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confeccionaram-se corpos-de-prova,  em forma de 
pastilhas quadradas de 1cm2 por 1mm de espessura. 

 
Protocolo do experimento – Os corpos-de-prova 

foram incubados, em tubos de vidros esterilizados 
contendo 5ml de caldo de soja tríptica (TSB), por 1, 4, 
24, 48, 72 e 120 horas sob condições aeróbias. Após 
este período os corpos-de-prova foram retirados dos 
tubos e lavados com tampão salina fosfatada (PBS), por 
três vezes, para remover as células não aderidas. A 
seguir, os corpos-de-prova foram colocados em novos 
tubos contendo PBS e submetidos ao banho de ultra-
som por 5 minutos e ao vortex por 30 segundos. Da 
suspensão bacteriana resultante, uma alíquota de 1,0ml 
foi transferida para 9,0ml de solução salina esterilizada 
e foram realizadas diluições seriadas de 10-1 até 10-3. Da 
diluição 10-3, 100µl foram semeados em placas 
contendo ágar de soja tríptica (TSA), as quais foram 
incubadas a 37ºC por 24 horas. Após o período de 
incubação o número de colônias crescidas foram 
contadas e enumeradas como unidades formadoras de 
colônia (UFC/cm²). Todos os experimentos foram feitos 
em triplicata.  

 
Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) – 

Conforme descrito por Pizzolitto (2000) [15], os corpos-
de-prova de PMMA foram removidos de seus tubos 
testes e imersos em glutaraldeído 2,5% durante 15 
minutos e desidratados seriadamente em álcool etílico 
(15, 30, 50, 70, 90, 100%) por 15 minutos cada um 
respectivamente. O corpo de prova foi seco por 
centrifuga a vácuo (DNA mini – WIKA HETO LAB 
Equipament) por 5 minutos, e posteriormente montado 
em suporte metálico para metalização em ouro (1KV, 
15mAP - Edwards S150B), e realizado microscopia 
eletrônica de varredura (JEOL – JSM modelo T330A). 

 
Análise Estatística –Realizou-se a análise de variância 
univariada para um fator (“One-way ANOVA”) para 
inferir as diferenças entre as médias de unidades 
formadoras de colônias (UFC/cm2) de células viáveis 
desalojadas do biofilme entre Staphylococcus aureus e 

Staphylococcus epidermidis. Utilizou-se o coeficiente 
de correlação linear de Pearson para determinar as 
relações entre as variáveis unidades formadoras de 
colônias (UFC/cm2) e tempo de incubação (h). Adotou-
se o nível da confiança de 5% (α=0,05) e realizaram-se 
testes bilaterais. 
 
Resultados 

 
Da microscopia eletrônica de varredura – MEV 

estão apresentados nas Figuras 1 e 2. 
A contagem de células viáveis está apresentada na 

Tabela 1 e 2. 
MEV do S. aureus – A aderência por microscopia 

permitiu observar cocos aderidos e agrupados formando 
biofilme, nos períodos de incubação de 1, 4, 24, 48, 72 e 
120 horas. A Figura 1A e 1B mostra a formação de 
biofilme.  

 
1A) 

  
 
1B) 

.  
Figura 1: Micrografia eletrônica de varredura (x5000) 
de cepa de S. aureus após o período de incubação de 4 
horas (1A) e 24 horas (1B). 
 

MEV do S. epidermidis – No período de incubação 
de 1, 4, 24, 48, 72 e 120 horas, o S. epidermidis formou 
biofilme (Figura 2A e 2B). 

 
2A) 

 
 
2B) 

 
Figura 2: Micrografia eletrônica de varredura (x5000) 
de cepa S. epidermidis após o período de incubação de 4 
horas (2A) e 24 horas (2B). 
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As unidades formadoras de colônias recuperadas da 
superfície do PMMA de S.aureus como para S. 

epidermidis, estão representadas nos quadros abaixo: 
 

Tabela 1 – Unidades formadores de colônia de S. aureus 
aderidas ao PMMA após cada período de incubação 

Staphylococcus aureus 
Tempo de incubação 

(horas) 
Médias de Unidades 

Formadoras de Colônias 
UFC/cm2 

1 62000 
4 75000 
24 292000 
48 156000 
72 132000 
120 299000 

 
Tabela 2 – Unidades formadores de colônia de S. 

epidermidis aderidas ao PMMA após cada período de 
incubação 

Staphylococcus epidermidis 
Tempo de incubação 

(horas) 
Médias de Unidades 

Formadoras de Colônias 
UFC/cm2 

1 42000 
4 54000 
24 416000 
48 168000 
72 67000 
120 207000 

 
Para p<0,05, as médias de UFC/cm2 de S. 

epidermidis e S. aureus não são significantemente 
diferentes na formação de biofilme sobre o PMMA. 
 
Discussão 
  

Comprovou-se que as cepas de Staphylococcus 

aureus e Staphylococcus epidermidis foram capazes de 
aderir e formar um biofilme sobre a superfície do 
polimetilmetacrilato autopolimerizante usado como 
cimento ósseo em cirurgias ortopédicas. 

Na primeira hora do experimento, detectou-se a 
aderência bacteriana (S. aureus e S. epidermidis) sobre 
PMMA, confirmado por MEV, e a contagem de células 
viáveis, resultados compatíveis aos relatados por 
Ramage et al., 2003 [16 ] e por Tunney et al., 2006 [17]. 

Tunney et al. (2006) afirmam, ainda, que algumas 
outras bactérias de estafilococos coagulase-negativa 
(ECN) também possuem a habilidade de aderirem-se e 
colonizarem dispositivos implantáveis médicos [17]. A 
aderência de estafilococos coagulase-negativa, também, 
foi detectada neste estudo. 

As cepas de S. aureus e S. epidermidis, são 
frequentemente isoladas em próteses do quadril devido 
a formação de um biofilme que proporciona à essas 
bactérias uma resistência à antibióticos [18]. 

Gristina (1994) [19] refere que a aderência do S. 

aureus e do S. epidermidis, observada no PMMA, 
também, ocorre sobre os metais, vidros e no próprio 
osso. 

As técnicas de análise da formação de 
biofilmes sobre biomateriais, como a empregada neste 
estudo, possibilitará o desenvolvimento de tratamentos e 
recobrimentos superficiais e a preparação das 
superfícies dos biomateriais que compõem as diversas 
partes dos implantes, principalmente daqueles que 
ficarão implantados por períodos longos, como as 
próteses articulares (prótese total do quadril, do joelho, 
do ombro, etc) e as não convencionais (tumores), os 
cimentos e os adesivos cirúrgicos. Novas estratégias de 
prevenção da formação de biofilmes deverão ser 
propostas e avaliadas. A superfície ideal de um implante 
deverá ser seletiva e projetada de forma a impedir ou 
dificultar a formação de biofilmes bacterianos e, ainda 
assim, de possibilitar o contato e a adesão dos tecidos 
humanos específicos (osso, músculo, epitélio, etc) sem 
desencadear o seu encapsulamento ou promover a 
formação de fibrose na interface implante-tecido 
hospedeiro. Essa tecnologia, imprescindível para os 
implantes articulares ortopédicos, também será 
importante para a análise e o desenvolvimento de 
dispositivos implantáveis de outras especialidades 
médicas (válvulas cardíacas, próteses mamárias, 
próteses penianas, implantes cocleares, etc). 

No momento, pretende-se estudar os mecânismos 
de aderência e de formação dos biofilmes e propor 
estratégias para reduzir a ocorrência de infecções nas 
cirúrgias reconstrutivas que utilizam implantes. No caso 
da ortopedia, principalmente, prevenir a ocorrência da 
osteomielite, a infecção do tecido ósseo, doença grave 
de díficil tratamento devido à baixa vascularização do 
tecido ósseo que dificulta o aporte de antibióticos aos 
locais de infecção. Os procedimentos atuais de 
prevenção e tratamento da osteomielite produzem custos 
elevados ao Sistema de Saúde (SUS). 

Na seqüência, serão realizadas análises nas marcas 
comerciais de cimentos ósseos com antibióticos, 
principalmente com a gentamicina, a vancomicina, a 
clindamicina, a cefalotina, a tobramicina, a eritromicina 
e a oxicilina, produtos carreados com a finalidade de 
inibir a contaminação do material implantado e a 
formação de biofilmes. Estes cimentos, entretanto, são 
de eficácia controversa devido à possível inativação do 
antibiótico preso dentro de um material denso, não 
permeável, e pela reação exotérmica de polimerização 
do cimento que pode atingir até 90ºC por cerca de 10 
minutos. 
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