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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo, determinar uma curva padrdo de crescimento bacteriano para o
estudo da radiacdo nao-ionizante sobre a Escherichia Coli. Foram elaborados procedimentos de
contagem de colbnias pelo método da diluicdo, de semeadura por espalhamento superficial,
registrando as contagens por meio do sistema automatico das unidades formadoras de colénia e com
analise da resistividade média e resisténcia equivalente. Os métodos de contagem realizados foram
a contagem automatizada e a contagem visual.

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

ELABORATION OF PROCEDURE FOR THE STUDY OF NON-IONIZING RADIATION AT THE
ESCHERICHIA COLI BACTERIA

ABSTRACT

This work had the objective to determine a standard bacterial growth curve for the study of non-
ionizing radiation at the Escherichia Coli bacteria. Procedures had been elaborated for de counting of
colonies by dilution method, sowing by scattering surface, registering the couting by the automatic
system of colony-forming units and average resistivity and equivalent resistance analysis. The
methods of counting were made to visual counting and automated counting.

Keywords: Escherichia coli, Non-ionizing radiation, Bacterial growth curve.

INTRODUGAO

Em procariotos*, o termo crescimento indica aumento do nimero de células ou aumento da massa
de uma populagdo, o que determina um crescimento populacional. Uma populagdo bacteriana € um
conjunto de individuos da mesma espécie que se originaram da divisdo de células individuais. Uma
populacdo bacteriana pode existir na forma de células esparsas, em colénias ou formando biofilmes.
Populagbes bacterianas constituidas de células livres ou de organismos multicelulares ocorrem na natureza
em ambientes de agua doce ou salgada em amplos espectros de temperatura e pressao hidrostatica.

As bactérias sdo organismos altamente adaptaveis capazes de crescer utilizando um elevado
numero de distintas fontes de carbono e nitrogénio e de ocupar uma variedade inesgotavel de nichos
ecoldgicos. A chave para a adaptabilidade bacteriana é sua capacidade de expressar somente os genes
para enzimas e vias bioquimicas que sao requeridos para uma taxa maxima de crescimento no ambiente
particular em que se encontram. Isto é possivel por sua habilidade de reconhecer a composi¢do quimica e
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4 Procariotos sdo organismos unicelulares que nio apresentam seu material genético delimitado por uma membrana.
Estes seres ndo possuem nenhum tipo de compartimentalizagdo interna por membranas, estando ausentes varias outras
organelas, como as mitocdndrias, o complexo de Golgi ¢ o fuso mitdtico.



mailto:vanessabandeira@gmail.com
mailto:malencar@dee.ufcg.edu.br
mailto:fausydias@yahoo.com

fisica de seu ambiente, percebendo sinais que emanam dele, por exemplo, a presenga de um determinado
agucar, como a lactose. Esta faculdade é codificada por conjuntos de genes que somente se expressam
quando necessario. Portanto, o crescimento bem sucedido de uma populagéo bacteriana reflete seu grau de
adaptagao a composicao fisica e quimica de um determinado ambiente.

Uma das abordagens mais comuns no estudo do crescimento bacteriano é a obteng&o de curvas de
crescimento.

A curva de crescimento microbiano apresenta quatro fases: fase de arranque, fase de crescimento
exponencial, fase estacionaria e a fase de morte.

A fase inicial do crescimento microbiano em cultura é caracterizada pela sintese de novos
componentes celulares sem ocorréncia de crescimento. Isto ocorre porque: as células podem estar
envelhecidas e com deplegdo de ATP®, co-fatores essenciais, enzimas (por exemplo, as que participam na
replicacdo do DNA) e ribossomos. Estes compostos tém de ser sintetizados antes que o crescimento possa
comecgar; o novo meio pode ser diferente do meio em que o organismo estava, € novas enzimas terdo que
ser sintetizadas para utilizar novos nutrientes; nesta fase da-se a replicacdo do DNA, a massa celular
comecga a aumentar e finalmente da-se a divisdo celular; a duragédo desta fase varia com a condigdo em que
se encontra o microrganismo e com a natureza do meio. Longa, se o organismo provém de uma cultura
velha ou refrigerada, ou se o novo meio for muito diferente do meio de onde as bactérias provém. Curta ou
praticamente inexistente, quando se transfere uma cultura jovem em fase de crescimento exponencial para
um meio fresco de igual composicao.

Na fase de crescimento exponencial, 0s microrganismos crescem e dividem-se a uma taxa maxima.
Como a taxa de crescimento € constante, eles dividem-se em intervalos regulares de tempo e a biomassa
duplica nesses intervalos. A uniformidade populacional e bioquimica permite o uso das culturas em fase
exponencial em estudos fisiolégicos e bioquimicos dos microrganismos.

Na fase estacionaria, o crescimento populacional cessa e a curva de crescimento torna-se
horizontal. Nesta fase, geralmente € atingida quando a populagdo bacteriana se aproxima de 109 células
por ml. A densidade populacional depende da disponibilidade de nutrientes e do tipo de microrganismo que
esta em cultura. O numero total de microrganismos viaveis mantém-se constante, como resultado de um
equilibrio entre divisdo celular e morte celular, ou pelo fato da populacdo parar de se dividir embora ficando
metabolicamente ativa.

Por fim, na fase de morte, as alteragbes ambientais como a falta de nutrientes e o aumento de
produtos téxicos provenientes do metabolismo celular conduzem a um declinio no nimero de células viaveis
que é caracteristico da fase de morte.

Para se estudar o crescimento de uma bactéria é preciso cultiva-la, como cultura pura, em meios de
cultura e condigbes ambientais que variam em condi¢des quimicas e fisicas, tais como fontes de nutrientes,
osmolaridade, pH, presenca ou auséncia de oxigénio e temperatura de incubac&o. Por exemplo, a bactéria
E. coli crescendo em um meio de cultura rico e sob condigdes aerdbicas, atinge uma concentragéo final de
2 a 5 X 10° células por mililitro em cerca de 12 a 18 horas.

Varios fatores podem afetar o crescimento de uma populagdo bacteriana, incluindo o tipo de
ambiente, numero de individuos na populagéo, interagdes dindmicas com outras populagdes bacterianas,
presenca de outros microrganismos predadores, fatores quimicos e fisicos tais como disponibilidade de
nutrientes essenciais, temperatura, pH, osmolaridade, pressao hidrostatica, concentragdo de oxigénio, luz,
radiagao ionizante ou ultravioleta, presenga de metabdlitos téxicos resultantes do metabolismo das células
da populagdo em crescimento ou presenga de agentes antimicrobianos tais como bacteriocinas e
antibioticos. Os microrganismos podem viver em um grande numero de ambientes; para praticamente
qualquer mudanga ambiental ha algum microrganismo que pode sobreviver.

Devido a acdo no crescimento de uma populagdo bacteriana, a radiagdo ndo-ionizante e seus
possiveis efeitos no processo de fisiologia e divisao celular tém sido assuntos de interesse pelos cientistas,
pela midia e vém causando preocupagéo acerca de danos hipotéticos as células humanas.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Radiagdo Nao-lonizante (LabRNI), localizado no Centro
de Ciéncias Biologicas e da Saude da Universidade Federal de Campina Grande — PB.

Material

Foram utilizados no LabRNI os seguintes materiais:

5 Diminui¢do excessiva da quantidade de ATP no organismo.



) Materiais de consumo:
Meio de cultura TSB® e EMB”;
Agua destilada;
Desinfetantes;
Cepas controle L/B liofilizadas de Escherichia coli derivada ATCC 25922.
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Vidrarias:

Tubos de ensaio;
Béqueres;
Pipetas;
Baquetas;
Erlemeyer.

w

) Equipamentos:
Estufa;
Autoclave Phoenix;
Banho-maria;
Pipeta automatica 50u¢;
Multimetro
Balancga de preciséo;
Termdmetro eletrdnico;
Termbmetro a laser;
Termdmetro de bulbo
Extrator de amostra;
Contador de colbnias (UFC) Phoenix;
Camera fotografica digital Cannon 5Mpixel;
Luvas de procedimento, mascaras;
Geladeiras;
Estantes e suportes de tubo;
Placas de Petri pequenas (20mt) e grandes (150mf)

Procedimento de preparagao e utilizagdo 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 m{, além de outros auxiliares (pipeta, bastéo,
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 m{ por
semana de cultura TSB;

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

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

7 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 coldnias violeta escuro por acidificagao 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.



e Ap0s retira-lo da autoclave, tamponar com papel aluminio e deixar em temperatura ambiente. Com
padronizacao 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 mf do TSB em um tubo de ensaio;

e No mesmo tubo e utilizando uma pipeta automatica, acrescenta-se 50 uf de solugdo contendo a
cepas controle E. coli, realizando a homogeneizagao?;

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

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

Procedimento de Diluigao

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

tubo 1.1 (100 uf da solugéo matriz + 9mt de soro fisioldgico)
tubo 1.2 (100 uf da solugéo 1.1 + 9m £ de soro fisioldgico)
tubo 1.3 (100 £ da solugéo 1.2 + 9m! de soro fisioldgico)
tubo 1.4 (100 pt da solucédo 1.3 + 9mt de soro fisioldgico)
tubo 1.5 (100 yf da solugéo 1.4 + 9mf de soro fisioldgico)
tubo 1.6 (100 pt da solugdo 1.5 + 9mt de soro fisiologico)

Procedimento de preparac¢ao e utilizagao do EMB

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

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

e Calcula-se a massa para o volume desejado para semeadura (3,6 g para cada 100 m{ 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 Apds 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
mt);

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 (37t1) °C,
sendo mantidas, por 10 horas, para desenvolvimento das Unidades Formadoras de Coldnias (UFC).

Medidas ambientais

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

9 A escala de Mac Farland consiste na aferigdo indireta de uma suspenséo bacteriana pelo seu grau de turvacédo
(turbidimetria), ou melhor, pela capacidade de dispersao da luz. Na pratica, € de uso corrente o 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 ndmero 1 da escala de Mac Farland corresponda a uma amostra
com 300.000 bactérias por mililitro.



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
termémetro de bulbo) e temperatura das amostras (por meio de termémetro a laser).

Medida de impedancia'® das cepas

Para a realizacdo desta medida foi utilizado um multimetro. As pontas do instrumento devem ser
introduzidas na cepa, sendo realizadas medidas nas posicbes conforme a figura 1. Considerando
primeiramente o eixo das ordenadas na figura, as trés primeiras medidas sdo 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 o0 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 arnostra (placa Petri com EMB + diluicdo especifica). Com também a contagem de colbnias pelo
SAUFC

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 dilui¢des
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 850 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.

Apés as 10 horas, foi realizado o procedimento de medida de impedéancia como acima descrito e
contagem de colbnias pelo SAUFC.

Expurgo das Cepas Utilizadas

A Incineragao das amostras foi realizada na fase final de cada ciclo de contagem, caracterizando-se
por:
e Recolhimento das Amostras da estufa apos 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'?

10 Medida de impedancia: os microrganismos alteram a corrente elétrica de um meio de cultura devido as atividades
metabdlicas: Durante a reprodugédo, as moléculas grandes (proteinas, lipideos) se transformam em moléculas menores
como aminoacidos e acidos graxos, que sdo quimicamente mais ativas. O acumulo destes compostos leva a alteragdes
mensuraveis. O tempo de detecgéo ocorre quando a concentragdo de células atinge valores superiores a 106
células/mi. A curva resultante determina a presenga de microrganismos.

! Sistema automatico das Unidades Formadoras de Col6nia

2 Aparelho utilizado na para descontaminagdo bacteriana;



e No Incinerador as placas de Petri foram submetidas a uma temperatura de 200°C por 2 horas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Resultados
Curva-Padrao da contagem da UFC por meio do SAUFC
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Grafico 01: Curva-padrio da contagem da UFC por meio da SAUFC

O Grafico 01 mostra o crescimento linear do crescimento das UFC, com relagao ao numero de
horas, pelo método automatizado da diluicéo 1.3.
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Grafico 02: Curva-padrao da contagem da UFC por meio do SAUFC

O Grafico 02 mostra o crescimento linear do crescimento das UFC, com relagdo ao numero de
horas, pelo método automatizado da diluigdo 1.4.
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Grafico 03: Curva-padrao da Contagem de UFC por meio do SAUFC

O Grafico 03 mostra o crescimento linear da curva-padrao da contagem de UFC por meio do
SAUFC, com relacdo ao numero de horas, pelo método visual na diluigao 1.3.




Curva-Padrao da Diluicao 1.4
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Grafico 04: Curva-padrao da Contagem de UFC por meio do SAUFC

O Grafico 04 mostra o crescimento linear da curva-padrdo da contagem de UFC por meio do
SAUFC, com relagdo ao numero de horas, pelo método visual na diluicdo 1.4.
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Grafico 05: Curva-padrao da Resistividade Média da Diluigao 1.3

O Gréfico 05 mostra a queda linear na curva-padrao de resistividade média, com relagdo ao numero
de horas, da diluigdo 1.3.
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Grafico 06: Curva-padrao da Resistividade Média da Diluicao 1.4

O Grafico 06 mostra a queda linear na curva-padrao de resistividade média, com relagdo ao nimero
de horas, da diluigao 1.4.

Para elaboragao dos graficos descritos foram utilizados dados obtidos de contagens visuais
realizadas por quatro membros da equipe.

Discussao
Andlise da Curva-Padrao da Contagem de UFC por meio do SAUFC

As contagens das UFC foram realizadas por meio de dois métodos: a contagem pelo contador
automatico e a contagem visual realizada pelos integrantes do grupo de pesquisa. A contagem
automatizada apresentou curva padrdo mais elevada que a da contagem visual. Por exemplo, a diferenga
na inclinagdo das curvas padrdo para a diluicdo 1.3 pelos dois métodos foi calculada em 12°, o que
representa cerca de mais de 50% de divergéncia.

Pela analise dos registros por meio do SAUFC, houve um desenvolvimento mais satisfatério das cepas
1.3 e 1.4, visto que as diluigbes mais concentradas (1.1 e 1.2) tiveram um nimero muito grande de colbnias,
acima de 300 UFCs, sendo inviaveis para contagem pelo método visual, e as amostras mais diluidas (1.5 e
1.6) tiveram desenvolvimento insatisfatorio e contagem insuficiente por ambos os métodos.

Analise da Curva-padrio da Resistividade Média

A analise do grafico de resistividade mostrou declinio da curva em relagdo ao numero de horas em
detrimento a curva de crescimento de UFC que se mostrou ascendente com o passar das horas. Este
mesmo comportamento foi observado no grafico da resisténcia equivalente. A diminuigdo nos valores de
resisténcia em relacdo ao aumento no numero de coldnias deve-se ao fato de o meio de cultura alcalino
(EMB), que proporciona elevada resistividade, tornar-se escasso com o crescimento das UFCs e assim,
com a diminuicdo da alcalinidade sobrevém a acidez e a diminuigdo da resistividade. Acredita-se que o
proprio crescimento bacteriano produza substancias que auxiliariam no aumento da acidez desse meio e
que meio coldide per si, proporcione dificuldade técnica para avaliagdo do seu pH.

CONCLUSOES
Diante dos resultados obtidos nesta pesquisa experimental, concluiu-se que:

e Pela analise dos registros pela SAUFC estabeleceu-se a utilizagdo das diluicdes 1.3 e 1.4 para
continuidade do experimento;



e A divergéncia em mais de 50% da inclinagao das curvas-padrado para a diluigdo 1.3, mostrada
nos graficos 01 e 03; pode ser justificada pela contagem em pixels do método automatico,
sugerindo uma contagem mais minuciosa e precisa. Assim, a contagem automatizada sera
utilizada nas fases posteriores do experimento;

¢ Uma dificuldade encontrada na elaboragéo do projeto, foi a auséncia de uma técnica eficaz e
acessivel para a analise do pH em meio coléide; sugeriu-se o calculo do pH utilizando-se os
valores da variagao da resisténcia equivalente do meio de cultura;

e O estudo da resistividade média proporcionou um grafico compativel com o estudo da
resisténcia equivalente e assim, pela melhor técnica e facilidade de calculo, priorizou-se a
analise da resistividade média para a continuidade do experimento.
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