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Resumo

O desenvolvimento de novas abordagens simples e rdpidas para analisar as comunidades
microbianas colonizadoras do Patriménio Cultural é vital para a sua salvaguarda. A técnica de
hibridacao fluorescente in situ dirigida as moléculas de acidos ribonucleicos (ARN-FISH) tem
demonstrado um grande potencial para tal propoésito. Em estudos anteriores, foi desenvolvido
um protocolo FISH que permite a detecdo de fungos filamentosos em argamassas. Neste trabalho
adaptou-se o protocolo para a detecdo de leveduras e bactérias, obtendo-se bons resultados na
analise de suspensodes de isolados destes microrganismos. O protocolo optimizado foi aplicado em
microamostras de argamassas sintéticas inoculadas artificialmente com isolados leveduriformes
e bacterianos e obtiveram-se resultados promissores na andlise ex situ das leveduras e bactérias
presentes em argamassas.

Development of new approaches for the detection

of yeast and bacteria thriving in mortars

Abstract

The development of simple and rapid new approaches for analysing microbial communities
colonising Cultural Heritage materials is pivotal for its safeguard. Fluorescence in situ hybridisation
technique using ribosomal RNA directed probes (RNA-FISH) has demonstrated a great potential
for this purpose. A protocol for analysing filamentous fungi in mortars has been already developed
in previous studies. In this work this protocol has been adapted for detecting bacteria and yeasts.
Good results have been obtained for the analysis of suspensions of isolates. In this way, the
optimized protocol was applied in microsamples from synthetic mortar artificially inoculated with
yeast and bacterial isolates. Promising results have been obtained for the ex situ analysis of yeast
and bacteria thriving in mortar microsamples.
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Introducao

O desenvolvimento de estratégias de conservagdo,
restauro, preservacido e controlo, eficazes e adequadas,
sdo de extrema importincia para a salvaguarda do
Patriménio Cultural [1]. No entanto até ha algumas
décadas, na formulagdo das estratégias de conservagio,
a contribui¢do dos microrganismos na deterioracdo foi
completamente negligenciada [2-3]. Apesar dos avangos
notaveis conseguidos no estudo da populacdo microbiana
presente nos bens patrimoniais, particularmente com a
implementacdo e adaptacdo das técnicas moleculares
da microbiologia, continua a ser fundamental a
implementagdo de novas abordagens que o facilitem. Estas
devem ser versateis, simples, rapidas e preferencialmente
acessiveis aos utilizadores finais, eventualmente nio
especialistas em microbiologia.

A hibridagdo fluorescente in situ dirigida a moléculas
de acidos ribonucleicos (ARN-FISH) é uma técnica
robusta e versatil que permite detetar e identificar os
microrganismos assim como analisar a sua viabilidade,
morfologia e distribui¢do tridimensional em matrizes
complexas [2, 4]. Este potencial analitico representa
uma alternativa potente para a microbiologia aplicada
ao Patriménio. A técnica é baseada no uso de sondas
ARN-FISH, que sdo constituidas por oligonucleétidos
sintéticos ligados a um ou mais marcadores
fluorescentes que hibridam com uma regido especifica
do ARN do microrganismo alvo, tornando assim, as
células fluorescentes sob a luz adequada [5-6]. E uma
ferramenta rdpida, fornecendo resultados em 5-24 h,
e simples, ocorrendo em quatro passos: i) fixacdo e
permeabilizacio, ii) hibridagao, iii) lavagem e iv) detecdo
e identificag@o dos microrganismos [6]. A consecucdo de
bons resultados depende da optimizagdo dos diversos
passos para se adaptar as caracteristicas da amostra
em estudo e dos microrganismos alvo [5]. Apesar da
ampla utilizac@o da técnica ARN-FISH noutras areas de
investiga¢do como na microbiologia clinica, alimentar e
ambiental para o estudo das comunidades microbianas
ou na detecdo de microrganismos concretos [7-10], a sua
aplicagdo no estudo da biodeterioracdo tem sido reduzida
[2, 9-10]. A técnica foi utilizada na identificacdo de
microrganismos envolvidos na biodeterioracdo de
obras de arte ex situ: i) em amostras recolhidas com
fitas adesivas de catacumbas romanas na detecdo de
bacterias e fungos [11], ii) na detecdo de conidios em
superficies de monumentos [12], iii) na dete¢do de
bacterias em pinturas murais medievais danificadas [13]
e iv) na determinagdo do nimero de microrganismos
presentes em amostras de estalactites das cavernas
de Sahastradhara[14]; bem como in situ: no estudo da
distribui¢do espacial dos procariotas em pinturas do
século dezasseis [15].

Para poder explorar as inimeras potencialidades desta
técnica no estudo das comunidades microbiolégicas
colonizadoras do Patriménio Cultural Material, é
necessario desenvolver protocolos especificos que
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permitam a andlise dos microrganismos de interesse
nas diferentes matrizes. Para facilitar esta analise, é
importante o desenvolvimento de protocolos FISH
que permitam analisar varios tipos de microrganismos
simultaneamente de modo a minimizar o nimero de
ensaios e a quantidade de amostra requerida, quando
necessario. Este é um dos focos do nosso grupo de
investigacdo que, de facto, ja tem desenvolvido um
protocolo FISH que permite a detecdo de fungos
filamentosos em argamassas [16]. Este trabalho tem
como objetivo a ampliagdo da gama de microrganismos
analisaveis mediante esta metodologia FISH, as leveduras
e bactérias. Foi testado primeiramente em suspensdes
de isolados, para evitar as possiveis interferéncias da
matriz, e posteriormente em argamassas utilizando
microamostras inoculadas artificialmente.

Métodos

Microrganismos e crescimento
microbiano em meio liquido

Foram usados como modelo biol6gico duas leveduras
(Saccharomyces cerevisiae CCMI 396 e Rhodotorula
sp.) e duas bactérias (Escherichia coli ATCC 25922,
Gram-negativa, e Bacillus sp., Gram-positiva).
Saccharomyces cerevisiae pertence a Cole¢ao de Culturas
de Microrganismos Industriais de Lisboa, a Escherichia
coli a American Type Culture Collection de Manassas e
Rhodotorula sp. e Bacillus sp. foram isolados de pinturas
murais em estado avancado de degradacdo e pertencem
a colecio HERCULES-Biotech Lab da Universidade de
Evora.

As estirpes foram rotineiramente mantidas a 4,0 °C em
rampas de YEPD-agar (Yeast Extract Peptone Dextrose)
para as leveduras ou NA (Nutrient Agar) para as bactérias.
Os indculos foram preparados a partir de rampas (pré-
cultivadas durante 48 h a 28,0 °C) e suspensas em 1,0 mL
de NaCl 0,85% (p/v).

Para o estudo da técnica FISH em células em fase
exponencial, o inoculo foi transferido para um erlenmeyer
de 250 mL contendo 100 mL de meio liquido YPD (Yeast
Peptone Dextrose) para leveduras ou NB (Nutrient Broth)
para bactérias. As culturas liquidas foram incubadas com
agitagdo orbital constante de 120 rpm a 28,0 °C. Ap6s 6 h
de crescimento, foram recolhidas aliquotas de 2,0 mL do
meio para analisar as células, na fase exponencial.

Para analisar as células sem controlar o seu estado
fisiol6gico, recuperaram-se as células diretamente das
rampas (culturas de armazenamento) por ressuspensao em
NaCl 0,85 % (p/v).

Hibridacao in situ fluorescente

O protocolo FISH, previamente desenvolvido com
sucesso pelo nosso grupo de investigacdo para a dete¢do
de fungos filamentosos em suspensdo e em argamassas,
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foi adaptado para a deteg@o de leveduras e bactérias [16].
Para tal, foram incluidas duas modifica¢des no referido
protocolo: i) na etapa de hibridacdo fixou-se a razdo
[células fixadas]/[sonda] em 8,33%10° e 8,33x10° células/
ng . para as leveduras e bactérias, respectivamente
[8,17]; e ii) a andlise foi realizada através de microscopia
de epifluorescéncia e citometria de fluxo utilizando filtros
especificos para o fluorocromo.

Inicialmente os ensaios foram realizados em
suspensdo controlando o estado fisioldgico das células
(fase exponencial), uma vez que o conteido de ARN e a
permeabilidade da membrana celular variam consoante
o estado fisioloégico [18-20]. S6 uma vez validado o
protocolo em suspensio, este foi aplicado as células sem
controlar o seu estado fisiolgico tanto em suspensio
como em argamassas. Todos os ensaios foram feitos em
triplicado.

FISH em suspensdo

As células foram centrifugadas, lavadas com tampao
fosfato salino PBS (Phosphate Buffered Saline — 130
mM NaCl, 8 mM NaH,PO,, 2,7 mM KCl, 1,5 mM
KH,PO,, pH 7,2) € fixadas com etanol absoluto durante
1 h a temperatura ambiente. As células fixadas, apds
lavagem com PBS, foram hibridadas durante 2 h a
46,0 °C com 1,0 pL da sonda (120,0 ng/pL) em 80,0 pL
de tampao de hibridacdo, HB (Hybridization Buffer
— 0,9 M NaCl, 20 mM Tris—HCl, 0,1% SDS sodium
dodecyl sulfate [p/v]). Foram usadas 10% e 10° células
fixadas e as sondas universais para o dominio Bactéria,
EUB338-Cy3 (5°Cy3-GCTGCCTCCCGTAGGAGT-3"),
e para o dominio Eukarya, EUKS516-Cy3 (5'Cy3-
ACCAGACTTGCCCTCC-3"), para a anilise das
bactérias e das leveduras, respectivamente. Apds a
hibridagdo, as células foram centrifugadas e lavadas com
100,0 pL. de HB pré-aquecido durante 30 min a 46,0 °C.
Uma vez centrifugadas, as células foram re-suspensas em
PBS (0,5 mL e 0,4 mL para as leveduras e as bactérias,
respectivamente) para a sua analise por citometria de
fluxo e/ou por microscopia. Todas as centrifugacdes
foram realizadas a 4500 rpm durante 5 min ou 13000
rpm durante 15 min para as leveduras e para as bactérias,
respectivamente.

De modo a analisar a influéncia da exposi¢do das
células a luz UV de onda curta, as células de E. coli, apds
hibridadas, foram expostas a uma fonte de luz UV-C (A =
254 nm) durante 60 min e analisadas através de citometria
de fluxo em intervalos de 5 min.

Inoculagdo das argamassas

As argamassas sintéticas (0,3 g), constituidas por cal e
areia ao trago em volume (1/3), foram inoculadas com 1,0
mL de suspensdo microbiana durante 24 h a temperatura
ambiente. Apds incubagdo, uma pequena quantidade de
argamassa (0,1 g) foi transferida para um microtubo de
1,5 mL.
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FISH em argamassas

Para o estudo da aplicabilidade da técnica FISH em
argamassas foram aplicadas trés metodologias diferentes,
uma in situ e duas ex situ, testadas com os quatro
microrganismos em estudo.

Para a andlise in situ, o protocolo FISH foi aplicado
diretamente num microtubo contendo a argamassa.

Para a andlise ex situ foram desenvolvidas duas
metodologias que diferem exclusivamente no momento
em que as células sdo extraidas da argamassa. Na primeira
metodologia, as células sdo recuperadas e s6 depois é
aplicada a técnica FISH. As células sdo contadas antes da
hibridagdo, de modo a utilizar a mesma razao de [células
fixadas]/[sonda] aplicada na técnica FISH em suspensio.
Ja na segunda metodologia as células sdo hibridadas
in situ nas argamassas e sO depois sdo recuperadas e
analisadas.

A anilise, tanto in situ como ex situ, foi realizada por
microscopia de epifluorescéncia.

Em ambas as metodologias o procedimento de
extracdo das células foi idéntico. As células foram
extraidas com 0,5 mL de soro fisioldgico overnight a
28,0 °C sob agitacdo orbital constante 120 rpm. Apds a
extracgdo, as células foram centrifugadas a 1200 rpm
durante 30 s, para separar a argamassa das células. O
sobrenadante, contendo as células, foi transferido para um
microtubo de 1,5 mL.

O protocolo ARN-FISH aplicado foi o mesmo que
optimizado para a analise em suspensao.

Andlise

Para andlise mediante microscopia de epifluorescéncia
foi utilizado um microscépio biolégico BA410E Motic
equipado com uma unidade de alimentacdo (MOTIC
MXH-100) com um equipamento de Episcopia de
Fluorescéncia (EF-UPR-III). As observagdes foram
realizadas com um filtro de fluorescéncia TRITC -
set Motic TRITC (Rhodamine)/DII/Cy3: excitagdo
D540/25%, espelho dicréico 565DCLP, emissdo
D605/55m.

Para a andlise através de citometria de fluxo foi
utilizado o Muse Cell Analyzer, equipado com um laser
verde (532 nm) e um detetor amarelo de fotodiodos
(576/28).

Resultados

O protocolo FISH desenvolvido previamente e aplicado
com sucesso para a detecdo de fungos filamentosos
em argamassas [16], foi aplicado como descrito nos
métodos as suspensodes celulares de isolados de leveduras
e bactérias em fase exponencial de crescimento. As
células foram analisadas qualitativamente, através de
microscopia, e quantitativamente, através de citometria de
fluxo.
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Figura 1. Visualizacdo dos sinais FISH das leveduras e bactérias em suspensdo em fase exponencial e sem controlar o estado
fisiologico, respetivamente: Saccharomyces cerevisiae (a, e), Rhodotorula sp. (b, f), Escherichia coli (c, g) e Bacillus sp. (d, h) através

de microscopia de epifluorescéncia com o filtro TRITC.

Através da microscopia de epifluorescéncia, foram
observados sinais fluorescentes durante periodos de tempo
prolongados (> 1 min) sem reducdo notavel da intensidade
de fluorescéncia, bem como sinais intensos e reprodutiveis
que evidenciaram que o protocolo FISH, permite a analise
de leveduras e bactérias em suspensdes celulares (Figuras
la-d). De modo a investigar a importancia da escolha
dos filtros com que se faz a analise para conseguir sinais
duradouros e estaveis, efetuaram-se estudos quantitativos,
em células de E. coli, relativos ao efeito da exposicdo
prolongada a luz UV-C, relativamente a intensidade média
de fluorescéncia das células (IF) e a sua estabilidade
e ao numero de células fluorescentes. Deste modo foi
monitorizado o decaimento da fluorescéncia das células
na presenca de uma luz UV-C através de citometria de
fluxo. Os resultados revelaram que a exposicdo das células
fluorescentes a luz UV-C néo s6 produz uma diminui¢do
notavel da fluorescéncia (12 %) (Figura 2a) como também
no nimero de células fluorescentes (17%) (Figura 2b).
Estes resultados, permitem concluir que para garantir a
detecdo mediante a técnica FISH e a reprodutibilidade
das analises através de microscopia, € recomendavel
incluir no protocolo a andlise através de microscopia
de epifluorescéncia com filtros especificos. Quando é
utilizado o fluorocromo Cy3 deve-se evitar a exposi¢cdo
das células a luz de comprimento de onda inferior a 400
nm e evitar o uso de filtros de excitagdo SP (short-pass).

As suspensdes celulares resultantes da aplicacdo
do protocolo FISH na fase exponencial, também foram
analisadas quantitativamente, através de citometria de
fluxo, em termos de intensidade média de fluorescéncia
das células e de percentagem de células fluorescentes
(relativamente ao ntmero de células iniciais fixadas
que s@o hibridadas). Os resultados revelaram que a
percentagem de células que detém fluorescéncia, apds
a aplica¢do do protocolo, é consideravelmente superior
nas leveduras comparativamente as bactérias (Figura
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3a). Este facto parece estar diretamente relacionado
com a utilizacdo do etanol como fixante, mais efectivo
para a fixacdo de células de leveduras. Em termos
de intensidade de fluorescéncia, mesmo que existam
diferengas significativas entre 0s microorganismos
estudados, as intensidades detetadas em todos os casos
sdo elevadas (Figura 3b). Apesar do nimero de células
fluorescentes ser muito baixo, apds a aplicagdo do
protocolo ARN-FISH, a detecdo ndo fica comprometida
ao serem os valores de intensidade de fluorescéncia
elevados. Os bons resultados obtidos mediante citometria
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Figura 2. Resultados do efeito da exposicdo de Escherichia coli
a luz UV-C durante uma hora, relativamente a intensidade de
fluorescéncia das células (a) antes da exposicdo (linha a preto)
e depois (linha a cinzento) e monitoriza¢do da concentracio de
células fluorescentes (b).
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Figura 3. Resultados da analise de leveduras e bactérias
em suspensdo através de citometria fluxo relativamente a
percentagem de células fluorescentes (a) e intensidade média de
fluorescéncia por célula (b).

de fluxo em suspensdo: i) abrem a porta a utilizagdo na
analise ex sifu destes microrganismos em argamassas,
mediante a extragdo prévia das células; e ii) evidenciam
a possibilidade de usar o mesmo fixante/permeabilizante
para a detecdo de leveduras e bactérias o que pode
representar uma vantagem notavel, particularmente
na andlise destes microrganismos em argamassas de
bens patrimoniais, dado que a quantidade de amostra
disponivel para analise € limitada e a utilizacdo do fixante
comum reduz consideravelmente a quantidade de amostra
que seria necessaria.

Apdés o éxito da aplicagdo do protocolo FISH
otimizado na analise de células de leveduras e bactérias
em fase exponencial, e dado que nas amostras recolhidas
em Patriménio Cultural os microrganismos presentes

a T0pm b 70 pm c 10 pm d 10 pm

se encontram em estados fisiolégicos muito diversos,
foi avaliada a capacidade do protocolo para detectar,
através de microscopia de epifluorescéncia, as leveduras
e bactérias sem controlar o estado fisioldgico. Ao analisar
os resultados obtidos é possivel afirmar que o protocolo
FISH descrito neste trabalho permite detectar e identificar
reprodutivamente leveduras e bactérias em suspensao,
independentemente do seu estado fisiol6gico (Figuras le-
h).

Assim, o protocolo foi aplicado em argamassas
sintéticas inoculadas artificialmente com isolados
de bactérias ou leveduras de modo a avaliar a sua
possivel aplicacdo na andlise in situ ou ex situ destes
microrganismos. Nas analises in situ foram detetados
sinais fluorescentes associados as células de leveduras
(Figura 4a). Contudo a autofluorescéncia da propria
argamassa impede a detegdo e identificagdo inequivoca
dos microrganismos de interesse. Assim, foi investigada
a possibilidade de detetar as células ex sifu, mediante a
sua recuperacdo em suspensdo. Foram utilizadas duas
abordagens diferentes: i) a extracdo das células seguida
da aplicacdo do protocolo FISH desenvolvido ou ii) a
aplicacdo do protocolo FISH directamente na argamassa
e posterior extracdo das células. Os resultados obtidos
através da microscopia de epifluorescéncia mostraram
que é possivel detetar as leveduras, independentemente
da abordagem adoptada (Figura 4b e 4c), e as bactérias
detetaram-se exclusivamente com o protocolo da
extracdo das células antes de aplicar a técnica FISH
(Figura 4d). A detecdo de leveduras aplicando a
técnica FISH directamente na argamassa e realizando a
extracdo das células a posteriori, evidencia o potencial
da técnica FISH para tornar fluorescentes as células
directamente nas argamassas e aponta que eliminando a
autofluorescéncia da matriz podem detectar-se as células
in situ. No entanto, aplicando o protocolo FISH apés a
extracdo das células das argamassas, o rendimento obtido
foi maior em termos de nimero de células fluorescentes
e de intensidade de fluorescéncia dos sinais, do que
extraindo as células apds a hibridacdo diretamente na
argamassa. Esta abordagem apresenta ainda vantagens
adicionais: i) permitir controlar o niimero de células
fixadas que sdo hibridadas; e ii) permitir a anilise
imediata apés a aplicagdo da técnica. Assim, esta
metodologia, de entre as duas estudadas, ¢ a melhor
alternativa para realizar a anélise ex sifu e apresenta-se

Figura 4. Microfotografias obtidas através de microscopia de epifluorescéncia com o filtro TRITC na anélise in sifu e ex situ de
leveduras e bactérias em argamassas: Saccharomyces cerevisiae CCMI 396 in situ (a), ex situ realizando a hibrida¢do antes da extragio
(b) e apds a extragdo (c) das células. Escherichia coli analisada ex situ realizando a hibridacdo apds a recuperacio das células (d).
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como uma promissora ferramenta na anélise de leveduras
e bactérias presentes em argamassas, que poderd ser
aplicada no estudo das comunidades microbianas que
proliferam no Patriménio.

Consideracoes finais

O protocolo ARN-FISH desenvolvido neste
trabalho oferece a possibilidade de detectar e identificar
leveduras e bactérias em argamassas ex sifu utilizando
um procedimento comum. Os avancos apresentados irdo
servir de base para o desenvolvimento e optimizacdo de
futuras aplica¢des da técnica FISH na identificacdo ex
situ e in situ de um amplo espectro de microrganismos em
argamassas.

Os promissores resultados aqui apresentados junto
com os que tinham sido ja obtidos pelo nosso grupo
de investigagdo na dete¢do e identificacdo de fungos
filamentosos em argamassas, apontam que a técnica
ARN-FISH poderd ser uma ferramenta com elevado
potencial para o estudo das comunidades microbianas que
proliferam no Patrimoénio.
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