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1. Introducgao

A compreensdo da estrutura e do funcionamento de um ecossistema requer o
conhecimento ndo apenas das inter-relacdes que se estabelecem entre as diversas
popula¢des de organismos ai existentes, mas também o conhecimento quantitativo
sobre numeros de organismos envolvidos, biomassa de populacbes, taxas de
atividades, taxas de crescimento e de morte, bem como taxas de reciclagem de

transferéncia de materiais dentro do ecossistema.

Numeros, biomassa e atividades sdo pardmetros ecoldgicos distintos, que embora
correlacionados nao devem ser utilizados como equivalentes, dado a sua extrapolagao
ndo ser linear. Embora o nimero de células microbianas pareca ser, a primeira vista,
diretamente proporcional a biomassa e a atividade celular, isto nem sempre se
verifica. Assim, por exemplo, a dimensdo de uma célula varia em fungao da sua fase no
ciclo de vida, e da existéncia de nutrientes; do mesmo modo, a biomassa varia em
funcdo dos mesmos parametros. Do mesmo modo, um fungo ou um actinomicete em
fase de esporulagdo pode aumentar imensamente o seu numero de células,
mantendo-se, no entanto, a biomassa total. Quanto a atividade microbiana, esta
apenas se correlaciona com numeros celulares ou biomassa numa situacdo em que as
condicbes ambientais se mantenham inalteradas, ou seja enquanto nao ha alteragao
dos parametros fisico-quimicos (pH, temperatura, nutrientes, etc.), o que
considerando um ecossistema dindmico (com os iniumeros fatores abidticos e bidticos)

é dificil, sendo impossivel — em muitas situacées - de prever.

Assim, a escolha do(s) parametro(s) a quantificar é feita em funcdo da situacdo em
estudo. Os dados quantificados obtidos, e eventuais extrapolacGes para outros

parametros, devem ser analisados de modo critico, e caso-a-caso.

Quando se procede a quantificacdo de microrganismos em sistemas naturais, ha que
ter em consideracdao a diversidade de microhabitats ai existentes, que tém como
reflexo uma distribuicdo ndo homogénea das populacdes microbianas. Um maior
conhecimento sobre o sistema permitird escolher o procedimento mais adequado de

amostragem.
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O procedimento de quantificacdo dos microrganismos é composto de trés fases: (i)
recolha da amostra, (ii) processamento da amostra, (iii) quantificacdo de
microrganismos. A escolha dos procedimentos associados a cada uma destas trés fases
pode influenciar grandemente o resultado final, sendo portanto importante de

considerar o conjunto dos procedimentos para a andlise e interpreta¢do dos dados.

2. Recolha de amostras

O procedimento de recolha de amostras depende do tipo de ecossistema em estudo.
O intestino de animais, a camada superficial de solos, dguas de lagos e rios, e 0
sedimento dos fundos ocednicos sdo obviamente distintos e os procedimentos de
recolha de amostras sdo determinados pelas suas carateristicas fisicas e quimicas, pela
abundancia de microrganismos esperada (face a estudos prévios) e pelos
procedimentos de enumeracdo ou “medida” a ser usados (Tabela 1). Os
procedimentos de recolha de amostras devem assegurar que 0s numeros ou
atividades de microrganismos ndo sdo alterados, positiva ou negativamente, de um
modo ndo quantificavel durante a colheita da amostra. Devem ainda assegurar que as

amostras sdo representativas e que ndo se encontram contaminadas com

microrganismos externos ao ecossistema em estudo.

Tabela 1. Comparag¢ao das abordagens de amostragem microbiana nos principais

ambientes naturais

Ambiente Acesso Numeros/ Equipamento de Processamento da
densidade amostragem amostra para
enumeragao
Ar direto baixo filtros, amostradores de concentracao
Andersen, etc. sobre filtros
Agua direto ou elevado ou rede, frascos, filtros diluicdo ou
remoto baixo concentragdo
Sedimento remoto elevado sondas diluicdo em série
Solo direto elevado pas / sondas diluicdo em série
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Amostras de solo e sedimento: A recolha de solos e sedimentos usa frequentemente
uma abordagem nao-estéril, com recurso, por exemplo, a pas ou enxadas, devido a
abundancia de microrganismos no solo comparativamente com a de possiveis
contaminantes provenientes do ar ou dos recipientes de recolha, ex. sacos de plastico,
frascos, baldes (Fig. 1). Quando é necessaria a recolha de amostras de uma
determinada profundidade, faz-se uso de uma sonda de solo, que muito
frequentemente consiste de um tubo oco com uma extremidade fina, cortante, que
pode ser manual ou necessitar de um motor para a sua introdugao no solo (Fig. 1 (i)).
As sondas para amostragem de solo sdo desenhadas de modo a minimizar a
compactacdo do solo durante o processo de recolha de amostra. Espatulas estéreis
podem ser utilizadas para afastar a camada exterior de solo, em contato com a sonda
(para evitar contaminacdo), de modo a que apenas a parte interna de solo seja usada

para analise.

it

—

Fig. 1 - Exemplo do equipamento utilizado na amostragem de solo e sedimentos:
diversos tipos de sondas (a) a (c), martelo (d), pd, enxada (f, g), balde (h); entrada de
sonda de 60 cm de comprimento no solo (i); sonda de aco, aberta, com solo no seu
interior (j).

E frequentemente necessdrio misturar varias amostras, para fazer uma amostra
composta (pois os solos podem representar um habitat heterogéneo) que é
armazenada para analise posterior.

Por vezes a colheita de amostras é feita de acordo com um padrdo de amostragem
delineado para o efeito. A amostragem pode ser (a) aleatdria (envolve a escolha

aleatoria de um numero de pontos de amostragem na area em estudo, que sdo
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amostrados até a profundidade definida), (b) em transeto (envolve a recolha de
amostras ao longo de uma linha diretora), (c) “two-stage” (quando uma area de
estudo é dividida em subunidades regulares; em cada subunidade podem retirar-se
amostras aleatdrias ou em grelha), e (d) em grelha (amostras retiradas

sistematicamente a intervalso regulares e espagamento fixo) (Fig. 2).

Aleatéria Transeto “Two stage” Grelha

Fig. 2 - Possiveis padrdes espaciais de amostragem de solo.

A amostragem de microrganismos presentes no solo em densidade/nimero reduzido
pode necessitar do uso de “atratores” ou de “isco”. Por vezes, é suficiente a colocagdo
de uma superficie que, por absor¢do, concentra de modo natural os nutrientes
dissolvidos, e simultaneamente ou consequentemente, ou microrganismos também ai
presentes. Esta superficie pode consistir de um pequena lamina de vidro limpo (lamina
de microscépio; Fig. 3). Assumindo que a sua superficie absorve de um modo ndo-
seletivo e atua como a superficie das particulas minerais do solo, os tipos e propor¢des
de organismos que aderem a lamina podem considerar-se representativos da
comunidade microbiana ai presente e sao facilmente observaveis sob o microscépio
Optico. Uma variacdo desta técnica da Idmina enterrada é a exposicdo de grelhas de
microscopio eletrénico nos ambientes naturais. Estas grelhas, depois de recolhidas,
sdo observadas diretamente ao microscépio eletrdnico, o que possibilita obter um
maior detalhe da morfologia microbiana, comparativamente com a microscopia dptica.
Ainda uma outra variacdo da técnica da lamina de vidro enterrada substitui a lamina
de vidro por um capilar, achatado, de vidro. Este sistema é designado por pedoscopio.
Estes capilares assemelham-se a espacos porosos do solo e os microrganismos tém
acesso ao seu interior de modo livre. A superficie achatada do capilar de vidro
possibilita a facil observacdo e contagem de microrganismos ao microscopio. Os
capilares podem também ser previamente preenchidos por uma solucdo nutritiva que

atrai os microrganismos, caso em que a técnica se assemelha a uma cultura de
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enriguecimento e consequentemente nado reflete a composicdo original da

comunidade microbiana natural do ecossistema.

VA

Fig.3 - Representagao
esquematica da técnica da
lamina enterrada para
N .
_— \ =T ., recolha e enumeragdo de
—lAmina microrganismos  (adaptado
de Atlas e Bartha, 1993).

solo

Amostras de dgua: As amostras de agua tém geralmente um numero de
microrganismos inferior ao encontrado em solos e sedimentos. O processo de recolha
da amostra requer, assim, frequentemente (/) condi¢Ges de esterilidade (para evitar
contaminacdo potencial de outros habitats) e (/i) equipamentos de recolha remota.
Diversos equipamentos sdo utilizados na recolha remota de amostras de agua (ex.
garrafas de Van Dorn, garrafas de Niskin; Fig. 4), que garantem que estas sao
recolhidas de uma dada profundidade na coluna de dgua. A recolha de amostras de
agua a profundidades maiores requer a utilizacdo de sistemas especializados,
adaptados a situacoes de descompressdo durante a recuperacdo das amostras (usados
por exemplo nos submarinos de profundidade, como o Alvin). Volumes de dgua entre 1
mL e 1000 L sdo geralmente recolhidos. E necessario adequar a concentracdo de

microrganismos (por concentracao ou por diluicdo) de modo a poder quantifica-los.

Fig. 4 - Equipamentos de recolha
remota de amostras de agua: (a) garrafa
de Van Dorn, (b) garrafa de Niskin. As
tampas na extremidade dos dois tipos
de garrafas mantém-se abertas até ser
largado um “mensageiro”, pelo cabo
gue as segura (quando é atingida a
profundidade requerida), e cujo embate
as liberta, fechando rapidamente as
garrafas e aprisionando a amostra de
agua.
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Andlise de particulas virais. Os virus sao encontrados em numeros reduzidos nas
amostras de agua e o procedimento para a sua recolha é longo. Ha quatro fases na
anadlise de particulas virais em amostras de agua: (i) recolha de amostra (100 a 1000 L)
que é concentrada por filtracdo em filtros especificos para a concentragdo de virus (ex.
filtros VIRADEL, “Virus Adsorption-Elution”; para adsorgdo e elui¢do de virus), (i)
eluicdo das particulas virais recolhidas no filtro, (iii) reconcentra¢do para reducdo do
volume de amostra e (iv) deteg¢do viral por métodos de cultura celular ou por métodos
moleculares como o PCR (“Polymerase chain reaction”).

Andlise de bactérias. Os recipientes de amostragem bacteriolégica em aguas devem
ser passiveis de esterilizacdo e incluem sistemas de cdmaras em vacuo que podem ser
abertas a uma determinada profundidade, recolhendo assim apenas dgua desse ponto
na coluna de agua (ex. saco de Niskin, amostrador J-Z% ndo mostrado). As bactérias
sao recolhidas em recipientes esterilizados e enumeradas por um de dois métodos: (/)
filtracdo sobre membrana, (ii) técnica do nimero mais provavel (MPN, “Most probable
number”). Em ambos os métodos as bactérias sdo detectadas por métodos de cultura
(ver seccdo 4.1).

Andlise de algas e protozodrios planctonicos. A recolha de amostras para enumeracao
de algas e/ou protozoarios é frequentemente efetuada com recurso a garrafas de Van
Dorn e de Nansen, ou a redes Bongo (Fig. 5), com malha de dimensdo apropriada,
puxadas por barcos, que conduzem os organismos plancténicos através de um funil

para frascos de amostragem onde sdo concentrados (Fig. 5).

¥ ¢ Fig. 5 - Redes Bongo (foto e
representacdo esquematica)
fitram as d4guas de
superficie na coluna de 4gua
até um maximo de 10 m de
profundidade. Os frascos de
amostragem, no esquema,
estdao representados a
vermelho.

! Amostrador J-Z consiste de um frasco de vidro, ou bolbo de borracha comprimido, sob vacuo, ligado a
um tubo de vidro selado, para entrada de agua. O aparelho é baixado até a profundidade desejada e é
largado um mensageiro/peso que quebra a ligagdo de vidro permitindo a entrada de &gua no
compartimento sob vacuo. Um sistema alternativo é o saco de Niskin.
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Amostras de ar: O numero de microrganismos presentes no ar é geralmente reduzido
e dada a impraticabilidade de recolha de grandes volumes de ar, os processos de
recolha de amostras e o seu processamento para enumeragao de microrganismos sao
feitos de modo acoplado. Existem diversos equipamentos de recolha de ar cuja escolha
depende dos custos associados, volume de ar a ser amostrado, mobilidade, eficiéncia
da amostragem, condi¢cdes ambientais nas quais é feita a amostragem. No caso de
amostragem de microrganismos deve também ter-se em consideragao o efeito do
processo de amostragem na viabilidade microbiana durante e apds a sua recolha. Os
diferentes tipos de equipamentos para recolha, quantificacio e detecdo de
bioaerossdis baseiam-se em diferentes principios e métodos de amostragem: colisdo,

impactacao, centrifugacao, filtracdo e deposicao.

Filtracdo e deposigcdo. Estes dois métodos sdo muito utilizados para amostragem de
microrganismos no ar devido ao seu relativamente baixo custo associado e
portabilidade dos equipamentos. O processo baseado em filtracdo requer uma fonte
de vacuo que envolve a passagem do ar através de um filtro — de dimensdo de poro
adequado - onde as particulas sdo recolhidas. O s filtros sdo “lavados” para remocdo
dos microrganismos para analise posterior. A amostragem por deposi¢ao consiste na
exposicdo ao ar de uma placa de Petri com o meio sélido adequado. E o método com
menor custo associado, mas também o de menor eficiéncia na amostragem. A
deposicdo de particulas do bioaerrossol resulta na impactacdo direta, por acdo de

forcas de deposicdo naturais (gravidade e outras forcas).

Impactagdo. Consiste na deposicdo forcada de particulas presentes no ar, numa
superficie sélida. Os diversos equipamentos utilizam uma forca de succdo para
capturar as bioparticulas presentes no ar que subsequentemente sdo “depositadas”
num material adesivo (ex. gel de glicerina) na superficie de uma lamina de vidro ou
num meio de crescimento sélido, adequado, contido numa placa de Petri. As placas de
Petri sdo cobertas por um filtro ou crivo com poro/malha de determinada dimens3o.
Um exemplo comum destes equipamentos é a armadilha volumétrica de Burkard (Fig.

6); funciona com um fluxo de ar de entre 10 a 20 I/min. No amostrador volumétrico de
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seis niveis de Andersen (Fig. 7) o ar é puxado através de um orificio e embate,
sucessivamente, em seis placas de Petri contendo meio sélido. As seis placas de Petri
estdo separadas por filtros cuja dimensdo de poro é gradualmente mais pequena.
Assim, as particulas de maior dimensdo sdo coletadas, por impacto, no primeiro
nivel/placa e cada nivel seguinte coleta particulas de dimensdo gradualmente menor.
A medida que o fluxo de ar passa sequencialmente de um nivel para o seguinte, a
velocidade do fluxo aumenta e, assim, aumenta também progressivamente o potencial

de impacto das particulas menores.

Fig. 6 - Armadilha volumétrica de Burkard: (a) modelo para |damina e (b) modelo para placa de
Petri. L-lamina de vidro; O-orificio de entrada de ar; P-placa de Petri; F-filtro (retirado de
burkard.co.uk/portsamp.htm).

eation I
i et medin

Fig. 7 - (a) Amostrador volumétrico de Andersen de seis niveis; (b) Crescimento de coldnias de
microrganismos nos seis niveis sucessivos de um amostrador  Andersen
(http://www.teagasc.ie/research/reports/dairyproduction/3989/eopr-3989.asp).

Colisdo. Consiste na recolha e captura das particulas presentes no ar numa matriz
liquida. De entre os equipamentos baseados neste método, o mais utilizado é o AGI-30
(“All-Glass Impinger” Fig. 8). Este equipamento é referido como um amostrador

standard de referéncia. E feito de vidro, permite uma facil esterilizacdo, e tem uma boa


http://burkard.co.uk/portsamp.htm
http://www.teagasc.ie/research/reports/dairyproduction/3989/eopr-3989.asp
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eficiéncia na amostragem de bioparticulas de dimensdes entre 0,8 e 15 um. O AGI-30
funciona geralmente com uma for¢a de sucgao, por acdao de uma bomba de ar, com
uma taxa de fluxo de ar 12,5 I/min, e com um volume de meio liquido de recolha de 20
ml. Pode utilizar todo o tipo de meios liquidos, desde solucdes simples a meios
complexos, meios de enriquecimento ou definidos, para a detecdao de microrganismos
especificos. Neste aparelho, o ar é “puxado” através de um tubo, semelhante na forma
ao orificio nasal humano, e é transmitido através de um meio liquido, onde as
particulas ficam “presas”. Uma limitacdo do amostrador AGI-30 é o facto de ndo

permitir separa¢do baseada no tamanho das bioparticulas.

Entrada de ar

- — Saida de ar
Fig. 8 - Amostrador de vidro SKC,
semelhante ao AGI-30 (retirado de
¥ —— Frasco de recolha http://www.airmet.com.au).

-

Amostras bioldgicas: O tipo de procedimento de recolha de microrganismos em
tecidos biolégicos depende do microrganismo e do local onde se encontra, e pode
envolver a simples recolha de fluidos vitais (ex. sangue ou seiva vegetal), a dissecacao
para recolha de determinados tecidos (ex. figado), a recolha de produtos excretados
(ex. matéria fecal), ou a recolha sobre a superficie externa de organismos. Quando a
superficie de recolha é externa, como no caso da folha de uma planta ou superficie de
dente, os microrganismos podem ser lavados ou raspados do tecido foliar ou do dente
com o uso de solucbes estéreis ou o uso de “swabs” de algoddo estéreis. Noutras
situacdes poderd ser necessaria a recolha e preservacao de uma amostra do tecido ou
material bioldgico onde se aloja(m) o(s) microrganismo(s) para possibilitar a sua

analise.

10
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3. Processamento da amostra

Apds recolha da amostra, o seu processamento ulterior inclui o transporte e
preservacdao da amostra até ao laboratério, bem como o processo de
determinagdo/quantificacdo de microrganismos ou da sua atividade metabdlica
propriamente dito.

De um modo geral, as populagdes de microrganismos que ocorrem em ambiente
natural existem em concentracbes que ndo sdo ajustadas aos métodos de
determinacdo e detecdo usuais, sendo assim necessario concentrar ou diluir as
amostras recolhidas. Amostras com numero elevado de microrganismo podem ser
diluidas por diluicbes em série. A concentracdo de amostras com um numero reduzido
de microrganismos pode ser feita por centrifugagcdo ou por filtracdo em filtros de
didametro de poro adequado. Filtros com poros muito largos ndao recolhem os
microrganismos, enquanto que poros muito pequenos sdao facilmente obstruidos e,
assim, incapazes de filtrar o volume necessdrio para concentrar efetivamente a
amostra.

Se os métodos de determinacdo quantificam os nimeros totais de microrganismos,
ndo discriminando entre os vivos e os mortos, as amostras podem ser preservadas
adicionando um agente fixador?, como o glutaraldeido ou o formaldeido.

Se os métodos de determinagdo pretendem quantificar microrganismos viadveis,
presentes na amostra, o tempo de processamento deverd ser o mais curto possivel, e
as condi¢des que medeiam entre a recolha da amostra e a sua determinagao deverao
afetar o menos possivel as atividades dos microrganismos. Cada grupo de
microrganismos presente na comunidade microbiana apresenta diferentes requisitos
fisiolégicos (ex. grupos de anaerdbios, microaerébios, psicréfilos, aciddfilos, etc.) aos
guais se deve ter atencdo quando se quantificam os diferentes grupos de
microrganismos: as condi¢Ges (ex. temperatura, concentracdo de oxigénio, Eh, etc.)

existentes durante as fases de processamento entre a recolha e o procedimento de

?Os aldeidos, e em particular o formaldeido e o glutaraldeido, tém a capacidade de fazer ligacdes
guimicas cruzadas com os grupos amino das proteinas. Este processo, conhecido por fixa¢do, impede a
desintegracdo e degradacdo das estruturas celulares, paralisa o metabolismo celular, impede a
proliferacdo de microrganismos, e leva ao endurecimento do tecido para que resista ao tratamentos
posteriores.

11
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enumeracdo/detecdo devem ser ajustadas. Para além disso, o crescimento microbiano
€ um processo rapido nos recipientes de colheita, e em particular quando tratamos de

amostras de dgua.

4. Enumeracgao e determinagao de atividade de microrganismos

Nos estudos de ecologia microbiana e microbiologia ambiental ha dois aspetos
importantes a considerar: (i) a biodiversidade, incluindo o isolamento, identificacdo e
enumeracdo de microrganismos nos seus habitats, e (ii) a atividade microbiana.
Embora relacionados, estes dois aspetos nem sempre estdo correlacionados. Quando
se interpretam os resultados de enumeracdo e determinacdo de atividades é
necessario ter em conta, por um lado, as limitagBes inerentes as metodologias
utilizadas, e por outro lado, o facto das atividades microbianas serem um reflexo do
seu estado fisioldgico (que é afetado pelas condig¢des fisicas, quimicas e bioldgicas do

meio em que se insere).

4.1 Métodos de cultura

Nos métodos de cultura a enumeracdo de microrganismos é feita com base na
contagem do numero de células vidveis. E, assim, necessario determinar qual o
microrganismo ou grupo de microrganismos a quantificar e o meio apropriado ao seu
crescimento. Os métodos para enumerar bactérias, fungos, algas, protozoarios e virus

sdo distintos.

4.1.1 Métodos de cultura para enumeragdo de bactérias
Os dois métodos basicos para enumeracdo de numeros vidveis de bactérias sdo (i) a

contagem de coldnias em meios sélidos (ou “unidades formadoras de colénia”, UFC, ou
do inglés “Colony forming units”, CFU) e (ii) a técnica do numero mais provdvel ou

técnica NMP (do inglés “Most probable number”, MPN).
Diluicéio em série de uma amostra

E frequentemente necessério diluir as amostras em estudo para poder quantificar/

enumerar o nimero de bactérias através da técnica de diluicéio em série (Fig. 9). Nesta,
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1 mL da amostra a quantificar é diluido pela adicdo de 9 ml de uma solucdo esterilizada
adequada (agua, tampado fosfato, solugdao salina, etc.) resultando numa diluicdao de
1:10 (v/v) ou 10" da amostra original (ou seja a amostra original é diluida para 1/10).
De modo semelhante preparam-se as diluicdes em série 1:100 (107%), 1:1000 (103),
1:10.000 (10, 1:100.000 (10™), etc. No fim, uma aliquota de 0,1 ml de cada diluicdo é
retirada e plaqueada no meio sdlido adequado. Os meios sdo incubados nas condicdes
adequadas ao crescimento das bactérias em analise. O niumero de coldnias que cresce
em cada meio permite calcular a concentracdo de bactérias presente na amostra

original, multiplicando-o pelo fator de dilui¢do.

1ml original \\
culture \

9Iml = ,/" 7 =

broth+ / / Ve 4 YAy

1Tml —4 /1:10 /- / 1:100 / / 1:1,000 / / 1:10,000 / 1:100,000
original / / dilution / / dilution // dilution o dilution / / dilution

culture/ / . 4 o a4

(a) \_/ = & N —
B ml 0.1 ml o1 ml 0.1 ml 0.1ml -
transferred

to a plate

(b)

Incubation
period

Too numerous to count TNTC 65 colonies 6 colonies 0 colonies
(c) (TNTQ)

Copyright © 2006 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings.

Fig. 9 - Procedimento para preparacdo de diluicdes em série a partir de uma amostra
de agua e contagem de coldonias em meio sdlido.

As amostras de agua marinha ou 3agua potavel que contém numeros baixos de
bactérias, em vez de diluidas, necessitam de ser concentradas. A concentracdo de
bactérias pode ser feita filtrando um determinado volume de amostra através de
filtros de poro adequado. Os filtros com as bactérias nele coletadas sdo colocados
sobre um meio sdolido de modo a permitir o crescimento de coldnias. Este

procedimento é conhecido como técnica da membrana filtrante (Fig. 10).
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Fig. 10 — Técnica da membrana filtrante. O filtro estéril (a) é colocado num suporte de
filtracdo, onde a amostra de 4dgua é adicionada e filtrada por vacuo. O filtro contendo
as bactérias concentradas (b) é posteriormente incubado nas condi¢cdes adequadas ao
desenvolvimento de coldnias (c).

Métodos de plagueamento

Apds concentracao ou diluicdo a amostra é adicionada em placa de Petri contendo um
meio sélido de crescimento. Existem trés métodos bdasicos para aplicacdo da amostra
em meio sélido: (i) espalhamento em superficie (“spread plate”), (ii) espalhamento em
profundidade (“pour plate”) e (iii) método das estrias.

No método das estrias uma pequena aliquota de amostra é transferida para a
superficie do meio sélido e espalhada (riscando a superficie do meio) com uma ansa de
inoculacdo, de modo a que seja feita uma diluicdo progressiva da amostra e a obter, na
fase final, coldnias isoladas (Fig. 11). A ansa deve ser esterilizada entre cada série de
estrias de modo a garantir a diluicio da amostra e a obtengdo das coldnias isoladas. E
uma técnica comummente usada para a obtencdo de coldnias isoladas e de culturas
puras de microrganismos. As coldnias isoladas podem, entdo, ser retiradas com uma

ansa esterilizada e espalhadas em meio sdélido novo para garantir a pureza da coldnia.
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No plagueamento em superficie a amostra de dgua a enumerar é adicionada na
superficie do meio sélido e espalhada uniformemente com a ajuda de um espalhador
de vidro esterilizado (Fig. 12). No plagueamento em profundidade, a amostra a
analisar é diluida, e misturada, no meio de agar (a 45 °C) antes de este solidificar,
ficando assim englobada diretamente nele (Fig. 12). As coldénias podem desenvolver-se
a superficie ou em profundidade no meio. E uma técnica Util, por exemplo, para o

crescimento de algumas bactérias microaerofilicas.

(a)

Fig. 11— (a) Alguns modos de espalhar o indculo na superficie do meio sélido pelo
método das estrias. As setas indicam a dire¢ao do estriamento. (b) Exemplo de uma
placa com coldnias isoladas com o método das estrias; A, B, C, D representam os 4
etapas de estrias sucessivas.

Método do numero mais provdvel (NMP)

Esta técnica permite estimar o numero de microrganismos que estdo presentes numa
amostra original, através do crescimento de bactérias viaveis em meio liquido. Nesta
técnica, a semelhanca do plagueamento em meio sélido, faz-se uma diluicdo seriada
da amostra original, apds o que se adicionam aliquotas destas diluicdes em série a
meios liquidos apropriados (Fig. 13). O método baseia-se na diluicdo até a extin¢do da
populacdo microbiana presente na amostra, seguida da inoculacdo de 3 a 10 tubos
replicados, de cada uma das diluicbes preparadas, em meio liquido. Os tubos sdo
incubados para crescimento dos microrganismos e apds um periodo de incubacdo que
pode variar entre poucos dias, (ex. bactérias heterotroficas aerdbias) a alguns meses
(ex. bactérias oxidantes de nitrito, bactérias nitrato-redutoras, etc.), dependendo do

microrganismo em causa, analisam-se os tubos para a existéncia ou ndo de
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Fig. 12 — Representacdo esquematica das técnicas de espalhamento em profundidade e

espalhamento em superficie.

crescimento. A ocorréncia de crescimento e

a auséncia de crescimento sao marcadas

+/- , respetivamente, na base da detecdo de crescimento por exemplo por

turbidimetria, producdao de gds, desapareci

mento de substrato, etc. O numero de

tubos positivos e negativos de cada diluicdo é usado para determinar o numero de

microrganismos mais provdvel que se encontrava na amostra original (ndo diluida)

através do uso de tabelas estatisticas de valores de NMP (APHA, 1998 ).
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Fig. 13 — Representacdo esquematica do método do numero mais provavel (NMP) para
enumerag¢do de bactérias. A amostra ambiental é diluida até a extingao. Aa amostras diluidas
sdo usadas para inocular tubos, em replicado (neste caso 5 réplicas). A presenga ou auséncia
dos microrganismos de interesse numa dada diluicdo da amostra original pode ser analisada
estatisticamente para estimar a populagao original na amostra ambiental.

4.1.1.1 Meios de cultura para bactérias
Os meios de cultura podem ser liquidos (sem agente solidificante, geralmente agar),

semi-solidos (com algum agar, mas ndo o suficiente para que o solidifique) e sélidos.
Os meios de cultura permitem o isolamento, o crescimento e a manutencao de
microrganismos no laboratério.

Os dois tipos principais de meios de cultura sdo (i) meios basais ou simples para as
bactérias heterotréficas comuns e (ii) meios de enriquecimento para o isolamento de
um tipo de microrganismo particular a partir de uma cultura mista ou de uma amostra

ambiental.

Contagens de heterotrdficos em placa
Para as bactérias heterotréficas comuns podem ser utilizados dois tipos basicos de
meios: (i) meios de cultura complexos (ricos) e (ii) os meios pobres ou meios minimais.

Exemplos de meios de cultura complexos sdo o meio de agar nutritivo, meio de agar de
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peptona-levedura ou o agar de extrato de solo aditivado de glucose ou peptona. Um
meio pobre contém até 25% dos nutrientes presentes num meio complexo (ex. meio
de levedura, meio de peptona). Exemplos de meios minimais sdo o agar R2A (Difco),

agar m-HPC (Difco) e agar de extrato de solo sem aditivos.

Meios para microrganismos especificos

Os meios de enriquecimento s3do meios liquidos cuja composicdo nutricional,
conjuntamente com as condi¢cdes de crescimento, promovem o crescimento de
determinado tipo fisiolégico de microrganismo, presente numa mistura de
microrganismos, ao mesmo tempo que suprimem o crescimento dos microrganismos
competidores. Os meios de enriquecimento podem ser de dois tipos: (i) meios de
enriquecimento eletivos, se permitem o crescimento de um unico, ou um de um tipo
limitado de microrganismos, ou (ii) meios de enriquecimento seletivo se envolvem a
adicdo de substancias inibitdrias (ex. antibidticos diversos como o cloranfenicol,
tetraciclina, rifampicina, penicilina, etc.) ou condi¢cdes que suprimem o crescimento da
maioria dos microrganismos, com a excepg¢dao do microrganismo que se pretende
seleccionar.

Os meios especializados de isolamento contém uma formula¢do que vai ao encontro
dos requisitos nutricionais de um determinado grupo de microrganismos, como
Staphylococcus ou Corynebacterium. Os meios diferenciais contém substancias que
permitem distinguir entre diversos microrganismos que crescem no mesmo meio.
Incluem um indicador, geralmente de pH.

Seguidamente indicam-se alguns procedimentos para o isolamento de microrganismos
especificos:

Coliformes fecais na agua. A amostra de agua é filtrada usando a técnica da
membrana filtrante. Esta membrana é inoculada no meio de agar m-FC (Difco) e
incubada a 45 2C durante 24 horas. As coldnias azuis correspondem a bactérias
coliformes, enquanto que as coldnias ndo-coliformes se desenvolvem com uma cor
entre o creme e o cinzento. As coliformes fecais podem ser isoladas num meio de

enriguecimento de lactose aditivado com 1% de 4acido rosdlico para inibir o
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crescimento de ndo-coliformes, e com uma temperatura inicial de incubacdo elevada,
fator critico na selegao de coliformes fecais (APHA, 1998).

Microrganismos nitrificantes do solo. Nitrosomonas e Nitrobacter sao isolados através
de um procedimento longo. Este inclui enriquecimento de solo, uma cultura de
enriquecimento inicial e varias verificagdes rigorosas de pureza. Nitrobacter spp. pode
também ser estimado pelo método NMP, num meio contendo tampdes de potassio,
sais de Mg, elementos essenciais, Fe, NaNo, e azul de bromofenol, como indicador. A
cor muda de azul para amarelo pela oxidacdo de NH;" a NO,".

Bactérias do solo que degradam o herbicida 2,4-D. Um meio de enriquecimento,
seletivo, diferencial, chamado agar de eosina-azul de metileno-2,4-D é usado para
estas bactérias. Este meio contém uma mistura salina minima, e 2,4-D como fonte de
carbono. Os indicadores eosina B e azul-de-metileno permitem seleccionar para
bactérias Gram-negativas e diferenciar as coldnias de bactérias que degradam o 2,4-D,

que sdo de cor preta.

4.1.2 Métodos de cultura para fungos

Os métodos de cultura para enumeracao de fungos sao semelhantes aos utilizados
para bactérias, mas necessitam da adicdo de compostos quimicos inibidores do
crescimento de bactérias (ex. antibidticos ou corantes como o Rosa Bengal), para
evitar o erro associado ao crescimento destas Ultimas. Apesar do seu uso frequente
para enumeracgao de fungos, a analise por plaqueamento e a diluigdo quantitativa ndo
da resultados tao fidaveis como os obtidos com bactérias. Ao contrario do que sucede
com bactérias, em que cada unidade formadora de coldnia corresponde geralmente a
uma célula Unica, nos fungos cada unidade formadora de coldnia é frequentemente
um fragmento de hifa, contendo mais de uma célula viavel, ou agregado de esporos,
para além do esporo Unico. Os fungos s3ao cultivados por espalhamento em
profundidade, espalhamento em superficie e técnicas de filtracio de membrana

(APHA, 1998).
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4.1.3 Métodos de cultura para algas e cianobactérias

As algas e cianobactérias podem ser enumeradas pelas técnicas de diluicao e
plagueamento, bem como pelo método de MPN, com algumas alteragdes. As algas
filamentosas presentes em amostras de solo necessitam de ser maceradas num
almofariz antes de extra¢cdo ou de uma forte homogeneizagdo num equipamento de
homogeneizagdo com contas de vidro. Antibidticos como a penicilina e a
estreptomicina sdo adicionadas para evitar o crescimento de bactérias e fungos em
meio de crescimento sdélido. Apds inoculacdo, os meios de crescimento para a sua
enumerag¢ao necessitam tipicamente de incubagdo entre 1 a 3 semanas, a 20-259C, e
com um fotoperiodo fixo, ex. 12 h luz — 12 h escuro ou 16 h luz — 8 h escuro (APHA,

1998).

4.1.4 Métodos de detegdo e quantifica¢do de virus

Os dois métodos mais comuns de detecdo e quantificacdo de virus sao (i) o método de
efeito citopatogénico e (ii) o método da unidade formadora de placa. Ambos os
métodos se baseiam na utilizacdo de culturas celulares continuas cujas linhas celulares
(obtidas a partir de diversos tipos de tecidos vivos) sdo sub-cultivadas
indefinidamente. Culturas destas linhas celulares crescendo em monocamada, sobre
um meio nutritivo sélido, sdao inoculadas por espalhamento superficial de uma
suspensao viral.

A detecdo e enumeracdo de particulas virais, quando feitas pelo método do efeito
citopatogénico, baseiam-se na detecdo de alteracGes observaveis nas células
hospedeiras devido a replicacdo viral. Estas alteracbes - efeitos citopatogénicos —
incluem o arredondamento celular, formacdo de células gigantes, ou formacdo de
“buracos” na monocamada celular (devido a lise celular); diferentes virus produzem
efeitos citopatogénicos distintos. A detecdo e enumeracdo de particulas virais pelo
método da unidade formadora de placa baseia-se na formacdo de “placas”, ou zonas
de lise, quando as suspensdes virais sdo espalhadas sobre um meio sélido contendo
uma monocamada de células, suas potenciais hospedeiras; cada halo de lise resulta da
infecdo de uma célula por uma particula viral. A quantidade de particulas virais em

suspensdo pode ser estimada a partir da contagem do numero de “placas” de lise, ou
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unidades formadores de placas (UFP), e tendo em conta o volume de suspensdo
espalhado. Este método de enumeragdo pode ser visto como um método analogo ao

método de unidades formadoras de coldnias (UFC) de bactérias.

4.2 Métodos fisiologicos

Nesta seccdo sdo descritos varios métodos para a medicdo da atividade de

microrganismos, tanto em cultura como em amostras ambientais.

4.2.1 Métodos de atividade microbiana em cultura pura

A atividade microbiana de uma cultura pura é um bom indicador de medida. Entre os
métodos utilizados para medir a atividade microbiana destacam-se (i) utilizacdo de
substrato, (i) utilizacdo de aceitador de eletrdes terminal, (iii) aumento de massa
celular, (iv) producdo ou utilizacdo de CO,.

Utilizacao de substrato. O crescimento de uma cultura pode ser medido pela utilizagao
do substrato de crescimento (Fig.14). Por exemplo, no caso da atividade heterotrofica,
o substrato é um composto de carbono (glucose ou outro) cuja presenca pode ser
medida por uma diversidade de métodos (dependendo da suas carateristicas quimicas)
como a espectrofotometria de UV, a fluorimetria, cromatografia em fase gasosa (GC)
ou espectrofotometria de massa. No caso de microrganismos quimioautotroficos,
diferentes compostos sdao utilizados ... e medidos. Por exemplo, nos processos de
nitrificacdo (oxidacdo da amodnia) e da oxidacido de enxofre medem-se,
respetivamente, os produtos de nitrificacio de amoénia-">N (produtos-°N, por
espectrofotometria de massa) e os sulfatos formados (por espectrofotometria de
absorcdo atomica).

Aceitadores terminais de eletrées. Uma variedade de aceitadores terminais de
eletr6es podem ser usados para determinar a atividade microbiana, a qual se reflete
no seu desaparecimento ou no aparecimento da forma reduzida do aceitador terminal
de eletrdes. A grande maioria das atividades microbianas é medidas em condic¢des de
aerobiose, sendo O, o seu aceitador terminal de eletrdes. Dado que a medicdo de

niveis de O, em solucdes aquosas é - metodologicamente - um processo rapido,
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rotineiro e barato, o “nivel de 0, tornou-se um parametro extensamente utilizado em
andlises de qualidade de d4gua, através do indicador de Caréncia Bioquimica de
Oxigénio (CBO) que corresponde a quantidade de oxigénio consumido na degradacdo
da matéria organica por processos bioldgicos.

Biomassa celular. O aumento de biomassa celular é uma forma de quantificar os
microrganismos numa amostra. Isto pode ser feito por (i) contagem de unidades
vidveis (coldnias que se desenvolvem em meio soélido; Fig. 9, Fig. 10, Fig.11), (ii)
contagens diretas em microscopia (corresponde ao nimero total de células presentes -
vidveis, nao-viaveis e mortas; Fig. 15), (iii) turbidimetria (ou densidade Optica da
suspensdo celular, Fig. 16) e (iv) doseamento de composto quimico celular,

(frequentemente o seu conteudo proteico, utilizando métodos standard).
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Fig. 14 - Cinética do consumo de acetonitrilo (por cromatografia de fase gasosa) durante o
crescimento de Geotrichum sp. na presenca de diferentes concentragdes de acetonitrilo
(2M,A1,5M,01M, 00,5 M).
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Fig. 15 - Representacdo esquematica da contagem direta de células em camara de contagem.
A camara consiste de uma lamina escavada na sua zona central, formando um quadrado, com
um desnivelamento de 0,1 mm e 1 mm de lado. O volume de suspensao celular que ocupa
essa area é 0,1 mm®. O nimero de células contadas nesse volume é convertivel noutro (ex. n°
células/mL).
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Fig. 16 — A densidade 6ptica de uma suspensdo celular, usando como referéncia um tubo de
meio ndo inoculado (a), é lida num espectrofotometro, a um comprimento de onda fixo (entre
490 e 600 nm) (b). A diferenca de absorvancia entre o tubo com suspensao celular e o tubo
com meio estéril possibilita a determinagao da densidade celular na suspensao.
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Dioxido de carbono produgdo/utilizacdo. O CO, produzido durante o processo de
mineralizagdo pode ser coletado por uma armadilha alcalina, composta por NaOH (ou
outra base forte), na forma de bicarbonato. Este pode, entdo, ser quantificado por
diversos métodos quimicos, sendo o mais comum a titulacdo por solucdo acida
padronizada.

O uso de substratos marcados com o radioisétopo *-C permite medicdes muito
sensiveis de evolucdo de *CO,. Esta técnica é frequentemente usada para a avaliacdo

de taxas de biodegradacao de contaminantes organicos.

4.2.2 Métodos de atividade microbiana em amostras ambientais

A atividade microbiana facilmente se correlaciona com a biomassa celular, quando
tratamos com culturas puras, no entanto em amostras ambientais, de comunidades
microbianas complexas, o mesmo ndo acontece. Nestas amostras ambientais, a
atividade microbiana é determinada mais frequentemente em termos de taxas
respiratdrias ou de sintese de macromoléculas celulares. Na tabela 2 resumem-se
alguns testes de utilizacdo comum para a quantificacdo da atividade microbiana em
amostras ambientais.

Tabela 2 — Testes comuns para a quantificacdo de atividade microbiana em amostras
ambientais

Teste Base do teste

Medicao de gases
respiratorios

Medicao de CO, produzido ou O, consumido na amostra.
O fluxo respiratdrio indica a atividade metabdlica global.

Respiracao de substratos
marcados com radioisétopos

O metabolismo do substrato radiomarcado é seguido
medindo a evolug¢ao do CO, marcado.

Microelétrodos

Sondas (com pontas < 20 um diametro) inseridas na
amostra; permitem seguir o processo em continuo.

Incorporacdo de timidina
radiomarcada no DNA
celular

Os microrganismos obtém precursores do DNA, como a
timidina, a partir do ambiente. A taxa de incorporacdo da
timidina marcada é medida.

Carga energética de
adenilato (CEA)

O valor da CEA reflete o continuo entre uma comunidade
microbiana ativa (>0,8) e uma comunidade com elevada
proporgdo de células mortas (<0,4).

Ensaio de desidrogenase

Medida da taxa das reacdes de oxidacdo-reducdo pela
reducdo do sal de tetrazélio por microrganismos que
respiram.

Hidrdlise de diacetato de
fluoresceina

Esta reagdo é levada a cabo por diversas enzimas
incluindo as esterases, proteases e lipases.
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Determinacdo de gases respiratorios (CO, e 0;). Como ja descrito para as culturas
puras, o CO, e o aceitador final de eletrdes do processo respiratério podem ser
determinados tanto em culturas de laboratério como em condigdes naturais, no
“campo”. Em condi¢cGes controladas, em laboratério, a amostra é incubada, num
recipiente selado, geralmente designado por microcosmos, e o fluxo de CO; e/ou O, na
atmosfera do recipiente pode ser determinado. Os trabalhos de campo podem ser
feitos com recurso a uma camara de campo que se coloca sobre area de p.ex. solo ou
sedimento a estudar. Em qualquer dos casos, amostras das atmosferas sao retiradas
com seringas estanques, apropriadas, e a concentragdo de gases é determinada por

cromatografia da fase gasosa.

A determinacdo de taxas respiratdrias tem diversas aplicagbes em microbiologia
ambiental. Entre estas, inclui-se a avaliacdo das condi¢des (“saude”) do solo, por
determinacdo da taxa basal de atividade microbiana; indicadores de taxa de
biodegradacdo de poluentes, como os hidrocarbonetos de petrdleo em sitios
contaminados; determinacdo de biomassa microbiana; Caréncia bioquimica de

oxigénio (CBO) e estudo das comunidades mistas em biofilmes.

Incorporagao de marcadores radioativos em macromoléculas celulares. O conteudo
proteico e de DNA celular podem ser usados como medida de biomassa, como ja
anteriormente referido. Em amostras ambientais a biomassa, especificamente
bacteriana, pode ser medida com recurso a incorporacao de marcadores radioativos
nas macromoléculas celulares. Entre estes marcadores, incluem-se o nucledsido
timidina marcada com tritio (*H) gue é incorporado no DNA, ou o aminoacido leucina,

marcado com >H ou com **C, que é incorporado nas proteinas.

ATP e carga energética de adenilato. O ATP encontra-se presente em todos os
microrganismos e pode ser medido com elevado grau de certeza. Apesar de a sua
concentracdo depender do estado fisioldgico celular, considera-se ser bastante
uniforme em relacdo ao carbono celular, para a maioria das bactérias, algas e
protozodrios. Contudo, quando as células morrem a concentracdo de ATP decresce
rapidamente, pelo que a determinacdo da sua concentracdo pode ser usada para

estimar a biomassa viva.
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Uma medida de biomassa viva alternativa, e que é independente do estado metabdlico

dos microrganismos, é o “pool” total de adenilato (Ar):
At = ATP + ADP + AMP

De um modo mais completo, a abundancia de ATP relativamente aquela das moléculas
suas precursoras, ADP e AMP, fornece uma base bioquimica para avaliar o estado

nutricional e fisiolégico celular, através da carga energética de adenilato (CEA):
CEA= (ATP + % ADP)/ (ATP + ADP + AMP)

Valores elevados de CEA (>0,8) indicam uma comunidade ativa. Valores intermédios
(0,4 —0,6) indicam células em estado estacionario e valores baixos (<0,4) indicam uma

grande proporc¢ao da comunidade em fase de senescéncia.

A quantificacdo de ATP de amostras necessita de um processo de extragao inicial, apds
0 que os componentes celulares sdo concentrados num tampdo. A concentracdo de
ATP é, entdo, determinada pelo ensaio bioquimico luciferina-luciferase. AMP e ADP
presentes na amostra seguidamente sao convertidos a ATP, por reagdes enzimaticas, e

guantificados.

Ensaios enzimaticos especificos. Muitos testes enzimaticas tém sido desenvolvidos
para a detecdo de atividades especificas de um determinado microrganismo ou
atividades gerais da comunidade microbiana. A tabela 3 indica alguns dos testes
enzimaticos mais utilizados. Os dois testes enzimaticos mais comummente utilizados
para a detecdo de atividade microbiana geral sdo os testes da desidrogenase e da
esterase.

Tabela 3. Alguns ensaios enzimaticos para a detegdo de atividades microbianas e
respetivo substrato.

Enzima Substrato

Desidrogenase Trifeniltetrazélio

Fosfatase Fosfato de p-nitrofenol
Protease Gelatina

Amilase Amido

Quitinase Quitina

Celulase Celulose, carboximetil celulose
nitrogenase Acetileno

Nitrato-redutase Nitrato
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4.3 Métodos imunolégicos

Varios métodos imunoldgicos basicos (ensaios imunoldgicos) sdo correntemente
utilizados em microbiologia ambiental. Ensaios imunoldgicos sdo métodos analiticos
usados para a detecdo e/ou quantificacdo de interacBes antigénio-anticorpo. Para a

IlI

maioria dos diversos tipos de ensaios imunoldgicos a ligacdo da “molécula-sinal” ao
anticorpo e/ou antigénio é de grande importancia. Entre as moléculas sinal utilizadas

nos ensaios imunoldgicos incluem-se a iodina, enzimas, fluorocromos e radioisétopos.

Anticorpos (Ac), também conhecidos por imunoglobulinas (Ig) ou gamaglobulinas, sdo
proteinas complexas produzidas pelo sistema imunitdrio de vertebrados (sintetizadas
por células derivadas dos linfdcitos B), com a funcdo de identificar e neutralizar objetos

estranhos ao corpo, tais como bactérias, virus, pélen, etc.

A estrutura geral dos anticorpos é semelhante, com a excep¢do de uma pequena zona,
nas suas extremidades que é extremamente varidvel e que é a responsavel pelo
reconhecimento e ligacdo aos antigénios (parte da molécula ou estrutura estranha ao
corpo, € que a permite reconhecer como tal). A molécula de anticorpo §é,
estruturalmente, constituida por quatro cadeias proteicas — duas cadeias pesadas e
duas cadeias leves — que se ligam por pontes dissulfidicas para formar uma estrutura
em forma de Y (Fig. 17). A regido constante do anticorpo determina a sua classe: I1gM,

IgG, IgA, IgE e IgD (Tabela 4).

. Zonadsligagio
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.,--'"f
-
Regida
corzianis
a

Fig. 17 — (a) Rep?ese?cagéo esquematica de molécula de antigénio; P_, cadeias pesadas
dobram-se na regido que se liga a cadeia leve. (b) Reagdo entre um anticorpo (IgM) e os
determinantes antigénicos na molécula de antigénio (neste caso sdo moléculas na superficie
de uma bactéria); os anticorpos reconhecem apenas regides especificas na molécula do
antigénio.
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Tabela 4 — Classes de anticorpos conhecidos

Imunoglobulina Descricao

1gG O tipo de anticorpo mais frequente (cerca de 80% do total de Ac no soro
normal), s6 se produz depois de varias exposices a um antigénio. Por
exemplo, depois de receber uma segunda dose de vacina antitetanica (de
reforgo), uma crianga produz anticorpos IgG num lapso de tempo de 5a 7
dias. Esta resposta secundaria de anticorpos é mais rapida e abundante do
que a resposta primaria. A 1gG encontra-se tanto no sangue como nos
tecidos. E o Unico anticorpo que se transmite da m3e para o feto através
da placenta. A IgG da mde protege o feto e o recém-nascido até que o
sistema imunitdrio do bebé possa produzir os seus préprios anticorpos.

IgA Anticorpo que desempenha um papel importante na defesa do corpo
quando se verifica uma invasdo de microrganismos através de uma
membrana mucosa (superficies revestidas, como o nariz, os olhos, os
] ( pulmdes e os intestinos). A IgA encontra-se no sangue (cerca de 10% do
total de Ac do soro) e em algumas secre¢des como as do tubo
gastrointestinal e do nariz, dos olhos, dos pulmdes e do leite materno.

IgE Anticorpo que produz reagdes alérgicas agudas (imediatas). Neste aspeto,
€ o Unico tipo de anticorpo que aparentemente faz mais mal que bem.
Contudo, pode ser importante no momento de combater infegGes
parasitdrias, muito frequentes nos paises em vias de desenvolvimento.

IgD Anticorpo presente em concentragdes muito pequenas no sangue que
circula pelo corpo. Fungao ainda ndao bem compreendida.

A imunoglobulina M é o anticorpo que é produzido face a primeira
exposicdo a um antigénio. Por exemplo, quando uma crianga recebe a
primeira vacina antitetanica, os anticorpos antitétano formam-se 10 a 14
dias mais tarde (resposta primdria de anticorpos). A IgM abunda no sangue
(cerca de 5 a 10% dos anticorpos do soro normal), mas normalmente ndo
esta presente nos érgaos nem nos tecidos.

oA
>l
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Seguidamente faz-se um resumo de alguns dos ensaios imunoldgicos mais comuns.

Imunofluorescéncia (imunomarcagao fluorescente). Técnica que consiste no uso de
moléculas-sinal conjugadas com anticorpos para interagir com um determinado
antigénio, e subsequentemente indicar a sua presenca, pela producdo de uma luz
fluorescente. Em termos praticos, a amostra a estudar é adsorvida a uma lamina de
microscopio apds o que se adiciona um anticorpo fluorescente conjugado, especifico
para determinado antigénio. Se o antigénio esta apresente na amostra, ligar-se-a ao
anticorpo adicionado. A lamina é seguidamente observada a um microscépio equipado
com luz fluorescente e os antigénios (marcados com o anticorpo fluorescente)
aparecem verdes fluorescentes num fundo preto. Este ensaio é usado, por exemplo,
para a detecdo de protozodrios parasitas Giardia e Cryptosporidium, em amostras de

agua, ou para o estudo de culturas mistas.

Técnica ELISA (o inglés Enzyme-linked immunoabsorbent assay). Os antigénios ou
anticorpos sao adsorvidos a uma superficie sélida e subsequentemente combinados
com o material de teste para detecdo do antigénio. Dependendo do tipo de anticorpo
e de antigénio pode aplicar-se um processo de ELISA direto ou ELISA indireto. Ambos
as técnicas sdo feitas com recurso a microplacas (Fig. 18). No processo ELISA direto,
um anticorpo primdrio (i.e. o primeiro anticorpo a ser usado) é adsorvido a superficie
de um poco de microplaca. Seguidamente adiciona-se uma amostra com antigénio que
se liga ao anticorpo primario ficando deste modo “fixas” no pogco da microplaca. Numa
segunda fase adiciona-se um anticorpo secundario (i.e. o segundo anticorpo a ser
usado) conjugado com uma enzima (molécula-sinal) que se liga ao antigénio, ja ligado
ao anticorpo primario. Entre cada adicdo os pocos sdo lavados para retirar o excesso
de antigénio e de anticorpos. Seguidamente adiciona-se o substrato especifico da
enzima e é produzida uma substancia corada, cuja concentracdo é proporcional a

guantidade de antigénio na amostra, e permitindo assim quantifica-lo.

Animag3o: ELISA http://www.sumanasinc.com/webcontent/animations/content/ELISA.html).
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Fig. 18 — A técnica de ELISA é geralmente desenvolvida em microplacas (a) e pode apresentar
diversas variantes das quais sdo apresentadas esquematicamente (b) a técnica de ELISA direta
e (c) a técnica de ELISA indireta.

Técnica de separagdao imunomagnética. Esta técnica usa anticorpos conjugados com

esferas paramagnéticas para capturar, concentrar e purificar (Fig. 19). Os anticorpos

revestidos de esferas magnéticas (com um didmetro de 100 nm — 20um) ligam-se ao

antigénio em solucdo e sao seguidamente separados da solu¢cdo usando um magnete.

Um exemplo da sua utilizacdo é a recuperacdo de bactéria redutora de sulfato

Thermodesulphobacterium mobile da dgua de depdsitos de dleo localizadas por baixo

das plataformas petroliferas.
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Fig. 19. Representacdo esquemdtica da técnica de separagdo imunomagnética (de
http://oh.water.usgs.gov/micro2/images/ims_figure.jpg).

4.4 Métodos moleculares baseados em acidos nucleicos

Os métodos baseados na detecdo de conteddo de acidos nucleicos de uma
comunidade microbiana permitem obter uma imagem bastante completa da
biodiversidade presente nessas comunidades microbianas, ao contrario dos métodos
de cultura tradicionais em que apenas uma parte dos microrganismos é detetada
(entre 1 a 10% da diversidade microbiana). E uma abordagem que geralmente implica
a separacdo das células de microrganismos presentes na comunidade (por filtracdo,
centrifugacdo, etc.), a sua lise celular (quimicamente ou por acdo enzimatica), e
extracdo e purificacdo do seu DNA. O DNA dos diferentes microrganismos é entao
detetado por diversos métodos, sendo os mais comuns resumidos em seguida. Os
métodos moleculares baseados em acidos nucleicos ddo uma informacgao qualitativa
sobre a diversidade de microrganismos presentes nas amostras (cada cadeia distinta
de DNA representa um microrganismo diferente), mas ndo permite obter uma

informacado quantitativa (com indicacdo da abundancia de cada espécie ou estirpe).
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Reag¢do em cadeia pela polimerase (do inglés Polymerase chain reaction, PCR). A
reacdo em cadeia pela polimerase, mais conhecida pela sigla PCR é um método de
amplificacdo (criagio de multiplas cépias) de DNA. E um método que se baseia no
processo de replicacdo de DNA que ocorre in vivo, catalisado pela enzima DNA
polimerase e fazendo uso de oligonucleétidos iniciadores (primers, constituidos por

sequéncias de 15 a 30 nucleétidos em cadeia simples) (Fig. 20).
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Polimerizagdo com primers

movendo-se na direcgao 3’-5’

Fig. 20 — A reacdo em cadeia da polimerase é usada para obter milhGes de cadeias de DNA,
num curto espaco de tempo. (de http://www.scg.ubc.ca/dna-fingerprinting-in-the-
standardization-of-herbs-and-nutraceuticals/).

No método de PCR a molécula de DNA é desnaturada por aumento de temperatura, e
as duas cadeias simples resultantes ligam-se aos primers (sdo necessarios dois primers
complementares das sequéncias que ladeiam o fragmento de DNA a amplificar). Deste
modo, a enzima DNA polimerase pode ligar-se a cada uma das cadeias simples de DNA
(usadas como molde para a sintese do novo fragmento de DNA) e sintetizar a respetiva
cadeia complementar. As DNA polimerases utilizadas sdo enzimas termoestaveis, que

foram originalmente isoladas da bactéria termofilica Thermus aquaticus (Tag DNA
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polimerase) que atua a temperaturas elevadas, assim possibilitando o seu uso nas
condicdes necessdrias a técnica do PCR. A técnica do PCR é atualmente considerada
uma das técnicas fundamentais em bioquimica e biologia molecular e presenteou o
bioquimico Kary Mulllis, que a desenvolveu, com o prémio Nobel da Quimica em 1993
(Mullis, 1990).

Animacdo: PCR (lingua inglesa) https://youtu.be/eEcy9k KsDI

Analise do polimorfismo de fragmentos de restricao (do inglés Restriction Fragment
Length Polymorphisms, RFLP). A técnica de RFLP baseia-se na hidrélise do DNA com
enzimas de restricdo (enzimas que cortam a molécula de DNA, no seu interior, em
locais bem definidos, especificos de cada uma) e na posterior separacdo, por
eletroforese, dos fragmentos resultantes, os quais originam padrbes de restricdo

especificos. Estes padrdes podem ser carateristicos ao nivel da espécie ou de estirpe.
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Lavagem para Filme de raios X -
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Comparagao de
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Fig. 21 — Esquema da técnica de andlise do polimorfismo de fragmentos de restricao (RFLP) (de
http://www.scq.ubc.ca/dna-fingerprinting-in-the-standardization-of-herbs-and-

nutraceuticals/).
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Eletroforese em gel de gradiente desnaturante (do inglés Denaturing gradient gel
electrophoresis, DGGE)/ Eletroforese em gel de gradiente de temperatura (do inglés
Temperature gradient gel electrophoresis, TGGE).

DGGE e TGGE sdo dois tipos de eletroforese que se baseiam, respetivamente, na
formagao de um gradiente quimico ou gradiente de temperatura, ao longo do gel de
eletroforese, e que leva a desnaturacdo dos fragmentos de acidos nucleicos (DNA ou
RNA) presentes na amostra. A eletroforese de acidos nucleicos (assim como a de
proteinas) baseia-se no fato de estes terem carga negativa e de, assim, ao lhes ser
aplicado um campo elétrico, as moléculas de DNA se deslocarem do pélo negativo
para o pélo positivo, de acordo com o respetivo peso molecular (i.e. quanto maior for
a molécula menor a sua taxa de desloca¢do). Quando adicionalmente colocamos uma
molécula de DNA num gradiente quimico desnaturante (ex. ureia, com concentracao
entre 0 e 100%), ou de temperatura, as moléculas deslocar-se-3do, inicialmente em
fungdo do seu peso, mas quando a concentragdo do agente desnaturante, ou o efeito
da temperatura, causar a separacdo das suas cadeias complementares, a sua
deslocacdo desacelera e para (Fig. 22).

Em qualquer das técnicas, a desnaturacdo do DNA (separacdo das duas cadeias
complementares da molécula de DNA) depende da composi¢cdo quimica do fragmento
de DNA, em termos de bases constituintes (a proporcdo relativa de A=T e G=C no
fragmento de DNA implica na forca de ligacdo existente entre as duas cadeias
complementares).

Estas técnicas sdo sensiveis a pequenas diferencas na composicao dos fragmentos de
acidos nucleicos e sdo frequentemente utilizadas em estudos da biodiversidade de

comunidades microbianas.
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Fig. 22 — Na técnica de eletroforese em gel de gradiente desnaturante(DGGE) usa-se um
equipamento de eletroforese (C). Numa primeira fase é necessario escolher o intervalo do
gradiente de concentragdo do agente desnaturante (gel A). Numa segunda fase, adicionam-se
amostras nos pogos do gel(indicado com setas vermelhas em B), preparado com o gradiente
desnaturante (de acordo com a fase 1), apds o que é aplicado o campo elétrico. A separagdo
dos diferentes fragmentos de molécula de DNA separam-se formando uma série de bandas
(retéangulo a vermelho). Cada banda de DNA corresponde a um microrganismos diferente.

Animagdo: Como se processa o DGGE? (lingua inglesa):

https://youtu.be/VWAMz6WLWMO

Animagdo: Eletroforese (lingua inglesa):

https://youtu.be/RNQr7y58QAo

35


https://youtu.be/VWAMz6WLwM0
https://youtu.be/RNQr7y58QAo

Métodos em microbiologia ambiental
ADERTA Paula Bacelar Nicolau

REFERENCIAS BIBLIGRAFICAS

ATLAS, R.M. e BARTHA, R. 1993. Microbial Ecology, Fundamentals and Applications, 3"

Ed., The Benjamin / Cummings Pub Co., Inc.

APHA. 1998. Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, 20"

Ed. American Public Health Association, Washington, D.C. (www.standardmethods.org)

Madigan, M.T., Martinko, J.M. e Parker, J. 2004. Microbiologia de Brock 10 edigao,

Prentice Hall.

Mullis K.B. 1990. The unusual origin of the polymerase chain reaction. Scientific

American, 262 (4): 56-61, 64-5. doi:10.1038/scientificamerican0490-56. 2315679.

Muyzer G., de Waal E.C., Uitterlinden A.G. 1993. Profiling of complex microbial
populations by denaturing gradient gel electrophoresis analysis of polymerase chain

reaction-amplified genes coding for 16S rRNA. Appl Environ Microbiol. 59:695-700.

36


http://www.standardmethods.org/
http://en.wikipedia.org/wiki/Digital_object_identifier
http://dx.doi.org/10.1038%2Fscientificamerican0490-56
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2315679
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?tool=pubmed&pubmedid=7683183

