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RESUMO

Foram realizados cinco experimentos, para se investigar a resisténcia de cinco cepas de Escherichia coli isoladas das
dguas do rio Cocé e inoculadas em dgua do mar estocada em laboratério, em temperatura ambiente. Aliquotas eram
retiradas do meio e as cepas eram cultivadas em temperatura de 37 e 44,5 °C. O indculo inicial (Ti) para os experimentos
foi de 166 x 10° UFC/ml. A duragio de cada experimento foi de 168 h. Foram feitas contagens das células resistentes
em tempos diferentes , através do teste de CCP, em PCA, nos tempos 0 (T ), momento em que o indculo era introduzido
na dgua do mar, T1, T2, Taa, T2, T120 € T1ss. Até 168 h dos experimentos as células ndo tinham sido eliminadas completamente,
havendo picos de crescimento nos tempos iniciais. Ndo houve diferenga significativa (a = 0,05) entre os experimentos,
considerando que as cepas foram isoladas do mesmo local e submetidas as mesmas condigdes de laboratorio. Talvez outros
fatores, tais como raios UV, sejam mais deletérios para a célula, do que somente o sal.
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ABSTRACT

Five experiments were carried out in order to investigate the resistance of Escherichia coli strains isolated from Cocé
River and inoculated in sea water, stored in laboratory at environmental temperature. The strains of E. coli were incubated
at 37 and 44.5 °C. The initial inocule (Ti) was of 166 x 10° CFU/ml. The time of each experiment was 168 h. Sea water
resistant strains were counted at T, (time which the inocule was introduced into the sea water), T1, To, Tos, Tr2o and T .
Up to 168 h, for all experiments, it was possible to detect viable strains of E. coli. There was no statistically significantly
difference (o0 = 0.05) between experiments, considering the strains were isolated from the same place and were treated
on the same manner. Other factors, such as UV rays, may be more deleterious to the cell than salt concentration in sea
water itself.
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INTRODUCAO

Em cidades litoraneas, grande parte das aguas
servidas quer de origem doméstica, hospitalar ou
industrial sdo langadas em sistemas fechados ou aber-
tos, tratadas ou ndo, tendo como condutor corpos
aquaticos: rios, riachos e como receptor final, o mar
(Perry & Staley, 1997). O mar recebe todos os anos
grandes volumes de esgotos despejados por emissari-
os submarinos em suas dguas. O resultado é oacimulo
de poluentes nas regides costeiras, prejudicando o
lazer de quem as usufrui e tornando-as potencial-
mente perigosa para os habitantes de suas cercanias.
Os esgotos sdo ricos em bactérias nocivas ao homem
as quais, ao entrarem em contato com o mar, sofrem
morte gradual (Chamberlin, 1978). Esse fato pode
ndo ser verdade, uma vez que hd evidéncias da con-
servacado da viabilidade de patégenos humanos den-
tro de ambientes aquaticos, apesar da incapacidade
de serem cultivados (Pommepuy, 1992; Vieira, 1998),
permanecendo as células intactas, submetidas & morte
gradual, podendo reter plasmidios associados a viru-
léncia (Byrd, 1990) e enteropatogenicidade (Colwell,
1985). Como a morte dos patdgenos nédo é imediata
haverd um certo tempo em que eles estariam em
plenas condi¢des para contaminar os usudrios e até
mesmo a biota existente em seu redor.

Por ser uma bactéria de origem fecal, a
Escherichia coli é um dos patégenos de maior impor-
tancia nos estudos onde se deseja constatar contami-
nagdo por esgotos. Todavia a semelhanca, das demais
bactérias, ela necessita de condi¢des favoraveis para
se desenvolver. A dgua do mar, devido a grande
concentragdo de sais, pode funcionar como um fator
limitante para a multiplicacdo da E. coli aliado a
outros fatores, tais como a temperatura, radiagéo e
competi¢do com outros seres vivos.

O presente trabalho tem como objetivos: de-
terminar a resisténcia de E. coli isolada de agua doce,
inoculada em dgua do mar e incubada a temperatura
ambiente (£30 °C), através de contagens em tempera-
turas de 37 °C e 44,5 °C.

MATERIAL E METODOS

Amostragem

Foram isoladas 05 cepas de Escherichia coli a
partir de amostras de dgua coletada no rio Cocé, em
ocasides distintas, nas imedia¢des da favela Lagamar,
Fortaleza, Ceard, no periodo de maio a agosto de
2000, em dias diferentes.
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A 4gua do rio foi coletada em frasco de boca
esmerilhada, previamente esterilizado, acondiciona-
do em caixa térmica e transportado para o laboraté-
rio. O intervalo entre a coleta e o inicio do experimento
néo ultrapassou o limite de uma hora.

A bactéria foi isolada utilizando-se a técnica
da fermentagdo em tubos miltiplos de acordo com
Mehlman et al. (1984). Na sua identificagdo foram
usados o teste IMVIC: Indol em &gar SIM (Difco),
Vermelho de Metila (VM) e Voges-Proskauer (VP) em
caldo MR-VP (Difco) e agar Citrato de Simmons
(Difco). Depois da caracterizagdo da E. coli, as cepas
puras foram mantidas em TSA, a temperatura ambi-
ente e ao abrigo da luz, onde permaneceram até sua
utilizagao.

Preparacao da amostra

A &gua do mar, utilizada no experimento foi
coletada em becker, em profundidade de cerca de 50
c¢m , na praia do Mucuripe, municipio de Fortaleza,
em frascos estéreis e transportada rapidamente para
o laboratério onde foi esterilizada por filtracdo, atra-
vés de membrana Millipore 22|, e distribuida em
aliquotas de 10 ml, em tubos. Sua salinidade foi medi-
da em refratdmetro para salinidade, marca Aquatic
da Eco-System segundo Littlepage (1999). Uma vez,
as amostras filtradas, aliquotas foram retiradas dos
tubos e plaqueadas para comprovagdo da esterilida-
de e, posteriormente, foram usadas para controle dos
experimentos, os quais constaram de cinco repeti-
¢des. Cada experimento era realizado com uma cepa
de E. coli isolada de amostras coletadas no mesmo
lugar, em diferentes dias.

Preparacao do inéculo e contagem de
Escherichia coli

A partir do crescimento de 24h a 35°C em
caldo TSB, foram realizadas duas experiéncias: 1 -
Inoculando 1 ml das culturas em 10ml de 4gua do mar
esterilizada; 2- Determinando o nimero de bactérias
vidveis, visando obter a concentracdo bacteriana a
ser empregada como indculo de referéncia (Ti). Em
ambos os casos, foram retiradas aliquotas (da d4gua do
mar que seria o in6culo do experimento e do tubo de
dgua ja inoculado), diluidas e plaqueadas em Agar
Plate Count (PCA). Nas duas estimativas, tanto do
in6culo da dgua do mar, quanto do monitoramento
da resisténcia da bactéria, utilizou-se o método de
Contagem Padrdo em Placas (CPP) (Silva et al., 1997).

As placas de PCA das amostras, em duplica-
ta, eram incubadas em temperaturas diferentes (37 e
44,5 °C) por 48h. Apos este tempo foram entdo conta-



das. Assim, o tempo (h) imediatamente apds a
inoculagdo foi chamado de T, e os posteriores, por
ordem: T,T,T,,T " T, Tm, T,.eT, . Os experimen-
tos, em nidmero de cinco, constaram da monitoragao
da resisténcia das células em dgua do mar. Cada
experimento durou 168 horas.

A pureza das cepas de E. coli, durante todos os
experimentos, era confirmada através do teste do

IMViC e da coloracgdo de Gram.
Analise estatistica

A andlise de variancia unifatorial foi aplica-
da aos dados de logaritmo decimal do ntmero de
Unidades Formadoras de Colonias de E. coli, obtido
através de Contagem Padrdo em Placas das cepas
inoculadas em 4gua do mar as temperaturas de 37 °C
e 44,5 °C, para um nivel de significincia O = 0,05. No
caso de rejeicdo da hipdtese de nulidade, foi aplicado
o teste de Tukey para comparagdo das médias duas a
duas (Montgomery, 1976; Centeno, 1999).

O trabalho foi realizado em laboratério onde as
condicbes para os tratamentos foram uniformes. Neste
caso é justificavel a utilizagdo da andlise de varidncia
para experimentos inteiramente casualizados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os cinco experimentos apresentaram
resultados semelhantes quanto a resisténcia da
Escherichia coli a agua do mar, quando cultivadas a
temperatura de 37 °C (Tabela I). Na mesma tabela é
possivel se visualizar a redugédo de células quando da
adi¢do do indculo em 4gua do mar, seguindo-se de um

grande aumento da bactéria na segunda hora do
inicio do experimento, sendo que a cepa 2D aumen-
tou a partir da primeira hora. A 4gua do mar onde a
cultura foi inoculada apresentou uma salinidade de
37°/ .- Segundo Hagler & Hagler (1988), para a mai-
oria das bactérias entéricas, a 4gua do mar é toéxica. A
populagdo de E. coli, por exemplo, é 90% eliminada
em poucas horas ou poucos minutos, dependendo de
varios fatores ambientais.

Tabelal-Contagem Padrdo em Placas (CPP) das cepas de Escherichia
coli inoculadas em agua do mar a 37 °C.(x 10%*UFC/ml).

Amostras Tempo (h)
0 | 1| 2 |24|48 |72 |96 |120|144|168
14 36 |38 |152| 34 | 31 [142| 51 | 61 | 32 | 33
34 64 | 35 [186| 57 | 44 | 87 | 27 | 62 | 31 | 44

1B 44 | 37 |278| 84 | 76 | 92 | 48 | 98 | 34 | 37

1D 48 | 34 |273| 79 | 67 | 92 | 38 |118| 37 | 35

2D 58 | 148 (153 | 75 | 68 |160| 69 |149| 32 | 37

Observagido: indculo inicial foi de 166 bilhdes de UFC/ml.

O indéculo inicial de 166 bilhdes de UFC/ml de
E. coli , quando diluido em 10 ml de 4gua do mar,
passou para 166 milhdes de UFC/ml. Na contagem,
logo ap6s a inoculagdo, a quantidade de células medi-
das em 37°C variou de 36 a 64 milhdes UFC/ml,
significando uma redugéo de 78 a 61%. Nos periodos
subseqiientes (entre 1 e 24h) observou-se novamente
um decréscimo no nimero de bactérias (Figura 1) e os
resultados subseqiientes mostraram-se repetitivos em

Log do No. de UFC/mL de agua do mar

Tempo(h)

72 96 120 144 168

Figura 1 - Contagem Padrdo em Placas das Cepas de Escherichia coli na d4gua do mar, em

temperatura de 44,5°C.
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relagdo aos tempos, com acréscimos e decréscimos,
mas sempre com os picos de crescimento mais baixos
em rela¢do aos tempos de contagem iniciais (Tabela I;
Figura 1).

Grimes (1986) relata a existéncia de entero-
patégenos que sobrevivem na dgua do mar por um
longo periodo atribuindo a isso o fato dessas bactéri-
as, que sao Gram—negativas, entrarem em estado de
laténcia durante o qual elas permanecem viaveis e
potencialmente virulentas.

O elevado ntmero de coliformes esta correla-
cionado a um maior nivel de concentragdo de mate-
rial orgédnico. Conseqiientemente, ndo seria surpresa
o fato de as dguas do mar, na qual se cultivou a
bactéria, mesmo depois da filtragdo, ainda conterem
material organico, sob a forma solubilizada, o que de
certa maneira, pode ser utilizado como substrato
para o crescimento da bactéria. Mates (1992) relatou
que em experimento com dgua do mar muito conta-
minada com coliformes, ocorreu um grande aumento
de E. coli, mesmo quando a 4gua era estocada em
baixas temperaturas, sugerindo que seu crescimento
era resultado da grande quantidade de material orga-
nico presente na agua.

O fato de no final do experimento o nimero
absoluto da bactéria ainda permanecer alto (Tabela I)
ndo implica em afirmar que a reducdo foi pequena
pois em termos percentuais representou 33% do
in6culo inicial, cifra bastante significativa.

Semelhante ao experimento anterior, onde as
incubagdes para contagem foram feitas a temperatu-
ra de 37 °C, o segundo experimento a 44,5 °C também
apresentou um grande decréscimo no nimero de
células no momento da inoculagdo (Figura 2). Na

primeira hora do experimento a bactéria apresentou
um crescimento elevado; tornando a decrescer du-
rante a segunda hora do experimento. No periodo de
24 a 48h o nuimero de células cresceu, declinando
novamente no tempo de 72h; sofrendo variagdo na
quantidade de células nos periodos de 96 a 120h. No
final dos experimentos (144 e 168h), o ntimero de
bactérias permaneceu constante (Tabela II, Figura 2).

TabelaIl-Contagem PadridoemPlacas (CPP) das cepas de Escherichia
coli inoculadas em agua do mar a 44,5°C (x10%UFC/ml).

Amostras Tempo (h)

0 1 2 | 24|48 |72 |96 120|144 |168

1A 36 120230 | 36 {106 | 65 | 35 | 79 | 35 | 30

3A 64 |214| 61 | 120 256|121 | 39 | 68 | 32 | 31

1B 44 1203 | 31 | 37 {107 | 64 | 36 | 78 | 35 | 32

1D 48 (209| 35 | 37 |114 | 59 | 32 | 78 | 34 | 36

2D 58 |214| 31 |1721225| 65 | 36 | 63 | 33 | 36

Observagio: indculo inicial foi de 166 bilhdes de UFC/ml.

A anélise de varidncia, ao nivel de 5% de
significancia, mostrou que ndo houve diferenca sig-
nificativa para os dados de logaritmo decimal do
nimero de Unidades Formadoras de Colénias de E.
coli, obtidos através de Contagem Padrdo em Placas
das cepas inoculadas em dgua do mar as temperatu-
ras de 37 °C e de 44,5 °C (Tabela III). Isto se deve ao
fato de que as cepas foram isoladas do mesmo local e
submetidas as mesmas condi¢des de laboratério.
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Figura 2 - Contagem Padrdo em Placas das Cepas de Escherichia coli na 4gua do mar, em

temperatura de 44,5°C.
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Tabela III — Anélise de Variancia dos dados de logaritmo decimal
dontimero de Unidades Formadoras de Colonias de Escherichia coli,
obtidos através de Contagem Padrdo em Placas das cepas inocula-
das na dgua do mar as temperaturas de 37 °C e de 44,5 °C.

Fonte de 37 °C 445 °C
Variacdo | GL QM F GL OM F
Entre 4 0,067 0,930 | 4 0,060 0,667
Dentro | 45 0,072 45 0,090

Observacido: ns = diferenga estatisticamente néo-significante.

Um fator limitante ao crescimento da E. coli é
a temperatura, tanto elevada (acima de 44,5 °C) como
baixa (abaixo de 25 °C) (Pelczar et al., 1996). Gameson
& Gould (1975), ao contrario, ja tinham observado
que € mais importante como fator limitante a pre-
senga ou auséncia de luz para o crescimento da E. coli,
do que variagdes de temperatura.

O que se observou em todo o experimento é
que o sal, pode ndo ser o dnico fator com efeito
deletério sobre a bactéria, mas que mais fatores fisi-
cos presentes no ambiente, e que ndo foram reprodu-
zidos em laboratério, podem ter mais importancia
letal sobre a E .coli. Pommepuy et al. (1996), em estu-
dos sobre a viabilidade de células de E. coli expostas a
dgua do mar no sol e no escuro, concluiram que,
quando as contagens eram feitas em placas que havi-
am sido incubadas no escuro, o nimero da bactéria
ndo decrescia tanto quanto quando elas eram incuba-
das e expostas a luz solar.

Nossos experimentos foram feitos sob luz de
laboratério, onde os efeitos de raios ultra violeta po-
dem ser minimizados, razdo pela qual a reducdo do
nimero de bactérias no final do experimento néo foi
da grandeza encontrada em outros trabalhos seme-
lhantes (Pommepuy et al., 1996).

Barcina et al. (1990) observaram menores
decréscimos nos nimeros de UFC de E. coli inocula-
das em agua doce iluminada, do que essas mesmas
culturas cultivadas em dgua marinha expostas a luz.

Halotolerancia de E. coli e redugdo da pene-
tracdo da luz, quando matéria particulada esta pre-
sente, tém sido apontados como responsaveis pela
sobrevivéncia do microrganismo por dias, semanas
ou mais tempo (Pommepuy et al., 1990; Pommepuy
et al., 1992).

O cotejamento dos nossos dados com outros
apresentados nas bibliografias citadas, sugere que os
sais e a luz sdo decisivos na viabilidade da E. coli , sem
entretanto, identificar o mais deletério a bactéria.
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Davies & Evison (1991) afirmam que varios fatores
podem causar o decréscimo do ntimero de bactérias
entéricas presentes em aguas ambientais incluindo
sedimentagdo, predacéo, luz solar, temperatura, sali-
nidade e deficiéncias nutritivas. Segundo Cabelli
(1981), a aparente morte em massa dos coliformes em
ambientes marinhos pode estar ligada ao fato da sua
quantidade ser menor quando comparada a de bacté-
rias patogenas e virus no mar.

Todos estes trabalhos ndo consideraram a
matéria organica que permanece na agua do mar
utilizada nos experimentos e que pode ter um papel
relevante na sobrevivéncia da E. coli, provavelmente,
atenuando os efeitos nocivos do sal e da luz.

Concluimos que, no nosso experimento, ce-
pas de bactéria E. coli plaqueadas em PCA e incuba-
das a 37 °C e a 44,5 °C por 48h, apresentaram, ndo s6
resisténcia, mas também crescimento em adgua do
mar, por mais de uma semana, quando estocada em
temperatura ambiente em laboratorio.
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