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RESUMO

Estudos realizados em amostras de gelo para analise de Ecologia
Microbiana e de Astrobiologia estdo sujeitos a contaminagdo de diversas
fontes, incluindo equipamentos de coleta, recipientes de transporte, local
de armazenamento, entre outros. Para promover a autenticidade dos
estudos que utilizam testemunhos de gelo, elaborou-se um protocolo de
descontaminacdo, baseado em testes com diferentes metodologias. Para
chegar a esse resultado, foram criados testemunhos artificiais estéreis e
contaminados externamente com culturas de Escherichia coli,
Deinococcus  radiodurans e Geobacillus stearothermophilus. O
testemunho foi derretido em trés camadas, sendo a mais externa
denominada camada 1, a do meio camada 2, ¢ a camada mais interna de
camada 3. Os tratamentos de desinfeccdo testados individualmente
foram etanol 70%, hipoclorito de sodio 5,25%, cloreto de benzalconio
(BKC) 0,5%, e radia¢do UV-C (280 nm, 27.540 J.m.s!). Para a camada
1, com excecdo do BKC, todos os tratamentos ndo eliminaram as
contaminacdes. Na camada 2, o tratamento UV-C foi o unico que
eliminou os contaminantes. A camada 3 revelou-se estéril apos o
tratamento BKC 0,5% e UV-C, enquanto os tratamentos com hipoclorito
de soédio 5,25% e etanol 70% ainda apresentaram contaminantes.
Portanto, a solu¢do BKC e radiagdo UV-C foram os que demonstraram
melhores resultados devido a auséncia de microrganismos nas camadas
1 e 2, respectivamente. Considerando os resultados obtidos, sugere-se
aplicar os métodos de radiacdo UV-C em conjunto com banho de BKC
0,5% na descontaminacdo de testemunhos de gelo para estudos de
microbiologia.

Palavras-chave: microbiologia, protocolo de descontaminag¢do, amostra
de gelo, astrobiologia, ecologia microbiana






ABSTRACT

Microbial Ecology and Astrobiology studies on ice samples are
subject to contamination from several sources, including sampling
equipment, drilling fluids, transport, storage, among others. For the
integrity of microbiological studies using ice cores, we developed a
decontamination protocol based on tests with different methodologies.
To reach this result, we produce a synthetic sterile ice core, which was
exteriorly contaminated with E. coli, D. radiodurans e G.
stearothermophilus cultures. The synthetic ice core was melted in three
shells, the external was named shell 1, the middle shell 2, and the inner
shell 3. The methods individually tested were 70% ethanol, 5.25%
sodium hypochlorite, 0.5% benzalkonium chloride (BKC), and UV-C
radiation (280 nm, 27.540 pum-2.s-1). On shell 1, all methods except
BKC showed contamination. For shell 2 UV-C did not show
contaminants, but all the other methods showed microorganisms. Shell 3
was steril for UV-C and BKC. However, 70% ethanol and 5.25%
sodium hypochlorite showed contamination in shell 3. The BKC and
UV-C radiation presented the best results due to the absence of
microorganisms on shells 1 and 2, respectively. Considering the results,
it is suggested to apply both UV-C radiation and BKC 0,5% methods for
decontamination of ice core samples for microbiological studies.

Keywords: microbiology, decontamination protocol, ice sample,
astrobiology, microbial ecology
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1-INTRODUCAO

1.1 Ambientes extremos

Ambientes extremos sempre despertaram curiosidade entre os
cientistas. Até meados do século XX, acreditava-se que esses locais nao
tinham condi¢cdes favoraveis a vida. Entretanto, em 1967 o
microbiologista norte-americano Thomas Brock (Indiana University)
conseguiu identificar bactérias vivas a 70 °C em fontes termais do
Parque Nacional do Yellowstone, USA, (BROCK, 1967). Essa
descoberta inaugurou um novo campo de estudo na Biologia: a
microbiologia de ambientes extremos.

As bactérias descobertas por Brock nos anos 60 representam
apenas um exemplo da capacidade de microrganismos sobreviverem em
condi¢des extremas. Essas bactérias possuem adaptagdes morfologicas,
bioquimicas e genéticas para sobreviver em altas temperaturas, sendo
denominadas terméfilas. Do outro extremo da temperatura, os
psicrofilos vivem em geleiras, neve, e solos permanentemente
congelados. Outros habitats extremos ocorrem na Terra, todos eles
habitados por um conjunto de microrganismos como bactérias, arquéias,
fungos e virus. Por exemplo, os chamados acidéfilos e alcalofilos vivem
respectivamente em areas com pH acido ou alcalinos (préoximos a 0 ou
proximos de 14). Os haldfilos sobrevivem em ambientes com alta
salinidade, piezofilos vivem sob altas pressdes hidrostaticas do oceano,
xerofilos habitam areas com baixa disponibilidade de agua como os
desertos, e radiotolerantes sobrevivem a doses de radiagdo 2000 vezes
maiores que uma célula humana consegue resistir (MERINO et al 2019)
(Tabela 1).



Tabela 1. Resumo dos pardmetros fisicoquimicos que definem um organismo
extremofilo. Adaptado de Duarte et al. (2012).

Parametro Tipo de Defini¢ido (condicoes Exemplo
ambiental extremofilo de crescimento)
Temperatura Hipertermoéfilo > 85 °C Pyrolobus fumarii (113 °C)
Termofilo 45-85°C Synechoccus lividis
Psicrofilo Crescimento 6timo < Psychrobacter sp.
a 15 °C, maximo a
20 °C
pH Acidéfilo pH<5 Cyanadium caldarium (pH
0)
Alcaléfilo pH>38 Bacillus firmus
Salinidade ~ Haloéfilo 2-5 M NaCl Familia Halobacteriaceae
(arquéias)
Presséo Piezofilo > 400 atm Shewanella oneidensis
Dessecagdo  Xerodfilo A, <0,8 Trichosporonoides

nigrescens (levedura)

Radiagéo Radiotolerante ~ Até 60 Gy.h™! Deinococcus radiodurans
(10 000 Gy)
Oxigénio Anaerdbio Auséncia de O, Methanococcus jannaschii
(arquéia metanogénica)
Microaerdfilo  Pouco O, Clostridium sp.
Nutriente Oligotrofico ou  Pouco nutriente Nitrosopumilus (arquéia
ultraoligotrofico oxidadora de amonia)

Ambientes extremos ndao sdo exclusivos do nosso planeta.
Outras partes do Sistema Solar apresentam condi¢des onde,
teoricamente, microrganismos extremofilos poderiam se desenvolver,
tais como o planeta Marte e as luas de gelo do Sistema Solar (DES
MARALIS, 2008).

A Astrobiologia ¢ um ramo multidisciplinar da ciéncia que
envolve a busca por planetas potencialmente habitaveis dentro e fora do
nosso Sistema Solar. Além disso, a astrobiologia estuda as condigdes
que possibilitaram a origem e evolugdo da vida na Terra. Na década de



60, Ledeberg e Sagan (1962) publicaram um artigo que discute duas
maneiras de provar a existéncia de vida em Marte. O primeiro ¢ um
modelo de construcdo especulativa do ambiente e da ecologia do planeta
e, o segundo se baseia na indicagdo de vida através de visualizagdes por
telescopio. Com o avanco da tecnologia desde entdo, ¢ dificil limitar
essa ciéncia a especulacdes e indicagdes. Em ambos os contextos, o
estudos dos extremofilos toma importancia para a astrobiologia. Os
extremofilos determinam quais sdo as condi¢des limitantes para existir
vida, direcionando as pesquisas de astrobiologia a buscar areas fora da
Terra com maiores chances de encontrar vida. No caso da origem dos
seres vivos na Terra, hdA um consenso na literatura que indica que o
primeiro ser vivo foi um microrganismo extremoéfilo. As condi¢des da
Terra ha 3,8 bilhdes de anos atras (época estimada da origem da vida)
eram muito diferentes das atuais, ¢ a vida provavelmente se originou
nessas condigdes extremas da Terra primitiva (SCHOPF, 2002).

1.2 Microrganismos psicrofilos

Apesar de muitos estudos de extremofilos terem sido realizados
com base em termofilos, as publicagdes sobre microrganismos
psicréfilos vem aumentando a cada ano (MARGESIN & MITEVA,
2011). Segundo Priscu & Christner (2004), grande parte da Biosfera
terrestre esta a temperaturas de até 5 °C, sendo que quase trés quartos do
planeta sdo cobertos por oceanos que estdo constantemente entre 2 e 4
°C. Outros exemplos de condi¢des extremamente frias sdo solos de
permafrost', solos alpinos, sedimentos marinhos de regides profundas,
neve, glaciares e o gelo marinho.

"Para os termos estrangeiros sobre feigdes da neve e do gelo, como sobre a
geografia polar em geral, utilizou-se o glossario de lingua portuguesa da neve e
do gelo, desenvolvido por Simdes (2004). Muitas palavras ndo encontram
similares na lingua portuguesa, em decorréncia da cultura e historico limitado
da exploracdo e presenga portuguesa naquelas regides. Alguns termos ja
consagrados na literatura polar como permafrost e firn, foram mantidos
originais.



No planeta atualmente s6 existem dois mantos de gelo, o
Antértico com 13.9 milhdes de km? e da Groenlandia com 1.7 milhdes
km?. Mais de 84% do gelo na Terra estd na Antartica. A distribuigdo dos
glaciares fora dos mantos de gelo ocupa uma area de aproximadamente
785.103 km?2. Dentro desses, o Artico ocupa 40%, o restante esta
distribuido em ambientes incluindo geleiras montanhosas, calotas de
gelo, campos de gelo, entre outros com temperaturas polares
(DYURGEROV & MEIER, 2005). O manto Antértico comegou a se
formar durante o limite Paledgeno/Neogeno a cerca de 35 milhdes de
anos (DAVIES et al, 2012).

A formacdo de geleiras ocorre a partir da precipitacdo da neve,
que sofre compressdo e recristalizagdo. A neve possui em sua
composi¢do 90% ar e 10% agua. Com o aciimulo de neve ao longo do
tempo, as camadas profundas de neve sdo comprimidas, expulsando o ar
que havia antes e criando uma estrutura denominada firn (50% ar, 50%
4gua). O processo continua com o continuo acumulo de neve, € o firn
sofre ainda mais compressdo e recristalizagdo, formando o gelo glacial
(10% ar, 90% agua). O processo todo leva em torno de 100 anos,
dependendo da precipitagdo de neve (MA et al. 2005).

O ar aprisionado no interior do gelo glacial é um importante
registro para a glaciologia e paleoclimatologia, pois contém a
composi¢do de gases da atmosfera do periodo de formacdo do gelo
(HUBBARD & GLASSER, 2005). Assim como o ar, a fragdo de gelo
encontrada nessas areas pode nos prover registros paleontoldgicos de
temperatura, composi¢do quimica da atmosfera, erupgdes vulcanicas,
variabilidade solar, produtividade da superficie oceanica, emissdes
antropogénicas, ¢ uma enorme variabilidade de indicadores climaticos.
O material bioldgico do gelo recebeu atengdo apenas em momentos
posteriores (CHRISTNER 2005). Esses ambientes sdo, na verdade,
colonizados por uma grande variedade de microrganismos incluindo
bactérias, arquéias, fungos, algas e virus (MARGESIN & MITEVA,
2011).

As condi¢des do interior do gelo glacial impdem varios desafios
para a vida, incluindo baixas velocidades de reagdes enzimaéticas,
limitados recursos nutricionais, ¢ em alguns casos pH e salinidade



extremos (Hodson et al., 2008). Consequentemente, para viverem nesses
ambientes, os psicrofilicos desenvolveram complexas adapta¢des. Um
ser psicrofilico possui uma temperatura 6tima de 15 °C ou menos para
reproducdo, ja os psicrotolerantes sdo organismos mesofilicos, ou seja,
possuem temperatura Otima de crescimento entre 20-40 °C, mas
conseguem se reproduzir também até 0 °C (Madigan et al., 2015).
Apesar de encontrados em regides permanentemente geladas, a maioria
dos microrganismos encontrados em ecossistemas frios € psicrotolerante
e ndo psicrofilicos (MARGESIN & MITEVA, 2011). Essa distribuicdo ¢é
resultado da circulagdo de massas de ar atmosféricas.

De acordo com Margesin & Miteva (2011), a circulagdo de
fluxos edlicos e a precipitacdo faz com que a riqueza de microrganismos
encontrados na neve seja semelhante a da atmosfera, variando conforme
a altitude e latitude. A neve também ¢ fonte para formagao de geleiras e
pode impactar o solo. Ainda segundo os autores, muitos estudiosos
consideram que a abundancia de células encontradas nesses ambientes
varia de 10° a 10° células.mL"' de neve derretida. Os geleiras, se
comparados a outras partes da criosfera (rios congelados, nevados
sazonais, etc) sdo ambientes indspitos, pouco favoraveis a vida. Isso
acontece devido as condi¢des particulares das geleiras, como por
exemplo temperaturas entre -56 °C a -1 °C, elevada pressao hidrostéatica,
pouca matéria organica, ¢ altas doses de radiagdo na superficie. Segundo
Abyzov (1993), a concentragdo celular nas geleiras da Antartica varia de
acordo com a precipitagio de neve e apresenta uma média entre 10> a
10 células.mL".

Segundo Knowlton et al. (2013), as temperaturas baixas do gelo
criam um ambiente ideal para preservacdo de microrganismos e
biomoléculas. Esse gelo age como uma matriz protetora e duradoura que
fornece registros de evolugdo e antiga riqueza microbiana do planeta,
alguns dos quais foram depositados ha 700.000 anos (ROGERS, 2004).
As geleiras apresentam veias de agua liquida e hipersalina, num sistema
interligado e dindmico (Price, 2000). Segundo esse autor,
microrganismos psicrofilicos podem se mover por essas veias liquidas,
obtendo energia e carbono a partir de ions em solucao e células mortas.



1.3 Contaminacdo e autenticidade de microrganismos em testemunhos
de gelo

De acordo com Willerslev et al. (2004), varios trabalhos que
relataram a recuperagdo de sequéncias antigas de DNA e/ou RNA e
células viaveis de gelo e permafrost possuem resultados altamente
conflitantes, provavelmente provenientes de contaminagdo. Os
microrganismos ¢ DNA microbiano sdo ubiquos, fazendo com que o
risco de contaminag@o com células microbianas seja alto. Sendo assim,
as amostragens de testemunhos de gelo sempre resultam em algum grau
de contaminagdo. As principais fontes sdo os equipamentos de coleta
(piquetas de gelo, testemunhadores, fluidos de perfuracdo, etc.) e os
recipientes de transporte em campo, local de armazenamento, etc.

Com relag@o a amostras de DNA antigo, o DNA bacteriano sob
condi¢des ideais de congelamento apresenta uma sobrevivéncia maxima
(amplificavel em PCR) de 400 mil a 1,5 milhdes de anos. As alegagdes
relativas a microrganismos antigos sdo extremamente dificil de
autenticar, uma vez que apenas 1-5% dos potenciais contaminantes
modernos sdo consideradas conhecidas. Além disso, estudos sugerem
que os microrganismos contemporaneos possuem uma distribui¢ao
global (WILLERSLEV & COOPER 2004).

De acordo com Bulat et al. (2009), os procedimentos utilizados
para remogao dos contaminantes da superficie das amostras de gelo
podem servir para o estudo de futuras amostras extraterrestres. O gelo
do Lago Vostok (Antartica), por exemplo, representa uma amostra
congelada a milhdes de anos e com baixa concentragdo celular, servindo
como um analogo de amostras que possam ser coletadas em Marte,
satélites de Jupiter (Europa) ou Saturno (Encélado). As instituigdes que
realizam estudos de astrobiologia necessitam de constante renovagédo de
protocolos que garantam a autenticidade do material bioldgico
encontrado, j4 que o conhecimento sobre a tenacidade de vida so
aumenta (CHRISTNER et al 2004).

Willerslev & Cooper (2004) sugerem que algumas medidas
podem mitigar a contaminag¢do das amostras de testemunhos de gelo.
Segundo os autores, os laboratorios que trabalham com amostras de



DNA antigo devem estar completamente isolados fisicamente de toda
pesquisa de biologia molecular. Limpeza extensiva de reagentes (por
exemplo, ultrafiltracdo) e ferramentas é essencial. A descontaminagao
completa requer exposicdo prolongada, por exemplo, a radiagdo UV,
alta temperatura (mais de 180 °C por 12 h), acido (2,5 M HCI por 48 h)
e/ou hipoclorito de sodio (50% por 48 h). Reagentes de laboratério e
equipamentos comerciais marcados como "estéreis" ndo garantem estar
livre de células viaveis ou acidos nucleicos. A autoclavagem nao impede
a amplificacdo de fragmentos curtos de DNA (menores ou iguais a 150
pb). Ainda seguindo todas as medidas citadas a contaminag¢do ndo pode
ser completamente descartada.

Rogers et al. (2005) também propuseram recomendagdes para
que apenas os microrganismos ¢ acidos nucleicos originais da amostra
sejam isolados/caracterizados. Dentre as medidas, estdo a limitagdo ou
desuso de fluidos para perfuragéo, evitar quebra ou fissura das amostras,
manutengdo de condigdes estéreis, replicagdo de resultados para cada
amostra, inclusdo de muitos controles durante o processo, replicacdo e
confirmag¢do em mais de um laboratorio.

Christner et al. (2005) ¢ Miteva (2008) revisaram os métodos de
descontaminag@o até entfo utilizados e apontaram a importancia de se
desenvolver critérios rigidos para garantir a autenticidade dos resultados
microbiolégicos obtidos de testemunhos de gelo da Terra ou,
eventualmente, de estudos futuros com amostras de Marte ou as luas
geladas do Sistema Solar.

O primeiro relato de um procedimento de descontaminacdo foi
no trabalho de Abyzov (1993) com amostras de gelo sobre o Lago
Vostok, no qual foi utilizado um aparelho que derrete o interior da
amostra de forma asséptica. Dancer et al. (1997) utilizaram piquetas de
gelo flambadas no momento da coleta das amostras, mas nenhum outro
método foi utilizado posteriormente. Ja Willerslev (1999) utilizou
hipoclorito de sodio 5% para descontaminar os instrumentos de coleta
das amostras de gelo da Groenlandia, com posterior lavagem da
superficie das amostras com hipoclorito de sodio 5%. Priscu et al.
(1999) e Karl et al. (1999) utilizaram procedimentos de lavagem com
etanol 70% e agua ultrapura, respectivamente, para amostras de gelo de



acre¢do do Lago Vostok (Antartica). Castello (1999) utilizou radiagdo
UV-C (941,7 kJ.m?) para descontaminar a superficie de amostras de
gelo da Groenlandia, e posteriormente usou uma furadeira portando uma
serracopo esterilizada para acessar o interior dos testemunhos de forma
asséptica. Cabe ressaltar que esse estudo (CASTELLO, 1999) foi o
primeiro relato do uso de testemunhos de gelo artificiais contendo
células contaminantes como controle dos métodos de descontaminac@o,
demonstrando a crescente preocupagdo com o estudo da microbiologia
de amostras de gelo.

Estudando o gelo de acre¢do do Lago Vostok, Christner et al.
(2000, 2001) também utilizaram um dispositivo que acessa e derrete o
interior do gelo de forma asséptica. Gelo artificial rinsado com células
de Serratia marcesens foram utilizados para controle da
descontaminagdo. O dispositivo utilizado no procedimento, similar a um
pequeno tubo de ago inox, foi previamente esterilizado em autoclave e
inserido no interior do gelo. A insercdo foi feita na base do gelo, a qual
foi lavada com solucdo de etanol 95% por 2 minutos. Uma corrente de
agua quente flui apenas pelo interior do dispositivo, aquecendo o gelo
causando seu derretimento no interior do tubo de ago inox para coleta do
material interno de forma asséptica. Miteva et al. (2004) trabalharam
com testemunhos de gelo da Groenlandia e utilizaram o calor de uma
resisténcia elétrica de 6 V para remover os contaminantes da superficie
do gelo, seguido por um tratamento com etanol 70% e uma
sub-amostragem do interior da amostra com uma furadeira portando
uma serracopo estéril.

Basicamente os procedimentos mais utilizados para desinfecgao
de testemunhos de gelo envolvem o uso de agentes quimicos oxidantes
(ex. hipoclorito de soédio 5,25%), sendo o procedimento realizado em
uma camara de fluxo laminar dentro de uma sala fria ¢ com pressdo
positiva. Entretato, Christner et al. (2004) concluiram que a remogao de
3 cm da camada exterior do testemunho com o auxilio de um micrétomo
também pode remover todo o fluido de perfuracdo, além da
contaminag¢do microbiana e macromolecular.

Em Bulat et al. (2004), foi utilizado um método diferente para
controle dos contaminantes. Nesse trabalho os autores prepararam



bibliotecas de clones do gene RNAr 16S a partir de amostras coletadas
dos instrumentos, solu¢des ¢ do ambiente onde as amostras de gelo
foram manipuladas, estabelecendo assim um banco de dados contendo
possiveis contaminantes. Nesse banco foram incluidas sequéncias de
RNATr 16S de microrganismos dos fluidos de perfuracdo e até mesmo os
descritos como contaminantes em outros trabalhos de gelo glacial. Os
autores entdo descontaminaram as amostras de gelo de acre¢do do Lago
Vostok utilizando uma lamina (tratada com etanol 70%) para remover a
camada superficial dos testemunhos. Os microrganismos identificados
por sequenciamento do gene RNAr 16S no gelo foram comparados com
o banco de dados de contaminantes. Apenas as sequéncias encontradas
exclusivamente no gelo do Lago Vostok foram consideradas auténticas.

2- JUSTIFICATIVA

Para a coleta dos testemunhos de gelo, as operagdes e
manuseio, bem como fluido de perfuracdo ou materiais utilizados,
podem causar contamina¢do (BULAT 2011). Prova disso sdo os estudos
realizados sobre gelo do nucleo de Vostok (Antartica) que mostraram a
por¢do externa das amostras com até 3 ordens de grandeza maior de
densidade bacteriana e carbono organico dissolvido (DOC) do que a
porgdo interna das amostras, como resultado da perfuracdo e manuseio
(CHRISTNER et al 2004).

Sdo necessarios, portanto, rigorosos procedimentos de
descontaminag@o. Diversos autores tém isolado microrganismos e acido
nucléicos por décadas utilizando uma variedade de protocolos de
descontaminagdo. Em 2004, o trabalho de Rogers e colaboradores
(2004)  propuseram uma padronizagdo nos protocolos de
descontaminag@o baseado na comparagdo de diferentes metodologias.
Assim, cada laboratorio, de acordo com sua estrutura e disponibilidade
de recursos, necessita padronizar seu protocolo para descontaminacdo de
amostras de gelo.

No Brasil ndo ha nenhum laboratério adaptado para realizar os
procedimentos de descontaminag@o sugeridos por Rogers et al. (2005) e
Christner et al. (2004), ou ainda a biblioteca de Bulat (2004). Desse



modo, os projetos que envolvem o estudo de microrganismos do gelo
realizam procedimentos de descontaminacdo em outras condi¢des, nao
padronizadas, e que resultam na perda de grandes volumes da amostra.
Por exemplo, Duarte (2010) utilizou um procedimento similar ao de
Rogers et al. (2004) em amostras de ~8 kg de gelo da Antartica,
resultando em apenas 670-1800 mL de amostra descontaminada.

Nesse contexto, pretende-se estabelecer um método rapido e
eficiente de descontaminacdo sem uso de sala fria e que ndo perca
excessivo volume de amostra no processo, sendo utilizado como base
alguns dos procedimentos descritos por Rogers et al. (2004), com
inclusdo de novos agentes de desinfeccao.

3- OBJETIVOS

3.1- OBJETIVO GERAL

Elaborar um protocolo de descontamina¢do microbioldgica de
testemunhos de gelo que possa ser aplicado para estudos de ecologia
microbiana e astrobiologia.

3.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos do projeto buscaram responder as
seguintes perguntas:

e Qual dos quatro métodos avaliados ¢ mais eficiente para
descontaminagdo da superficie dos testemunhos de gelo?

o Os métodos de descontaminacdo estudados neste trabalho sdo mais
eficientes que outras metodologias descritas na literatura?

4- METODOLOGIA

A avaliagdo dos diferentes métodos de descontaminacdo foi
realizada em testemunhos de gelo artificiais. Os testemunhos foram



contaminados com microrganismos na superficie e tratados com
diferentes métodos de descontaminagdo fisico e quimicos, considerando
também a perda de volume da amostra.

4.1 Construgdo dos testemunhos de gelo artificiais

Os testemunhos foram construidos com 100 mL agua destilada
esterilizada, colocada em cilindros de aco inox de 5 cm de diametro por
9,5 cm de comprimento, ¢ mantidos por 24h em freezer a -20 °C para a
formagéo do gelo.

4.2 Culturas microbianas

Culturas de Escherichia coli, Geobacillus stearothermophilus ¢
Deinococcus  radiodurans, denominadas culturas padrdo, foram
escolhidas para representar os contaminantes dos testemunhos de gelo.
Essas culturas foram selecionadas com base em critérios que envolvem
alta resisténcia a parametros ambientais (G. stearothermophilus e D.
radiodurans), e serem contaminantes comuns em amostras de gelo (.
coli).

Deinococcus radiodurans ¢ uma bactéria Gram-positiva
conhecida por sua capacidade extraordinaria em sobreviver a altos
niveis de radiacdo ionizante. Essa resisténcia parece ser mediada por
processos passivos e ativos (enzimaticos). Os mecanismos passivos
incluem a presenca de multiplas copias do genoma, um nucledide
altamente condensado que previne difusdo de fragmentos de DNA
gerados durante a radiacdo, e acimulo de ions de Mn(II) que podem
prevenir a geracdo de tipos de oxigénio reativos. Os processos
enzimaticos incluem os convencionais métodos de reparo de DNA entre
outras fungdes (COX & BATISTA, 2005).

Geobacillus stearothermophilus ¢ uma bactéria Gram-positiva
cujos esporos resistem a esterilizagdo por microondas, vapor, ¢ até
mesmo por agentes quimicos como formaldeido e perdxido de
hidrogénio. Devido a essa alta resisténcia ao calor e umidade, G.
stearothermophilus ¢ comumente utilizado como indicador bioldgico de



processos de esterilizagdo em autoclave (GUIZELINI et al. 2012).

Escherichia coli ¢ uma bactéria Gram-negativa, sendo uma
espécie que contém varios biodtipos, alguns desses sdo colonizadores
comensais de mamiferos e outros que podem causar doengas (MALTBY
et al. 2013). Sendo assim, a presenca de E. coli em amostras de gelo
normalmente indica contamina¢do humana.

As culturas padrio foram cultivadas em Agar Nutriente
(peptona 5,0; extrato de levedura 3,0; NaCl 5,0; agar bacteriologico 15,0
em g/L e pH 6,8) na temperatura de 37 °C (E. coli e G
stearothermophilus) ou 28 °C (D. radiodurans) por 24-48 h.

4.3 Contaminagao dos testemunhos

Apds o cultivo em Agar Nutriente das culturas padrio,
selecionou-se uma coldnia de cada microrganismos e essas foram
inoculados cada uma em 5 mL de Caldo Nutriente (mesma composicao,
exceto pela auséncia do agar). As culturas foram em seguida incubadas
em agitagdo 120 rpm por 24 h por volta de 28 °C. Apds 24 h de
agitacdo, as culturas foram quantificadas através do método da diluigao
seriada e plaqueamento em gotas. Foram consideradas vdlidas as
contagens entre 3 e 30 UFC por gota (NAGHILIL et al., 2013) (Figuras
1e?2).

Um volume de 4 mL de cada cultura (12 mL no total) foi
misturado em um tubo de centrifuga de 50 mL para o preparo da solugao
contaminante. Dilui¢des seriadas até 107 foram preparadas retirando
100 pL dessa solugdo e misturados & um tubo de microcentrifuga
contendo 900 pL de solucdo tampao fosfato-salino, PBS (em g/L: NaCl
8,0; KC10,2; Na,HPO, 1,44; KH,PO,0,24).
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Figura 1 - Esquema de diluigdo seriada
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Figura 2 - Esquema de plaqueamento em gota para contagem de UFCs.

Apbs o congelamento do testemunho de gelo artificial, seu
conteudo foi removido do cilindro de aco inox ¢ banhado em um becker
com a solugdo contaminante. Apds a contaminac¢do da superficie do
testemunho, esse foi submetido a diferentes tratamentos de
descontaminagdo (item 4.4). O controle de esterilidade do testemunho
foi preparado removendo 100 pL do gelo antes da sua contaminagio, ¢
inoculado em meio de cultura Agar Nutriente.

4.4 Determinagao do numero inicial de células contaminantes

O numero de bactérias que estava presente na solugdo



contaminante foi estimado conforme o descrito no item 4.1. Porém,
devido a caracteristicas especificas como hidrofobicidade e carga, a
aderéncia das células ao gelo pode ser afetada. Faz-se portanto
necessario determinar o numero de microrganismos que efetivamente
contaminaram o testemunho artificial. Para isso, o gelo estéril foi
banhado por aproximadamente 5 s na solugdo contaminante e rinsado
com 20 mL de agua esterilizada gelada. Apos esse processo, o gelo foi
derretido em camara de fluxo laminar perto préximo ao bico de Bunsen
em trés etapas (camadas) de aproximadamente 20 mL cada (Figura 3).
Uma aliquota de 100 pL de cada camada foi utilizada para contagem de
células contaminantes através do método da dilui¢do seriada ¢
plaqueamento em gotas. A diferenga entre o numero de células na
solugdo contaminante ¢ da encontrada na contagem das camadas foi
utilizada para determinar a porcentagem de descontaminagdo sofrida
pela amostra.

Figura 3 - Esquema mostrando a ordem das camadas derretidas no gelo artificial

4.5 Avaliacdo dos métodos de descontaminagdo do gelo

O procedimento de descontaminacdo foi realizado segundo a
metodologia proposta por Rogers et al. (2004), com algumas alteracdes.
Resumidamente, o testemunho de gelo artificial contaminado com as
culturas padrdes fora submetido a métodos de descontaminagdo no qual
camadas progressivas da superficie do testemunho foram removidas e
avaliadas quanto a presenca dos contaminantes. Foi classificado como
melhor método aquele que demonstrou maior eficiéncia na



descontaminagdo, e menor volume de gelo desperdigado no
procedimento.

Inicialmente, os testemunhos de gelo foram tratados com um
dos seguintes métodos de descontaminagdo: a) Imersdo em 40 mL de
solucdo de hipoclorito de sodio 5,25% por 10 segundos; b) Imersdo em
40 mL de solug@o de etanol 70% por 10 segundos; ¢) Imersdo em 40 mL
de solugdo de cloreto benzalconio (BKC) 0,5%; d) Exposigdo do gelo a
radiagdo UV-C (280 nm, 27.540 J.m>s™") por 2 minutos de cada lado,
totalizando 4 min (Figura 4). Todas as solugdes desinfetantes foram
previamente resfriadas a 4 °C para evitar choque térmico com o gelo.
Ap6s o tratamento de descontaminagdo, o testemunho foi lavado em 20
mL de agua destilada autoclavada e resfriada a temperatura de 4 °C para
remocdo de residuos das solugdes quimicas. A lavagem em agua foi
realizada também apds o tratamento com UV-C para fins de
comparacao.

Figura 4. Descontaminacdo utilizando radiagdo UV-C

Ap6s a lavagem, o gelo foi derretido no interior de uma cabine
de fluxo laminar. O volume liquido resultante do descongelamento foi
coletado progressivamente, das camadas superficiais até as camadas
internas do testemunho. Foram coletadas um total de 4 amostras de gelo
derretido. A primeira amostra de 100 pL foi coletada para verificar se de



veras o gelo estava estéril antes de ser contaminado, conforme descrito
anteriormente, e as restantes com cerca de 20 mL cada, sendo 1 —
superficie; 2 - a intermediaria; e 3 — camada mais interna (Figura 3).
Para cada camada derretida foi realizada uma dilui¢do seriada em
solugdo PBS. As aliquotas foram semeadas em placas de Agar Nutriente
e incubadas a 28 °C por até 48 h. Apds a incubagdo, foram avaliados
quais métodos apresentaram maior eficiéncia em eliminar os
microrganismos, € qual a maior quantidade de liquido na camada 3
(final) (Figura 5).

testemunho

artificial \

]

gelo derretido em
tratamento  enxague 3 camadas

quimico interior-—->exterior

Figura 5 - Esquema da metodologia utilizada nos procedimentos de
descontaminag@o. Adaptado de Rogers et al. (2005).



5-RESULTADOS

5.1 Padronizagdo do procedimento de contaminagao

No inicio do experimento foram realizadas padronizacdes na
confecgdo do testemunho de gelo, da solugdo contaminante, e na
permanéncia dos contaminantes na superficie do testemunho.

Nao foram observadas coldnias nos testemunhos controle,
garantindo que todos estavam estéreis antes de serem banhados pela
solugcdo contaminante. As solugdes contaminantes apresentaram uma
concentragdo  média de aproximadamente 1x10® UFC.mL’,
considerando as trés espécies microbianas juntas. Com relacdo a
efetividade da contaminagdo, os resultados demonstraram que com uma
solugdo contaminante contendo 3 x 10® UFC.mL', a camada 1
apresentou 1,1 x 10> UFC.mL"'. O numero de células detectadas para as
camadas 2 e 3 foram entre 0 e 3, por isso foram desprezadas
(NAGHILIL et al., 2013).



5.2 Avaliag¢ao dos métodos de descontaminacdo

Os experimentos de descontaminacdo foram repetidos 3 vezes
(Experimento I, II e III) (Figura 6). As células bacterianas presentes nas
tr€s camadas derretidas foram detectadas utilizando-se o método da
diluigdo seriada e plaqueamento em gota em triplicata, conforme
descrito na metodologia (item 4.5). Para cada metodologia de
descontaminagdo foram feitas as médias das UFC.10 pL"! das triplicatas
na dilui¢do de 10! e depois as médias das repeti¢des dos experimentos.

Figura 6. Derretimento do testemunho artificial em camadas

A exposigdo a UV-C (280 nm, 27.540 J.m™>.s') apresentou em
média 0,7 UFC.10 uL"' na camada 1 e, como as outras camadas
apresentaram entre 0 ¢ 3 UFC.10 pL', ndo foram consideradas na
contagem. O desvio padrdo foi de 2 UFC.10 uL"' para a camada 1 e
zero para as demais (Tabela 2).



Tabela 2. Numero de UFC de contaminantes detectados em 10 pL de amostras
das camadas 1, 2 e 3 de testemunho de gelo artificial ap6s a exposi¢do a UV-C
(280 nm, 27.540 J.m?>s') por 4 minutos. Nimeros entre ponto-e-virgula
indicam os resultados das triplicatas.

Experimento Experimento Experimento Médi Desvio

UV-C I Il I ¢A2 " padrao
Camada 1 0;0;0 6;0;0 0;0;0 0.7 2.00
Camada 2 0;0;0 0;0;0 0;0;0 0.0 0.00
Camada 3 0;0;0 0;0;0 0;0;0 0.0 0.00

O tratamento com solugdo de hipoclorito de so6dio 5,25% obteve
médias de 3,4 ¢ 3,7 UFC.10 uL! para as camadas 1 e 2. J4 a camada 3
apresentou média 0,3 UFC.10 uL"!. O desvio padrio para camada 1 foi
de 6,84; para a camada 2 de 4,39 e 1 para a camada 3 (Tabela 3).

Tabela 3. Numero de UFC de contaminantes detectados em 10 pL de amostras
das camadas 1, 2 e 3 de testemunho de gelo artificial apds a descontaminagio
com solugdo de Hipoclorito de Sédio 5,25%. Numeros entre ponto-e-virgula
indicam os resultados das triplicatas.

HlpOC!Ol:ltO Experimento Experimento Experimento - Desvio
de Sédio I 1| I Média b drdo
5,25%
Camada 1 15;16; 0 0;0;0 0;0;0 34 6.84
Camada 2 9;9;8 7;0;0 0;0;0 3.7 4.39
Camada 3 0;0;0 3;,0;0 0;0;0 0.3 1

Para o tratamento de descontaminag@o por imersdo em 40 mL
de solucdo de etanol 70% obteve-se médias de 5,3; 2,9 ¢ 2,9 UFC.10
uL! para as camadas 1, 2, e 3, respectivamente. (Tabela 4). Os desvios
ficaram em 7,35 para camada 1; 4,01 para camada 2; e 4,37 para a
camada 3.



Tabela 4. Numero de UFC de contaminantes detectados em 10 pL de amostras
das camadas 1, 2 e 3 de testemunho de gelo artificial apos a descontaminagéo
com solucdo de Etanol 70%. Numeros entre ponto-e-virgula indicam os
resultados das triplicatas.

Etanol Experimento Experimento Experimento Média Desvio

70% I I I Padrao
Camada 1 11;22;0 0;0;0 4;7;3 5.3 7.35
Camada 2 11;0; 0 0;0;0 5,3;7 29 4.01
Camada 3 13;0;0 0;0;0 5;3;5 2.9 4.37

O tratamento de descontaminacdo com solu¢do de cloreto
benzalconio (BKC) 0,5% apresentou uma média de 0,6 UFC.10 pL!
para a camada 2 apenas, as demais somaram menos de 3, ou 0. O desvio
padrao foi de zero para as camadas 1 e 3; e 1,67 para a camada 3
(Tabela 5).

Tabela 5. Numero de UFC de contaminantes detectados em 10 pL de amostras
das camadas 1, 2 e 3 de testemunho de gelo artificial apos a descontaminagéo
com solugdo de BKC 0,5%. Numeros entre ponto-e-virgula indicam os
resultados das triplicatas.

BKC Experimento  Experimento Experimento Desvio

0,5% 1 I I Média Padrao
Camada 1 0;0;0 0;0;0 0;0;0 0.0 0.00
Camada 2 5,0;0 0;0;0 0;0;0 0.6 1.67

Camada 3 0;0;0 0;0;0 0;0;0 0.0 0.00




Dentre os tratamentos de descontaminagdo, para a camada 1 o
método que apresentou maior eficacia foi o cloreto de benzalconio
0,5%, pois ndo se detectou os contaminantes (Figura 7).

Camada 1

Il uv B Hipoclorito Etanol [l BKC

5

—

UFC.10pL-1

Figura 7. Detecgdo de contaminantes na camada 1 de testemunhos artificiais de
gelo para diferentes tratamentos de descontaminagdo

Para camada 2 apenas o tratamento com radiacdo UV-C ndo
permitiu detectar os contaminantes, indicando maior eficiéncia de
eliminagdo. O cloreto de benzalconio, apesar de parecer eliminar todos
contaminantes na camada 1, apresentou na camada 2 um total de 5
UFC.10 pL!' em uma das triplicatas do experimento I. Tanto o
hipoclorito 5,25% quanto o etanol 70% apresentaram média entre 3,7 ¢
2,9 UFC.10 uL"' nessa camada, respectivamente (Figura 8).
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Figura 8. Detecgéo de contaminantes na camada 2 de testemunhos artificiais de
gelo para diferentes tratamentos de descontaminagéo

Na camada 3, tanto o cloreto de benzalconio quanto a UV-C
foram efetivos. O hipoclorito 5,25% apresentou apenas 3 UFC em uma
das triplicatas, estando no limite minimo da técnica de contagem. O
etanol 70% foi o método que menos evitou a presenga de contaminantes
na camada 3, resultando em uma média de 2,9 UFC.10 pL"' na parte
mais interna do testemunho de gelo (Figura 9).
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Figura 9. Detecgéo de contaminantes na camada 3 de testemunhos artificiais de
gelo para diferentes tratamentos de descontaminagéo

O testemunho artificial de gelo foi construido originalmente
apresentou com um volume total de 100 mL. Para as camadas 1 e 2
foram utilizados 20 mL em todos os métodos. Ja a camada 3, que
representaria o volume de agua resultante no gelo, apresentou volume
em média de 30 mL para todos os métodos de descontaminagdo. Ndo
foram obtidos portanto nimeros que expressam significativa diferenga
para comparagdo. O total de volume perdido durante a descontaminagao
foi, portanto, em média 30%.



6-DISCUSSAO

6.1 Eficiéncia das metodologias de descontaminagdo

O método de constru¢do e contaminagdo artificial de
testemunho de gelo se mostrou adequado ao estudo, ja que o testemunho
apresentou contaminantes quando derretido. Segundo Alekhina (2007) a
contaminagdo pode ocorrer também no interior do testemunho através
de micro fissuras ou rachaduras no gelo, fazendo com que as camadas
internas podem apresentar contaminantes. Isso pode explicar a
ocorréncia de microrganismos contaminantes nas camadas 2 e 3 do
testemunho de gelo. Outra explicagdio € que, como durante o
derretimento ocorre uma continuidade constante de contato entre a
camada mais externa em derretimento com a camada mais interna ainda
congelada, as células que sobrevivem ao processo de descontaminagdo
podem nesse momento contaminar as partes mais internas do
testemunho.

O etanol 70% como método de descontaminagdo apresentou
menor eficiéncia, ja que as 3 camadas tiverem resultado positivo para
contaminantes. De acordo com Madigan et al. (2015) o etanol pode agir
como antisséptico ¢ desinfetante, dependendo de sua concentracdo que
pode variar de 60-85% para surtir efeito, além do tempo de contato. Os
antissépticos eliminam ou inibem o crescimento microbiano, ¢ ndo sao
toxicos a animais quando aplicados a tecidos vivos. Ja os desinfetantes
sd30 quimicos que matam microrganismos, ndo necessariamente
enddsporos e sdo utilizados em objetos. O etanol segundo Sharifa et al.
(2008) apresenta efeito contra bactérias Gram-positivas e Gram
negativas. Nas Gram-positivas o etanol causa colapso da parede celular,
j& em Gram-negativas, a parede apresenta estrutura semelhantes a
bolhas.

O hipoclorito de sodio 5,25%, foi método descrito em Rogers et
al. (2004) como o de melhor resultado, sendo o Unico tratamento que
ndo apresentou microrganismos contaminantes nas camadas internas e
manteve a integridade dos internos. O hipoclorito de sddio age sobre
uma série de moléculas organicas como proteinas, lipideos, e acidos



nucléicos. Seu mecanismo de ag¢do ¢ baseada na liberagdo do ion
hipoclorito ((OCI) a partir do 4cido hipocloroso (HOCI) em solugdo
aquosa, os quais possuem forte acdo oxidante sobre biomoléculas
(FUKUZAKI, 2006). No presente experimento, os testemunhos de gelo
era inicialmente estéreis, portanto os dados de integridade interna sdo
irrelevantes para esse estudo. Porém, nos testes realizados neste
trabalho, todas as camadas apresentaram algum tipo de contaminagao.
Apesar disso, uma diminuicdo do numero de contaminantes foi
observado entre as camadas 2 ¢ 3 (Tabela 3).

O cloreto de benzalconio 0,5% (BKC) ¢ um agente
antimicrobiano que possui atividade contra bactérias gram-positivas e
gram-negativas, bem como fungos e virus. O BKC possui propriedades
bacteriostaticas (inibi¢do do crescimento microbiano) e bactericidas
(elimina bactérias). O agente altera a hidrofobicidade das membranas
celulares, alterando assim suas fungdes (SHAH & NASEBY, 2017). O
produto utilizado no experimento foi Herbalvet®, além de indicado
como desinfetante, ¢ também desodorizante com propriedade tensoativa
biodegradavel e ndo corrosiva, para uso em hospitais veterinarios, mesas
de atendimento e de cirurgia e instrumentais cirtirgicos. No presente
experimento proporcionou descontaminacdo apenas para as camadas 1 e
3, em apenas um dos testes. Lucci et al (1999) propde a diluigdo de BKC
em alcool para descontaminagdo de esclera humana in vitro. Esse tipo de
diluicdo em alcool ndo foi testada, mas parece promissora. Nao foram
encontrados dados na literatura do seu uso para descontaminacdo de
gelo.

O tratamento com radiagdo UV-C (280 nm, 27.540 J.m?.s™)
apresentou contaminag@o apenas na camada mais externa, e apenas para
um dos testes. A UV-C foi utilizada como parte do método de
descontaminagdo em Castello et al. (1999), o protocolo foi testado
através da criagdo de nucleos artificiais de gelo semeados com
pigmentagdo bactérias indicadoras (nticleo interior semeado com
Chromobacterium sp., e nucleo externo semeado com Serratia
marcescens).

Com relacdo ao volume de gelo obtido apos a utilizagdo das
metodologias podemos dizer que os métodos foram comparativamente



eficientes. Dos 100 mL, apenas 30 mL foram perdidos durante o
processo, ou seja, um total de 30%. Segundo Duarte (2010) em
aproximadamente 8 kg de gelo, o aproveitamento foi em menos de 2 kg,
ou seja, em torno de 60% do volume do gelo foi perdido durante a
descontaminag@o. Os processos de descontaminagdo a perda de volume
foi relativamente baixa.

6.2 Recomendagdes para descontaminacdo de testemunhos de gelo

Devido a nenhuma das metodologias testadas apresentar
eliminacdo de 100% dos contaminantes nas 3 camadas, o processo ideal
pode ser de somar a utilizagdo do cloreto de benzalconio (BKC) 0,5% e
da irradiagdo UV-C (280 nm, 27.540 J.m2s"'). Rogers et al. (2005)
argumentam que apesar de promissora, a irradiagdo UV-C ndo elimina
microrganismos como Ulocladium atrum. Porém, a utilizagdo de D.
radiodurans indicou que a metodologia foi eficiente. A robusta bactéria
D. radiodurans é extremamente resistente a muitos agentes que causam
dano ao DNA como radiagdo ionizante e radiacdo UV (DEA &
RADMAN 2011). Seria importante, além dos métodos de
descontaminag@o, o uso de cepas de referéncia e construgdo de uma
biblioteca de contaminantes, incluindo resistentes a BKC e UV-C.
Sabe-se que a UV-C tem efeitos mutagénicos sobre o DNA, logo uma
exposi¢ao de testemunhos de gelo a esta radiagdo pode comprometer a
comunidade microbiana da amostra (MADIGAN et al. 2015). Nos
experimentos aqui apresentados, o efeito da UV-C ndo foi avaliado na
mutagenicidade de moléculas de DNA. Recomenda-se um estudo mais
especifico para avaliar a dose de 2 min de UV-C sobre a comunidade
microbiana do gelo por métodos moleculares.

O protocolo de descontaminagdo desenvolvido para andlises de
Ecologia Microbiana ¢ Astrobiologia de microrganismos do gelo é
baseado nos resultados apresentados acima. Antes de realizar o
procedimento de descontaminagdo, adicionar todo o material necessario
e solugdes em geladeira ou freezer, para minimizar fraturas no gelo.
Ap6s retirados do freezer e colocados sob uma capela de fluxo laminar



os testemunhos devem ser colocados em um becker estéril resfriado. A
solucdo de BKC 0,5% gelada também deve ser adicionada ao becker e
deixada em contato com o gelo por 10 segundos. O volume de BKC
0,5% deve ser suficiente para cobrir a amostra (para o estudo em um
testemunho de 100 mL devem ser utilizados 40 mL de solugdo).
Transferir a amostra para um funil estéril e lava-la com agua destilada
autoclavada resfriada (para 100 mL sdo utilizados 20 mL, o suficiente
para uma rinsagem de 3 segundos de agua corrente). Com outro funil
forrado com papel aluminio, colocar a amostra sub luz UV-C (280 nm,
27.540 J.m?2.s!) por 2 min, virar a amostra e deixar o outro lado exposto
por mais 2 min. O manuseio do testemunho pode ser realizado com uma
pinga kelly ou uma folha de papel aluminio previamente esterilizada.
Apds esses procedimentos, transferir a amostra para um novo funil
esterilizado para o derretimento e obtengdo das aliquotas em tubos
estéreis. A agua obtida dessas camadas pode entdo ser analisada para
procedimentos de cultura celular, contagem em microscopia, entre
outros.

7. CONCLUSOES

O presente estudo desenvolveu um protocolo de
descontaminagdo de amostras de gelo para analises de Ecologia
Microbiana e Astrobiologia. Dentre os métodos testados (etanol 70%,
hipoclorito de soédio 5,25%, cloreto de benzalconio 0,5%, e radiagdo
UV-C 280 nm 27.540 J.m?.s"), nenhum método se mostrou totalmente
eficaz quando avaliado individualmente. Entretanto, o BKC 0,5% e
radiagdo UV-C demonstraram capacidade similar de eliminar os
contaminantes nas camadas 1 e 2, respectivamente. Dessa forma,
conclui-se que o emprego desses dois métodos em conjunto pode ser
suficiente para realizar a descontaminagdo de amostras de gelo.

Os resultados obtidos neste estudo diferiram dos encontrados na
literatura, sendo que ndo foram verificados dados de utilizagdo do
cloreto de benzalconio para descontaminagdo de gelo.
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