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CRESCIMENTO NA ELABORACAO DO PROCEDIMENTO PARA O ESTUDO DA RADIACAO
NAO-IONIZANTE SOBRE A BACTERIA ESCHERICHIA COLI
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RESUMO

Em um estudo do crescimento bacteriano existe a necessidade de se cultivar, em condi¢des de
ambiente, meio de cultura, quimicas e fisicas variaveis, como as fontes de nutrientes, osmolaridade,
auséncia ou presenca de oxigénio e temperatura encubatéria.A comparagao entre graficos e planilhas
serve de subsidio para elaboragéo de hipdteses sobre o comportamento do crescimento da bactéria,
dos valores de resisténcia e temperatura analisados

Palavras-chave: Escherichia coli, Radiacdo Nao-lonizante, curva de crescimento bacteriano

THE IMPORTANCE OF CREATING AN LABORATORY AND GROWTH CURVES FOR AN
ELABORATION OF A PROCEDURE FOR THE STUDY OF NON-IONIZING RADIATION AT THE
ESCHERICHIA COLI BACTERIA.

ABSTRACT

In a study of bacterial growth there is the necessity of cultivating, in environment conditions,
culture environment, chemicals e physicals varieties, as nutrients provident, osmolarity, situation of
oxygen and temperature of incubator. The study between graphics is great for elaboration of
hypothesis over the behavior of the bacterial growth, resistance values and temperature annualized.
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INTRODUGAO

Para a elaboracéo do procedimento para o estudo da radiagdo ndo-ionizante sobre a bactéria E. coli é
necessaria a montagem de um laboratério com materiais e equipamentos especificos. Curvas de
crescimento em condi¢gdes normais e especificas sao indispensaveis para que se possa fazer a comparagao
com a curva criada posteriormente a radiagdo da amostra.

Em um estudo do crescimento bacteriano existe a necessidade de se cultivar, em condi¢cdes de
ambiente, meio de cultura, quimicas e fisicas variaveis, essas como as fontes de nutrientes, osmolaridade,
auséncia ou presenga de oxigénio e temperatura encubatoria.

Uma das maneiras mais comuns de se abordar o estudo de crescimento bacteriano é a obtengao de
curvas de crescimento. Sao representacdes graficas do aumento do numero de individuos por um
determinado periodo de tempo. Uma linha passando pelos pontos do grafico se torna uma curva
exponencial e cada ponto dessa linha representa o numero tedrico de células, em um determinado tempo.

Levando em consideracdo os ambientes naturais e também as condigbes experimentais, a
disponibilidade limitada de nutrientes, algum fator desfavoravel em um determinado momento, qualquer
nutriente essencial que se torne escasso, acumulo de produtos téxicos do metabolismo e concentracdes
inibitérias, limitagdes do espago, quaisquer dessas situagdes, em conjunto ou isoladamente, inibem a
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divisdo celular, causando um declinio no numero de células viaveis na populacdo até que se extingam
completamente.

E muito importante a elaboragdo de um laboratério para eficiente manipulagéo da bactéria Escherichia
coli para estudo dos possiveis efeitos da radiacdo nao-ionizante (RNI) sobre a colénia de bactérias.
Diversos materiais e instrumentos sao necessarios para que se mantenham ambiente e condigbes
adequadas para tal manipulagdo. Materiais como Erlemeyer, estantes e suportes de tubo, laminas de
microscopia, tubos de ensaio, pipetas e autoclave s&do essenciais para guardar, transportar, diluir,
armazenar e analisar os meios de cultura, cepas e colbnias. Balangas de precisdo e uma balanga digital sao
fundamentais para preparagédo dos meios de cultura de maneira 6tima para cultivo da bactéria, pois o meio
utilizado deve ser diluido em agua destilada, e posteriormente esse meio é esterilizado em autoclave,
esperando assim que a bactéria cultivada seja o Unico organismo existente na amostra preparada. O relégio
de tempo tem como fungéo a medi¢cdo do tempo para esterilizagao efetiva dos materiais e meio de cultura,
fazer medicdes e analises a cada trinta minutos, durante as oito horas pesquisadas em todas as placas
Petri. Luvas, mascaras e gaze devem ser utilizadas para protecdo dos estudantes e orientadores, assim
como para evitar contaminagdo das amostras e materiais. Um contador de colénias € indispensavel para se
fazer fotografias das placas Petri que posteriormente serdo contadas por método visual humano e pelo
programa criado e analisado neste mesmo projeto como um dos objetivos.

O correto funcionamento dos equipamentos hidraulicos, mecanicos e eletrénicos € indispensavel para
eficiente esterilizacdo, contagem, pesagem, diluicdo, preparo e registro dos dados relacionados ao meio de
cultura, materiais, colénias e extratos relacionados a este experimento.

A manutengdo desses materiais como autoclave, balangas, contador de coldénias, maquina fotografica e
termdmetro digital, estufas e a garantia da integridade da vidraria foi acompanhada ao longo de todo o
procedimento. Reparos na afiagdo, trocas de borrachas vedantes, limpeza dos pratos das balangas,
reinicializacdo dos termdémetros, troca da Idmpada do contador de colénia sdo alguns dos procedimentos
realizados para que se mantenha a qualidade do experimento.

A coleta dos dados ao final de cada dia, temperatura, numero de colénias, umidade, resisténcia, € muito
importante, pois é a partir desses numeros que os resultados do trabalho sédo obtidos e analisados. Sugere-
se que esses dados sejam registrados com caneta em papel, para evitar efeitos negativos que uma queda
de energia poderia causar no caso de se usar um computador eletronico. Posteriormente esses dados séo
passados para um programa de computador capaz de elaborar planilhas e graficos.

A comparacao entre graficos e planilhas serve de subsidio para elaboracdo de hipdteses sobre o
comportamento do crescimento da bactéria, dos valores de resisténcia e temperatura analisados.

Grupos de estudo e analise devem ser formados para se encontrar um melhor procedimento para
realizacdo das medidas de RNI sobre a bactéria E. coli.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Radiagdo N&o-lonizante localizado no Centro de
Ciéncias Bioldgicas e da Saude da Universidade Federal de Campina Grande — PB.

Material

Foram utilizados no LabRNI os seguintes materiais:

e Vidrarias (tubos de ensaio, béqueres, pipetas, baquetas, Erlemeyer)
e Estufa;

e Autoclave Phoenix;

e Banho-maria;

e Pipeta automatica 50p¢;

e Meio de cultura TSB* e EMBS;

e  Multimetro

o Balanga de preciséao;

e Incinerador;

[ ]

Termbmetro eletrénico;

4TSB - Triptona Soja Caldo— usado para crescimento de bactérias em geral, inclusive pneumococos.

5 EMB — Eosina Azul de Metileno Agar - meio para isolamento e identificagdo de coliformes e outras enterobactérias.
Permite diferenciar microrganismos que fermentam a lactose ou a sacarose, dos microrganismos néo fermentadores.
Os microrganismos lactose (+) e/ou sacarose (+) produzem colbnias violeta escuro por acidificagdo do meio, que podem
ser acompanhadas de um reflexo metalico. Os microrganismos nido fermentadores produzem colbnias incolores ou
ligeiramente rosa. A presenca de dois corantes inibe o crescimento de bactérias Gram-positivas.



Termdmetro a laser;

Termdmetro de bulbo

Extrator de amostra;

Contador de colbénias (UFC) Phoenix;

Camera fotografica digital Cannon 5Mpixel;

Luvas de procedimento, mascaras;

Agua destilada;

Geladeiras;

Estantes e suportes de tubo;

Desinfetantes;

Cepas controle L/B liofilizadas de Escherichia coli derivada ATCC 25922;
Placas de Petri pequenas (20ml) e grandes (150ml)

Procedimento de preparacgao e utilizagiao do TSB

Para garantir a existéncia de apenas a E. coli nas cepas a serem desenvolvidas, utilizar-se da Técnica
do Enriquecimento. Esta € uma interfase até se chegar a fase onde realmente se realiza a contagem das
colbnias. Para isto, prepara-se o meio de cultura com TSB, que € um meio para crescimento ndo seletivo de
outros microrganismos, da seguinte forma:

e Esteriliza-se um aparelho de tenho volume de 1000 ml, além de outros auxiliares (pipeta, bastao,
etc.);

e Calcula-se a massa para o volume desejado e, utilizando uma balanga de preciséo, de preferéncia
sempre a mesma do inicio ao fim do experimento, tira-se a massa necessaria do recipiente do TSB
do LabRNI.

e De posse desta massa, ela deve ser bem diluida em agua destilada nova, de forma a solugéo torna-
se visivelmente homogénea. No experimento, a expectativa que devem ser utilizados 500 ml por
semana de cultura TSB;

e Leva-se a solugdo a autoclave conforme descrito no subitem Preparagao do Meio de Cultura TSB
do item 2.5.1;

e Apo0s retira-lo da autoclave, tamponar com papel aluminio e deixar em temperatura ambiente. Com
padronizacdo deste experimento, a cultura s6 pode ser utilizada quando estiver em temperatura
ambiente.

A partir deste ponto, passa-se a preparar o caldo com TSB. O seguinte procedimento deve ser
realizado:

e Coloca-se 10 ml do TSB em um tubo de ensaio;

¢ No mesmo tubo e utilizando uma pipeta automatica, acrescenta-se 50 uf de solugdo contendo a
cepas controle E. coli, realizando a homogeneizag&o®;

e Prepara-se 7 tubos de ensaio (sete matrizes para diluigcbes) dessa mesma maneira;

e Os tubos devem ser fechados, enumerados e levados para a estufa a (37+1) °C por, no minimo, 12
h, até o inicio da turvagao’.

Procedimento de Diluigao

Inicialmente, sete tubos de ensaio com o preparado de TSB e E. coli foram denominados matrizes.
Utilizou-se 100 u{ da solugéo do tubo 1 (matriz) para o procedimento de diluigdo que constituiu-se de:

e tubo 1.1 (100 pf da solugado matriz + 9ml de soro fisiologico)
e tubo 1.2 (100 pf da solugao 1.1 + 9ml de soro fisioldgico)
e tubo 1.3 (100 pf da solugao 1.2 + 9ml de soro fisioldgico)

6 A homogeneizacéo é realizada com movimentos suaves em forma de oito (cerca de 20 vezes)

7 A escala de Mac Farland consiste na aferigdo indireta de uma suspenséo bacteriana pelo seu grau de turvacédo
(turbidimetria), ou melhor, pela capacidade de disperséo da luz. Na pratica, € de uso corrente 0 emprego de uma escala
visual de turvagao obtida pela mistura de quantidades variaveis de uma solugao de cloreto de bario a 1% e de acido
sulfarico a 1%. Normalmente, considera-se que o tubo nimero 1 da escala de Mac Farland corresponda a uma amostra
com 300.000 bactérias por mililitro.



e tubo 1.4 (100 pf da solugdo 1.3 + 9ml de soro fisioldgico)
e tubo 1.5 (100 pf da solugao 1.4 + 9ml de soro fisioldgico)
e tubo 1.6 (100 pf da solugao 1.5 + 9ml de soro fisioldgico)

Procedimento de preparagao e utilizagido do EMB

Antes de iniciar o procedimento de semeadura das bactérias, € necessario a preparagao do meio de
cultura EMB, o qual é especifico para a E. coli gram negativa. Para isto, seguem-se as operagoées:

e Esteriliza-se um aparelho de tenho volume de 1000 ml, além de outros auxiliares (pipeta, bastao,
etc.);

e Calcula-se a massa para o volume desejado para semeadura (3,6g para cada 100ml de agua
destilada), utilizando-se uma balanga de precisdo (sempre a mesma do inicio ao fim do
experimento) tira-se a massa necessaria do recipiente do EMB do LabRNI.

e Leva-se a solugdo a autoclave e quando atingida a temperatura de 120°C, deve-se esperar 15
minutos para desligar o aparelho;

e ApoOs retira-la da autoclave, deve-se tamponar com papel aluminio e deixar em temperatura
ambiente.

Técnica de Semeadura em Superficie

e Coloca-se o caldo do EMB na placa de Petri pequena, de forma a preencher toda a superficie (20
ml);

e 50 it da amostra diluida foram colocados na superficie do caldo, utilizando-se pipeta automatica,
sendo o espalhamento superficial;

e As placas de Petri devem ser fechadas, enumeradas na tampa e levadas para a estufa a (37+1) °C,
sendo mantidas, por 10 horas, para desenvolvimento das Unidades Formadoras de Coldnias (UFC).

Medidas ambientais

Antes de iniciar as medidas de impedancia a cada hora, foram registradas as temperaturas
ambiente e umidade relativa do ar (maximas e minimas); temperatura da estufa (verificada por meio de
termdmetro de bulbo) e temperatura das amostras (por meio de termémetro a laser).

Medida de impedancia® das cepas

Para a realizagdo desta medida foi utilizado um multimetro. As pontas do instrumento devem ser
introduzidas na cepa, sendo realizadas medidas nas posigdes conforme a figura 1. Considerando
primeiramente o eixo das ordenadas na figura, as trés primeiras medidas s&o os pontos em vermelhos. A
primeira medida sdo nos dois pontos mais externos caminhando para o centro da placa de Petri. Estes
pontos estdo equidistantes, sendo os dois mais externos na borda interna da placa. A distancia entre os
pontos é de 2,0 cm, contando da borda para o centro. A medida na abscissa segue 0 mesmo esquema
descrito para a ordenada. O valor é encontrado considerando a média ponderada dos valores encontrados
para abscissa e ordenada. Os pesos das médias sao as distancias entre os pontos de medida.

Esse procedimento era repetido a cada hora, durante o intervalo de oito horas ininterruptas, para
cada amostra (placa Petri com EMB + diluigdo especifica). Com também a contagem de colénias pelo
SAUFC®

8 Medida de impedancia: os microrganismos alteram a corrente elétrica de um meio de cultura devido as atividades
metabdlicas: Durante a reprodugéo, as moléculas grandes (proteinas, lipideos) se transformam em moléculas menores
como aminoécidos e acidos graxos, que s&o quimicamente mais ativas. O acumulo destes compostos leva a alteragbes
mensuraveis. O tempo de detecgéo ocorre quando a concentragéo de células atinge valores superiores a 106
células/ml. A curva resultante determina a presenga de microrganismos.

9 Sistema automatico das Unidades Formadoras de Colénia



Fig. 1: Esquema de medida da impedancia nas cepas

Irradiagdo das Cepas de E. coli

Baseado no estudo prévio das amostras de E. coli ndo irradiadas foram selecionadas as diluicdes
1.3 e 1.4 para serem submetidas a RNI durante 10 horas na estufa.

Foi introduzido na estufa um sinal eletromagnético com frequéncia de 650 MHz, por meio de uma
antena bipolar, colocada a uma distancia de 37 cm das placas Petri, sendo o posicionamento da antena
perpendicular as cepas.

Apods as 10 horas, foi realizado o procedimento de medida de impedancia como acima descrito e
contagem de colénias pelo SAUFC.

Expurgo das Cepas Utilizadas

A Incineracao das Amostras foi realizada na fase final de cada ciclo de Contagem caracterizando-se por:
e Recolhimento das amostras da estufa apds o término da fase de contagem;
e As Placas Petri de material plastico foram fechadas hermeticamente com esparadrapo e
desprezadas em lixo especial,
e As Placas Petri cujo material era vidro foram levadas ao Incinerador®
¢ No Incinerador as Placas de Petri foram submetidas a uma temperatura de 200-C por 2 horas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apods o cultivo de bactérias em diversas placas Petri, em condicbes especiais de temperatura,
umidade, meio de cultura especifico, foi analisado o crescimento bacteriano e formulado um padrao de base
para ser utilizado na segunda fase do projeto.

Com esses graficos elaborados, a partir dos dados coletados, ter-se-a uma base padrdo por onde
se pode comparar as diferengas entre essas mesmas curvas € as curvas criadas apoés o alvo ser irradiado
por RNI.

Foi-se constatado que nao houve crescimento algum nas amostras irradiadas. Relacionando esse
resultado ao crescimento de base padrdo, descrito pelo grafico abaixo, viu-se que houve prejuizo &
estrutura bioldgica da bactéria ou as propriedades especificas do meio utilizado.

10 Aparelho utilizado na para descontaminagao bacteriana;
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Na segunda fase do trabalho serdo feitas outras irradiagoes por RNI em cepas de E. coli. A partir
dessas novas medigdes serdo elaboradas novas hipéteses sobre a auséncia de crescimento bacteriano
nessa amostra especifica.

CONCLUSOES

As curvas de crescimento foram obtidas de acordo com o esperado seguindo os métodos propostos
pelo trabalho, servindo assim como base para comparag¢des em estudos futuros.

Detectou-se a grande importancia da elaboragdo de um laboratério para adequado cultivo e analise
das bactérias, pois ao se evitar contaminagéo e ao se manter condigdes 6timas de cultivo, existe uma maior
fidedignidade no padrdo da curva de crescimento obtido.

A manutencdo dos aparelhos laboratoriais € imprescindivel para continuidade e garantia da
seguranca e fidelidade dos dados obtidos.

Foi detectado que ao se submeter as placas Petri a radiacdo nao-ionizante ndo houve crescimento
das colbénias de E. coli, podendo assim se concluir que houve dano a estrutura biolégica da bactéria ou ao
meio em qual foi cultivada. Tal resultado faz com que seja necessaria nova analise e novas irradiagdes com
RNI para que se elaborem hipoteses e se descubra a causa mais provavel para o impedimento do
crescimento dessas colbnias. E assim também ver a possibilidade de erro nas propriedades necessarias ao
cultivo da bactéria.
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