enteretidis; (D) Escherichia coli.

A B C D
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