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RESUMO

E sabido na literatura cientifica que o ambiente marinho é téxico
para Escherichia coli. Este trabalho teve como propdsito verificar a resisténcia
e/lou crescimento da Escherichia coli em agua do mar em diferentes
temperaturas. Para a realizacdo do experimento a bactéria Escherichia coli foi
isolada de agua do rio Cocd e agua do mar foi coletada na praia do Mucuripe
em Fortaleza. Foram realizados cinco experimentos. Os tempos testados foram
de To , ou seja no momento em que a bactéria foi inoculada na agua do mar,
até Tqes , 0 equivalente a uma semana de cultivo. O teste de Contagem Padréo
em Placas (CPP) foi o utilizado para a quantificagdo de bactéria sendo sempre
acompanhado pelo teste do IMVIC para se verificar se a cepa de Escherichia
coli n&o havia sofrido nenhuma contaminacdo. Concluiu-se que as
temperaturas de 37°C e 44,5°C a bactéria apresentou uma reducdo em seu
numero de 31,6% e 31,4%, respectivamente. Verificou—se ainda que no
intervalo de To a T144 & temperatura de 37°C, a Escherichia coli obteve picos de
crescimento, tendo sido o maior valor observado no T, com 8,30 ciclos
logaritmicos e no intervalo de T a T144 & temperatura de 44,5°C, a Escherichia
coli obteve picos de crescimento, tendo sido o maior valor observado no T4
com 8,32 ciclos logaritmicos. Por fim, no tempo T1es Observou-se que a bactéria

ainda resistia embora sem nenhum crescimento em ambas as temperaturas.



RESISTENCIA DE CEPAS DE Escherichia coli A DIFERENTES FATORES
EM MEIO MARINHO.

Ana Isabel Mota Silva

1 - INTRODUGCAO

A agua desempenha importante papel na salde, por ser um
excelente veiculo para a transmissdo de diversas doencas. Em cidades
litor&neas, grande parte dos esgotos s&o jogados em rios tendo como receptor
final o mar.

O mar recebe todos os anos enxurradas de esgotos despejados por
emissarios submarinos em suas aguas. O resultado é o acumulo de poluentes
nas regides costeiras, ao longo das quais vivem dois de cada trés seres
humanos (TOMMASI, 1998).

De acordo com FIGUEIROA et al. (1999), o levantamento das
condigbes gerais de saneamento em cada municipio deve ser premente e
compreender os sistemas de abastecimento de aguas e esgotos. Enquanto que
para PILONETTO & PILONETTO (1999), a analise microbioldgica da agua é de
suma importancia para diversos servicos, uma vez que reflete o padrao de
qualidade da matéria-prima utilizada em inUmeros procedimentos, inclusive o
do consumo humano.

Segundo DUARTE ef al. (1996), as profundas desigualdades
regionais no Brasil e a forte concentracdo de renda séo responsaveis pelo
aumento do deslocamento populacional da zona rural para a zona urbana,
resultando assim em um aumento da producdo de esgotos que sdo
descarregados sem tratamento nos escassos corpos receptores, acelerando

sua degradacéo, e sofrendo alteracbes severas com prejuizo & comunidade.
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O indicador microbiolégico de poluicdo fecal mais empregado é o
grupo coliforme, que abrange um numero de espécies de enterobactérias,
incluidas nos géneros Escherichia, Klebsiella, Citrobacter e Enterobacter.

O género Escherichia é assim denominado em homenagem a
Theodor von Escherich, que o descreveu em 1885, como membro da
microbiota do cdlon, ndo prejudicial a salde. Desde entdo, as bactérias desse
grupo tém sido associadas com uma variedade de doencas e infeccoes.

A Escherichia coli caracteriza-se por apresentar-se como um bacilo
curto, moével ou imdvel, Gram-negativo, com muitas caracteristicas
semelhantes as salmonelas, diferenciando-se no entanto, pela sua capacidade
de atacar a lactose e a sacarose, com producgéo de gas (HAYES, 1993).

O habitat natural da Escherichia coli é o trato intestinal dos animais
de sangue quente, incluindo o homem. A temperatura 6tima de crescimento
esta na faixa dos 36 + 1°C. E oxidase negativa, podendo usar o acetato como
unica fonte de carbono, o mesmo ndo acontecendo com o citrato, o qual nio
pode ser utilizado. A glicose e outros carboidratos sdo fermentados com
producéo de piruvato, que € entdo convertido a acido latico, acético e férmico.
Muitas cepas, especialmente aquelas isoladas dos tecidos extra-intestinais,
possuem capsulas ou microcapsulas polissacaridicas (BRENNER, 1984).

A Escherichia coli € um dos principais agentes causadores de
infecgcbes gastrointestinais, principalmente onde as condi¢cdes socio-
econdmicas sado precdrias e, por conseguinte, as regras de higiene sé&o
deficientes. A ingestdo de alimentos e/ou aguas contaminadas por esse
microrganismo significa um possivel perigo a Saude Publica.

Por ser uma bactéria de origem fecal, a Escherichia coli é um dos
patégenos que apresenta maior importancia em estudos, quando se deseja
constatar contaminac&o por esgotos. Mas, a imitacdo das demais bactérias,
precisa de condi¢bes favoraveis para se desenvolver. A dgua do mar, devido a
grande concentragcdo de sais, pode funcionar como um fator limitante para o
desenvolvimento da Escherichia coli aliado a outros fatores, tais como a

temperatura.
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Quanto a patogenicidade, a Escherichia coli pertencente a
microbiota intestinal, torna-se patogénica quando localizada fora do intestino.
Para se tornarem patogénicas, desenvolveram a habilidade de causar doencas
gastrointestinais, urinarias e no sistema nervoso central na maioria das
pessoas (JAMES & JAMES, 1998).

Segundo FERNANDES ef al. (1996), a contaminacéo fecal € a causa
principal da baixa qualidade da agua de numerosos corpos aquaticos na regiéo
nordeste.

De acordo com HAGLER & HAGLER (1988), a Escherichia coli exibe
pouca tolerancia a toxicidade da agua do mar e aos procedimentos de cloragcéo
quando comparada com outros patégenos mais resistentes. Assim, sua
presenca implica em despejo continuo de dejetos na area analisada.

Os esgotos sdo ricos em bactérias nocivas ao homem que, ao
entrarem em contato com o mar, sofrem morte gradual (CHAMBERLIN &
MITCHELL, 1978). Esse fato pode ndo ser verdade, pois ha evidéncias da
conservacdo da viabilidade de patégenos humanos dentro de ambientes
aquaticos, apesar da incapacidade de serem cultivados (POMMEPUY ef al.,
1992), permanecendo as células intactas, submetidas a morte gradual,
podendo reter plasmidios associados a viruléncia (BYRD & COLWELL, 1990) e
enteropatogenicidade (COLWELL ef al.,1985).

Segundo MARTINS et al. (1989), do ponto de vista da Saude
Publica, os aspectos sanitarios devem ser enfocados estudando-se o
comportamento dos indicadores de poluicdo de origem fecal, sendo os mais
comumente utilizados os coliformes, principalmente o grupo dos coliformes
termotolerantes e os estreptococos fecais.

O presente trabalho tem como objetivos: determinar a resisténcia de
Escherichia coli isolada de agua doce, inoculada em agua do mar e incubada a
temperatura ambiente(+ 30°C), através de contagens em temperaturas de 37°C
e 44,5°C.
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2 - MATERIAL E METODOS

2.1 — MATERIAL
2.1.1 — Coleta das Amostras

Foram isoladas 05 (cinco) cepas de Escherichia coli a partir de agua
coletada no rio Cocd, em dias diferentes, nas imedia¢cdes da favela Lagamar
(Figura 01), no periodo de maio a agosto de 2000.

Figura 01 — Ponto de coleta da agua no rio Coc6 para o isolamento de

Escherichia coli, proximo a favela do Lagamar, Fortaleza — CE.

A agua do rio foi coletada em frasco de boca esmerilhada,
previamente esterilizado, acondicionado em caixa térmica e transportada para
o laboratério. O intervalo entre a coleta e o inicio do experimento nao
ultrapassou o limite de uma hora.

A bactéria foi isolada utilizando-se a técnica da fermentagdo em

tubos multiplos, que consiste em quatro etapas: prova presuntiva, prova
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confirmatéria, prova completa e prova bioquimica conforme ilustrado no

fluxograma (Figura 02).
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Figura 02 — Fluxograma para identificacdo de Escherichia coli para as amostras de

agua coletadas na praia do Mucuripe em Fortaleza-CE.
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A agua do mar utilizada no experimento foi coletada na praia do
Mucuripe (Figura 03), também em frascos estéreis e transportados

rapidamente para o laboratorio.

Figura 03 — Ponto de coleta da agua do mar utilizada no experimento, na praia do
Mucuripe, Fortaleza — CE.

2.2 - METODOS

2.2.1 — Isolamento da Bactéria

2.2.1.1 — Prova Presuntiva

Esta prova constou da inoculagdo de uma aliquota de 1 mL das
amostras de agua do rio Coco, em tubos em ftriplicata, contendo o meio Caldo
Lauril Sulfato (Difco) e tubos de Durham invertidos. Em seguida, foram
incubados durante 48 horas a 35°C. Foram considerados positivos aqueles que
apresentaram turvacao e formacéo de bolhas de gas nos tubos de Duhram.




SILVA, A. I. M. Resisténcia de cepas de ... 7

2.2.1.2 — Prova Confirmatéria

Para a prova de confirmacéo foram retirados in6culos com o auxilio
de uma alga de niquel-cromo dos tubos positivos do teste anterior (Caldo Lauril
Sulfato — Difco), para a realizag&o da prova confirmatéria. Esses in6culos foram
semeados em caldo EC, e incubados em banho-maria Unitemp (FANEM) a
44,5°C por 24 horas.

Os tubos que apresentaram producdo de gas e turvacdo foram

considerados positivos para coliformes fecais.

2.2.1.3 — Prova Completa

A prova completa consistiu na semeadura, pelo método de
estriamento, com alca de niquel-cromo, em Agar Eosina Azul de Metileno —
EMB (Merck), a partir do inéculo dos tubos que apresentaram resultados
positivos no caldo EC. As placas foram incubadas a 35°C por 24 horas, para o
isolamento de colbnias tipicas de Escherichia coli, caracterizadas por
apresentarem diametro variando de 2 a 5 mm, centro negro com ou sem brilho
metélico esverdeado (MEHLMAN et al.,1984). Apds o periodo de incubacéo as
colénias isoladas foram estriadas em tubos de ensaio contendo Agar Triptona
Soja (TSA — Merck) inclinado e incubados em estufa, durante 24 horas a 35°C,

para posterior utilizag&o.

2.2.1.4 — Provas Bioquimicas

Para a identificacdo da bactéria fez-se uso de quatro provas
bioguimicas: Indol em agar SIM (Difco), Vermelho de Metila (VM) e Voges-
Proskauer (VP) em caldo MR-VP (Difco) e agar Citrato de Simmons (Difco). A
essas quatro provas da-se o nome de teste do IMViC (BIER, 1970).
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Do crescimento em meio TSA, foram retirados in6culos a fim de
serem semeados na bateria do IMViC e em seguida incubados a 35°C por 24

horas.

2.2.1.4.1 — Prova do Indol em Meio SIM

O meio SIM foi utilizado para verificar a motilidade do microrganismo
isolado, sua capacidade de producdo de H.S e de indol (SIQUEIRA, 1995). A
inoculacgéo foi feita com agulha de niguel-cromo, procedendo-se uma picada no
centro da coluna do meio de cultura. Apds 24 horas de incubacdo, foram
adicionados 0,2 mL do reativo de Kovac'’s (4-dimetilaminobenzaldeido) sobre o
meio, a fim de se verificar a presenga de indol (teste positivo) visualizado

através da formacéo de um anel vermelho na superficie do meio.

2.2.1.4.2 — Prova de VM

A prova de VM testa a habilidade da Escherichia coli em produzir
compostos acidos, no final da fermentacéo da glicose. Para a realizagéo da
prova, apés 24 horas de incubacéo, foram adicionadas ao meio, cinco gotas de
uma solucdo de vermelho de metila. A positividade & comprovada com a

mudanca de cor do meio de amarela para vermeiha.

2.2.1.4.3 — Prova do VP

A prova de VP tem como objetivo avaliar a habilidade de certos
microrganismos em produzirem um composto neutro, acetiimetilcarbinol,
durante a fermentacdo da glicose. A Escherichia coli apresenta-se negativa
para esse teste. Para cada cultura, incubada durante 24 horas, foram
adicionados 0,6 mL e 0,2 mL dos reagentes BARRIT | (a-naftol) e BARRIT I

(hidréxido de potassio 40%), respectivamente, para cada mL do meio. O
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aparecimento de uma coloracéo résea a partir da superficie até a parte inferior

do tubo indica um resultado positivo.
2.2.1.4.4 — Prova do Citrato

O Agar Citrato é utilizado para caracterizar microrganismos capazes
de utilizar o citrato como Unica fonte de carbono. A viragem da cor do meio de
verde para azul indica resultado positivo. A bactéria em estudo apresenta
resultado negativo para essa prova (SIQUEIRA, 1995).

Apds a obtencdo dos resultados dos testes do IMVIC, as cepas

foram identificadas e estriadas em agar TSA.
2.2.2 — Colimetria da Agua do Mar

A determinacdo da quantidade de coliformes fecais na agua do mar
antes de ser esterilizada foi feita através do método do COLILERT
(CERQUEIRA & MARTINS, 1993).

2.2.3 — Preparagéo da Amostra de Agua do Mar

A agua do mar foi esterilizada por filtragéo, utilizando-se membrana
Millipore 22u, com o auxilio de uma bomba de vacuo e distribuida em tubo
estéril, na quantidade de 10 mL. Amostras da agua do mar estéril foram
plaqueadas para se comprovar a eficiéncia da filtracdo. A agua do mar estéril
foi usada como controle dos experimentos, os quais constaram de cinco
repeticdes. Cada experimento era realizado com uma cepa de E. coli isolada

de amostras coletadas no mesmo lugar, em diferentes dias.
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2.2.4 — Preparacéo do Inéculo

Para a preparacdo do indculo, foi retirada uma algada do
crescimento puro da bactéria em agar TSA com algca de niquel-cromo e
inoculada em caldo TSB (Caldo Triptona Soja), onde a bactéria cresceu a 35°C

por 24 horas.
2.2.5 — Contagem de Escherichia coli

Para a contagem das bactérias crescidas em Plate Count Agar
(PCA) fez-se uso do método de Contagem Padrdo em Placas (CPP), segundo
SILVA et al. (1997).

2.2.6 — Contagem Padr&o em Placas — CPP

% Primeiro passo: diluicbes sucessivas a partir do tubo de TSB
(10" a 10®°) foram preparadas. A partir dai, porcdes de 1mL eram inoculadas
em Agar Plate Count (PCA), e depois incubadas em temperaturas diferentes de
37 e 44,5°C por 48 horas, onde ap0s esse tempo as placas eram contadas.
Esse passo € necessario para se determinar a quantidade de bactérias
inoculadas na agua do mar em estudo e para, no caso de sobrevivéncia,
acompanhar os numeros de suas células e relaciona-las com seu numero
inicial.

% Segundo passo: uma porgdo de 1 mL do crescimento em TSB foi
inoculada no tubo de agua do mar estéril. A partir da agua do mar inoculada e
incubada em temperatura ambiente, foram tomadas aliquotas em diferentes
tempos. Assim, o tempo imediatamente apds a inoculacéo foi chamado de Tp e
os posteriores por ordem, Ty, T2, Tos4, Tas, T72, T120, T144 € T1es. ASs amostras
foram tomadas em duplicatas, semeadas em PCA e incubadas em diferentes
temperaturas, de 37°C e 44,5°C (Figura 04).
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Sempre que se tomava uma aliquota se verificava a pureza das
cepas através do teste do IMVIiC e coloracéo de Gram. Essa era a garantia de
gue ndo estava havendo contaminagéo no material coletado.

Cepa de 4 Agua do mar
E coli esteril

4‘\ Agua do mar
% \ estéril (10 mi)

Agua do mar
inoculada

v
9588068

10 10

\
YN 1ml
PCA PCA

Figura 04 — Fluxograma do método de Contagem Padrédo em Placas (CPP)
aplicado para as contagens de Escherichia coli inoculadas nas
temperaturas de 37°C e 44,5°C em amostras de agua do mar
da praia do Mucuripe em Fortaleza-CE.
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os 05 (cinco) experimentos apresentaram variacoes
semelhantes no crescimento da Escherichia coli & temperatura de 37°C,
ocorrendo uma reducéo de células quando da adi¢do do inéculo em &gua do
mar, seguindo-se de um grande crescimento da bactéria na primeira e segunda
hora do inicio do experimento. O indculo inicial de 1 bilh&o de células/mL em 10
mL de agua do mar, passou para 100 milhées de UFC/mL, em func&o de sua
diluicdo. Neste tempo zero, imediatamente ap6s a inoculagéo, foi feita uma
contagem e a quantidade de células contadas em 37°C variou de 36 milhdes
(log = 7,56) a 64 milhdes (log = 7,81) UFC/mL, significando uma reducéo de 36
a 64% (Tabela |, Figura 05).

Nos periodos subsequientes (entre To e T24 ) observou-se novamente
um decréscimo no numero de bactérias. Os resultados seguintes mostraram-se
repetitivos em relagéo aos tempos (oscilagbes com acréscimos e decréscimos),
mas sempre com 0s picos de crescimento mais baixos em relagdo aos tempos
de contagem usados anteriormente (Tabela | , Figura 05).

GRIMES ef al. (1986) relatam a existéncia de enteropatogénicos que
sobrevivem na agua do mar por um longo periodo, atribuindo a isso o fato
dessas bactérias, que sdo Gram-negativas, entrarem em estado de laténcia
durante o qual, elas permanecem viaveis e potencialmente virulentas, contudo
nao culturaveis, quando emprega-se métodos bacterioldgicos convencionais.

Altas quantidades de coliformes estdo correlacionadas com altas
concentragdes de material organico. Consequientemente, ndo seria surpresa o
fato de nessas aguas, apesar de encontrarem-se esterilizadas, ter restado
ainda material organico, que de certa maneira pode ser utilizado como
substrato para o crescimento das bactérias. De acordo com MATES (1992), em
um experimento com agua do mar muito contaminada com coliformes, ocorreu
um grande aumento de Escherichia coli, mesmo quando a agua era estocada
em baixas temperaturas, sugerindo que seu crescimento era resultado da
grande quantidade de material organico presente na agua.
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A quantidade de coliformes fecais encontrada na amostra de agua

do mar foi de 2.300 UFC/ 100mL, o que caracteriza aguas improprias para
balneabilidade (CONAMA, 1986). O fato dessa contagem ter mostrado um
valor elevado de Escherichia coli possivelmente esta relacionado a riqueza da

amostra em material organico.

O fato de no final do experimento o numero absoluto da bactéria

ainda permanecer alto como foi visto na tabela I, ndo implica em afirmar que a

reducéo foi pequena pois isto em média, em termos percentuais representou

(33%), cifras bastante significativas.

Tabela | - Logaritmo do nimero de unidades formadoras de colénias
(UFC) de Escherichia coli, obtido através de Contagem
Padrdo em Placas das cepas inoculadas na agua do mar
em temperatura de 37°C.

Tempo (h) Amostra
1A 3A 1B 1D 2D
0 756 | 7,81 | 764 | 768 | 7,76
1 7,98 | .54 | 757 | 753 | 81f
2 8,18 | 8,27 | 8,44 | 8,44 | 8,18
24 .93 | 1,76 | 1,92 | 7,90 | 7.B8
48 749 | 764 | 788 | 7,83 | 7,83
72 8,186 | 794 | £,96 | 7,96 | 8,20
96 771 | 743 | 768 | 7,58 | 7,84
120 .09 | .79 | .89 | 80F | 817
144 81| 748 | £,83 | 6,87 | 1,51
168 7,92 | 784 | £,87 | .54 | £.57

Observacdo: o indculo inicial foi de 166 x 10° (log = 11,22 UFC/ mL)
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Figura 05 — Logaritmo do numero de unidades formadoras de colnias de Escherichia coli, obtido através

de Contagem Padrdo em Placas das cepas inoculadas na agua do mar em temperatura de
< 4

Obs.T, é referente ao indculo inicial de 10°
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Semelhante ao experimento anterior, onde as incubacbes para
contagem foram feitas na temperatura de 37°C, o segundo experimento, a
temperatura de 44,5°C também ocorreu um grande decréscimo no numero de
células no momento da inoculacéo.

Na primeira hora do experimento a Escherichia coli apresentou um
crescimento elevado, tornando a decrescer durante a segunda hora do
experimento. Nos periodos de T a T4 0 numero de células cresceu,
declinando novamente no periodo de T2, sofrendo variagdo na quantidade de
células nos periodos de Tgs @ T120 horas. No final dos experimentos (T144 © T1es

horas), o nimero de bactérias permaneceu constante (Tabela i, Figura 06).

Tabela Il — Logaritmo do numero de unidades formadoras de
coldénias de Escherichia coli, obtido através de
Contagem Padréo em Placas das cepas inoculadas
na agua do mar em temperatura de 44,5° C.

Tempo (h) - Amostras
1A 3A 1B 1D 2D

0 7,58 7,84 {62 7,63 7,76
1 8,31 8,33 8,31 8,32 8,33
2 7,48 7,9 7,49 7,54 7,49
24 7,56 8,08 7,57 7,57 8,24
48 8,03 8,41 8,03 8,06 8,35
72 7,81 8,08 7,81 L5kl 7,81
96 7,54 7,99 796 7,51 7,56

120 7,90 7,83 7,89 7,89 7,80
144 7,54 7,51 7,54 7,593 7,52
168 7,48 7,49 7,51 7,56 7,56

Observagdo: o indculo inicial foi de 166 x 10° (log = 11,22 UFC/mL)
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Um dos fatores limitantes ao crescimento da Escherichia coli é a
temperatura, tanto elevada, acima de 44,5°C (HAGLER & HAGLER, 1988),
como baixa, abaixo de 25°C (PELCZAR et al, 1996), enquanto que para
GAMESON & GOULD (1975), em observacdes anteriores, constataram que
como fator limitante € mais importante a presenca ou auséncia de luz para o
crescimento da Escherichia coli, do que variagdes de temperatura.

O que se observou em todo o experimento é que o sal pode néo ser
propriamente o unico fator com efeito deletério sobre a célula, mas que um ou
mais fatores fisicos presentes no ambiente, e que ndo foram reproduzidos em
laboratorio, podem ter mais importancia letal sobre a Escherichia coli.
POMMEPUY ef al. (1996), em estudos sobre a viabilidade de células de
Escherichia coli expostas a agua do mar e ao sol, concluiram que, quando as
contagens eram feitas em placas que haviam sido incubadas no escuro, o
numero da bactéria n&o decrescia tanto, quanto quando elas eram incubadas e
expostas a luz do sol.

Nossos experimentos foram feitos sob luz de laboratério, a qual néo
tem a penetracéo de um raio ultra violeta do ambiente, razdo porque a reducéo
do numero de bactérias no final do experimento ndo foi da grandeza
encontrada em literaturas afins (POMMEPUY ef al., 1996).

BARCINA ef al. (1990) observaram menores decréscimos nos
numeros de UFC de Escherichia coli inoculadas em agua doce iluminada, do
gue essas mesmas culturas cultivadas em agua marinha exposta a luz.

Halotoleréncia de Escherichia coli e reducdo da penetracéo da luz
quando matéria particulada esta presente tem sido mostrado, ser responsavel
pela continuidade da culturabilidade das células por dias, semanas ou mais
tempo (POMMEPUY ef al., 1990; POMMEPUY et al. ,1992)
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4 — CONCLUSOES

— As temperaturas de 37°C e 44,5°C, no To houve uma redugdo no
numero de Escherichia coli de 31,6% e 31,4%, respectivamente, entre as

amostras.

—No intervalo de To a T144 & temperatura de 37°C, a Escherichia coli
obteve picos de crescimento, tendo sido o maior valor observado no T, com

8,30 ciclos logaritmicos.

— No intervalo de Ty a T4 & temperatura de 44,5°C, a Escherichia
coli obteve picos de crescimento, tendo sido o maior valor observado no T4

com 8,32 ciclos logaritmicos.

— A amostra 2D a temperatura de 37°C apresentou maior indice de
variacdo em seus picos de crescimento (Tq ,T2, T72 € Ti20), seguido das
amostras 1A (T2 e T2), 1D (T2e T10) e 3A e 1B (T2 ).

— A amostra 3A a temperatura de 44,5°C apresentou maior indice de
variagdo em seus picos de crescimento (T ,T2s, Tss € T72), seguido das
amostras 2D (T1 ,Tzs € Tag), 1A, 1B e 1D (T1 e Tag).

— No tempo Ties Observou-se que a bactéria ainda resistia embora

sem nenhum crescimento em ambas as temperaturas.
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