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O estudo visa apresentar um novo método de detecgdo de microorganismos em diversos meios de
cultura, tais como, agua potdvel e fluidos corporais. Apds os processos de crescimento no meio
de cultura, separagao e re-suspengao em solugdo tampao a base de boro, os microorganismos sio
depositados em detectores de tragos, que sio submetidos a um feixe de néutrons térmicos (= 2,2 x
10° n/cm?.s). Os tragos latentes registrados pelas particulas alfa provenientes da reacio B(n,a)Li
sdo analisados por um microscopio 6ptico, que permite detectar a existéncia dos microorganismos.
Complementando a andlise, um Microscopio de Forca Atoémica foi utilizado para comprovar essa
identificacdo dos tragos das particulas alfa.
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The study aims to obtain a more effective and faster method for the detection of bacteria in several
culture media, such as potable water and blood. After the process of growth in the culture medium,
separation and suspension in buffer solution based on boron, the bacteria are deposited in track
detectors that are submitted to thermal neutron beams (neutron flux: 2,2 x 10° n.cm_2.s_1),
resulting from the channel J-9 of the Argonauta research reactor, from the Nuclear Engineering
Institute, IEN/CNEN. The latent tracks ariser from the alpha particles proceeding from the reaction
B(n,a)Li and, after having been revealed, are analyzed by an optical microscope that allows to
detect the existence of the bacteria. Afterwards, they were analyzed in a nanoscope which helps
the identification of the tracks of the alpha particles.
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I Introducao

Os métodos tradicionais usados na deteccao de micro-
organismos se baseiam no cultivo de colonias em meio
apropriado onde, apds a fase de crescimento, procede-
se a idenficacao dos mesmos. As amostras de tecido
ou secrecoes, donde se pretende identificar ou mesmo
averiguar a existéncia de microorganismos contaminan-
tes, sdao coletadas e 1soladas em meio nutriente, normal-

mente um composto contendo principalmente infusao

de carne, conhecido como meio nutriente LB, e deixa-
dos em descanso por no minimo 18 horas. Esse tempo
é necessario para que cada microorganismo chegue a
saturacao de crescimento, em decorréncia da falta de
espaco e pode variar com a fisiologia dele, de acordo
com sua agressividade. Retira-se uma aliqiiota para ser
semeada em meio coloidal, que é semelhante ao meio
nutriente LB, porém, de forma gelatinosa, e deposita-
se sobre uma placa de Petri. Ao contato novamente com

meio nutriente e dispondo de espaco, os microorganis-
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mos depositados voltam ao seu desenvolvimento, mas
se mantém concentrados conforme foram depositados,
formando colonias. As colonias formadas permitem a
identificacao do microorganismo, mas, dependendo da
fisiologia dele, o tempo decorrido para o crescimento
de uma colonia pode até ultrapassar 48 horas, mesmo
que sob condig¢des de cultura adequadas (BIER, 1970 e
BROCK, 1997).

O uso de modernos equipamentos de deteccao
bioldgica (automacao de testes microbioldgicos) assegu-
ram a deteccao de microorganismos em poucos minu-
tos, apds a coleta das amostras, porém, nao consegue
idenfica-los sem que seja feita a semeadura em meio
colotdal, o que acaba por incrementar o tempo gasto.
Além desse fato, outro motivo que contribui muito para
sua impopularidade é o seu custo de aquisicao.

O exame e a detec¢ao de microorganismos ulizando
a técnica neutrongrifica (WALKER, 1975 ¢ CRISPIM,
1993), com as amostras depositadas sobre detector
sélido de tragos nucleares (SSNTD) nao necessita, «
priort, de amostras pré-desenvolvidas ou cultivadas em
meio especifico. O requisito basico para a deteccao dos
microorganismos por este processo é que 08 MesMmos es-
tejam em plena atividade biolégica, para propiciar uma
melhor interacao do elemento conversor de néutrons em
particulas a, responsaveis pela formagao da imagem no
filme, o que se da por incubacao.

O elemento conversor utilizado fo1 o boro, enrique-
cido a 99,97%, que, devido a sua alta secao de choque
de absorcao para néutrons de 25 meV, cerca de 3890
barns (KNOLL, 1973), contribui com uma alta proba-
bilidade de deteccao. A interagao dos néutrons com o

boro-10 é dada pela reacao:

on' 45 B —3 Li" + o (2,79MeV)

As amostras coletadas em tecidos ou fluidos corpo-
rais, de onde se suspeita uma contaminacao, podem
ser examinadas “In Natura”, ou seja, sem a necessi-
dade de cultivo, pois, quando os microorganismos ma-
nifestam uma anormalidade infecciosa, eles se encon-
tram em plena atividade biologica e se posicionam na
fase exponencial da curva de crescimento (BIER, 1970
e BROCK, 1997). Nessa situagio, a aquisicdo de amos-
tras nao prevé e nem necessita que os microorganis-
mos possuam dimensoes compativels com o espectro
visivel. As particulas o que formam a imagem no filme
através de danos, com dimensoes que variam de 30 a 100
(DURRANT e BULL, 1987), se originam da interagio

do néutron incidente com o agente conversor. Com esse
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tamanho elas preenchem, de forma aleatoria, a regiao
do microorganismo e o delineiam, mostrando sua mor-
fologia, ja que esta possui dimensoes médias bem mai-
ores, normalmente acima de 2 um. Apds a revelagao
toda a imagem produzida durante a irradiagdo (peque-
nos tragos aglomerados na area ocupada pelo microor-
ganismo que nao estava no espectro visivel) se apresenta
ampliada e pode ser examinada sob microscopia éptica
convencional.

Uma simulagao da sobreposicao de tragos de
particulas «, delineando a imagem do microorganismo,

pode ser apreciada na figura 1.
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Figura 1 - (a) Formas de uma bactéria ”in natura”; (b)
Ampliacao da bactéria com a sobreposi¢io de tragos de
particulas a; (c) Imagem formada apés a revelacio dos
tragos; (d) Superposiciao das configuracoes vistas em (a) e
em (c).

Em suma, utilizando-se os métodos convencionais
de deteccao e identificagao de microorganismos, mesmo
com o auxilio de modernos equipamentos, necessita-se
de um tempo minimo de exame entre 18 e 36 horas
(BIER, 1970 ¢ BROCK, 1997). O uso da técnica neu-
trongrafica é vantajoso perante os métodos convencio-
nais, possibilitando a completa deteccao do microorga-
nismo, em poucas horas (WACHA, 1999). Tal fato po-
derd tornar este método atrativo, aumentando as chan-
ces de sobrevida dos portadores de enfermidade, a par-
tir da aplicacao mais rapida do medicamento adequado.

A revelacao para a obtencao da imagem neu-
trongrafica se da através de um ataque quimico. O ata-
que quimico é preferencial no caminho percorrido pela
particula, devido a ionizagao provocada no meio. No
microscopio optico, os tragos apresentam uma geome-
tria caracteristica do angulo de incidéncia, em relagao

a normal & superficie do detector, sendo uma circun-
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feréncia, para incidéncia normal, e eliptico, para in-

cidéncia obliqua, como demonstrado na figura 2.

II Método experimental

Para o experimento, a fonte de néutrons utilizada foi
o reator Argonauta do IEN/CNEN, embora sistemas
montados com outras fontes neutronicas, tals como
Am?*L-Be e Cf-252, possam ser utilizadas, desde que
obedecam as normas de protecao radiolégica e possuam
atividades adequadas ao tempo de exposicao desejado.
O sistema esquematizado na figura 3 esta instalado
no canal de irradiacao J-9, na coluna térmica do re-
ator (CRISPIM, 1993). O feixe neutronico provindo
do nucleo passa por 25 ¢m de grafita e por um colima-
dor divergente de grafita com 60 c¢cm de comprimento
e orificio longitudinal igual a um tronco de piramide
com bases quadradas de 16,0 cm? e 50,0 cm?, revestido
internamente, na parte final, com 0,5 mm de espessura
de cddmio. A amostra (depdsito de microorganismos no
detector de tracos) é fixada na superficie de um chassi

radiografico e submetida ao feixe de néutrons térmicos.
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Figura 2. (a) Corte lateral do detector de tragos; (b) Geo-
metria dos tragos visiveis ao microscépio; (¢) Vista lateral
do detector durante o ataque quimico.

A principio, com a necessidade de comprovar a
eficicia da técnica proposta, seguiu-se o protocolo de

preparacao usual da microbiologia como referéncia.

Nao obstante a isso, utilizou-se também um microor-
ganismo bem conhecido, onde sua fisiologia esta bem
definida.

Para esse experimento, foi escolhida especificamente
a bactéria Escherichia coli, nao patogenica, cujas carac-
teristicas morfoldgicas sao bastonetes de 2 a 3 pm de
comprimento e 0,6 ym de largura (BIER, 1970).

Os microorganismos foram semeados em meio de
cultura LB por um pernoite, quando foi coletada uma
amostra e inoculada por mais 90 minutos, para que os
microorganismos pudessem atingir um valor de cresci-
mento populacional em torno de 10% células/ml, que é
assinalado por uma seta, no grafico da curva de cresci-
mento de microorganismos apresentado na figura 4. Em
seguida, passaram pelo processo de separacao sendo re-
suspensas em solu¢ao tampao contendo solucao de boro
(com boro enriquecido), o que fez com que elas o absor-
vessem. Apds serem submetidas a dilui¢ao, foram de-
positadas sobre uma lamina do detector, que fol entao
irradiada por aproximadamente 20 minutos, no feixe
de néutrons térmicos do reator Argonauta, operado nas

condi¢oes citadas na figura 3.
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Figura 3 - Diagrama esquematico do reator e condigoes de
operagao.

O detector utilizado para se registrar a imagem é um

detector sélido de tragos nucleares; denominado CR-39
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(H15C1207). A escolha do CR-39 deveu-se ao fato do
mesmo ter mostrado possuir uma grande sensibilidade
e excelente resolugao, se comparado a outros tipos de
detectores (makrofol, mica, etc..), de registrar tragos
e detectar particulas ionizantes, como os prétons, as
particulas alfa de alta energia e os ions pesados. Além
do CR-39 nao ser sensivel a luz, as radiagoes 3 e 7,
apresenta baixo custo por dispensar montagens e cir-
cuitos eletronicos e possui pequeno desvanecimento de
tragos latentes, devido a sua grande estabilidade mole-
cular (Da FONSECA, 1983 ¢ BRANDAO, 1983).

Os tracos provocados pelas particulas « prove-
nientes da reacdo (n,a) foram revelados segundo os
parametros de revelagdo (temperatura, normalidade do
atacante quimico, tempo de revelacao) (De SOUZA,
1991). A andlise dos tracos revelados foi realizada por
microscopia éptica convencional (microscépio Olympus
BX-60M, ocular 10x e objetiva 100x).

Apés a localizacao dos provaveis focos de tragos,
utilizou-se um nanoscépio (AFM-Topometrix) para o
mapeamento e a comprovacdo da geometria carac-

teristica dos mesmos.

Figura 4. Curva de crescimento de microorganismos (BIER,
1970).

A simples obtencao de focos de tracos nao signi-
fica, a principio, a ocorréncia de microorganismo. E
necessario que estes tracos, além de estarem aglomera-
dos, possuam um ordenamento, de acordo com a geome-
tria do mesmo, para uma posterior identificacao. Uma
vez localizada e comprovada a aglomeracao de tragos, é
possivel reconhecer o tipo e a forma do microorganismo

comparando-a com a dos microorganismos conhecidos.

ITIT Resultados e conclusoes

Na analise dos filmes contendo microorganismos
observou-se, em sua totalidade, agrupamentos e sobre-
posi¢oes de tragos que possuiam a morfologia carac-

teristica de um bacilo, conforme visto na figura 5. Em
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nenhum momento este tipo de aglomeragao foi obser-
vado em amostras contendo apenas soluc¢ao boro-salina.
Na analise desses filmes observou-se tracos bem nitidos

e diferenciados do ruido de fundo, como mostra a fi-

gura 6.

Figura 5. Imagem do bacilo por microscopia éptica, mos-
trando a sobreposicao de tragos de particulas alfa assinala-
dos por setas.

Figura 6. (a) CR-39 sem a presenca de tracos de particulas
a; (b) Traco de uma particula & no CR-39.

A fim de se fazer uma confirmacao de que realmente
a imagem é devida a uma aglomeragao de tragos de
particulas «, elas foram submetidas a analise por na-
noscopio. Esta téenica permite uma comparacao da
geometria caracteristica de um traco alfa, mostrado na

figura 2, por topologia, como demonstra a figura 7.

A ocorréncia de defeitos provenientes da aglo-
merac¢ao de microorganismos e tragos de alfa esptrios
dificultam sua quantificacao, mas permitem a deteccao
de, a0 menos, um microorganismo, o que é suficiente
para garantir sua presenca na amostra conforme visto

na figura 8.
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Figura 7. (a) Aglomeraciao de tracos identificando um mi-
croorganismo da forma bacilo (E. coli); (b) Detalhe do re-
levo dos tragos em (a).

Figura 8. Aglomeragdo de microorganismos, identificados
pelas caixas brancas, e tragos alfa espirios.

A garantia de que as aglomeracoes observadas indi-
cam a presenca de microorganismos vem do fato de que,
além de possuirem uma morfologia caracteristica (bas-
tonete), elas ndo estao presentes nas amostras contendo
apenas solucao de boro-salina, como pode ser observado

na figura 9.

Figura 9. Aglomeragao de tracos de uma amostra contendo
apenas solugao boro-salina.

A vantagem da técnica proposta em relacao a atu-
almente utilizada pelo meio bioldgico, esta no fato de
nao haver necessidade de cultivo em pernoite, possibili-
tando a reduc¢ao do tempo total de deteccao do micro-

Organismo.
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