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INFLUENQIA DA ESTERILIZACAO PORAAUTOCLAVACAO OU FILTRAGAO DA
AGUA DO MAR NA SOBREVIVENCIA DE ESCHERICHIA COLI
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ABSTRACT

The processes of sterilization usually adopted to study the survival of Escherichia coli in salt
waters frequently include autoclavation at 121 °C/30 minutes or filtrations through membrane filters
of small porosity. Such technics may modify by distinct forms the natural quality of seawater,
changing some of its components and removing important compounds for the growth of
microorganisms. In this work the survival of E. coli K12S in seawater was tested using filtered
seawater through membrane filters of 0.22 pm or 0.45 um or autoclavated seawater. The tested
bacteria survived until 15 days in all conditions and it showed similar responses both in NaCl 2.5%
solution and in autoclavated seawater. During this period the survival of E. coli K12S decreased
progressively both in seawater filtered through 0.22 um and 0.45 um membrane filters. However,
the reduction was greater in seawater filtered through 0.45 pm membrane, suggesting that the use
of this membrane filter porosity seems to be more adequate to study the survival of £. coli in
seawater.
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INTRODUGAO

A sobrevivéncia de Escherichia coli na 4gua do mar tem sido estudada como mo-
delo para analise do comportamento de enterobactérias nos ambientes marinhos
(GAUTHIER et alii, 1990). Esta espécie geralmente € detectada com altas frequéncias
em aguas poluidas fluviais (GRABOW, 1981; LAMKA et alii, 1980) e estuarinas (DE
OLIVEIRA, 1990; PAGNOCCA, 1987) e contém sorogrupos toxigénicos responsaveis
por graves infecgdes no homem e em animais domésticos (YANAGUITA et alii , 1989;
ANDRADE e ROSA, 1986; WATANABE et alii, 1985; QUEIROZ et alii, 1985; GATTI et
alii, 1985).

Com relacdo a sobrevivéncia, alguns autores sugerem que este microrganismo
apresenta uma baixa viabilidade na agua do mar, devido a fatores fisicos e quimicos -
temperatura e radiago solar (LESSARD e SIEBURTH, 1982), salinidade (ANDERSON
et alii, 1979), estresse osmético (GAUTHIER et alii, 1991) ou produtos quimicos toxicos
(CHAI, 1983)-, ou a fatores biolégicos - competicdo com a microflora autoctone, preda-
¢ao por protozoarios (GARCIA-LARA et alii, 1991; SORENSEN, 1991), a presenca de
bacteriofagos (GARCIA-LARA et alii, 1991) ou a microflora litca (GURIJALA e
ALEXANDER, 1990).

Por outro lado, o declinio no niumero de células vidveis pode nao ser decorrente
exclusivamente da morte celular, e sim, também, da presenca de células estressadas
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que ndo crescem em meios seletivos (PETTIBONE e COONEY, 1986; SINGH e
McFETERS, 1986; SINGH et alii, 1986); células que entram em um estado de dormén-
cia - perda temporaria da viabilidade, a qual pode ser restabelecida por incubacéo em
condigdes apropriadas (MASON et alii, 1986)-; e células ndo-culturaveis, que sao inca-
pazes de produzir coldnias visiveis, contudo apresentam atividade metabolica (GRIMES
et alii, 1986; XU et alii, 1982).

Nos estudos de sobrevivéncia em ambientes confinados sdo comumente empre-
gadas técnicas de esterilizagdo por autoclavacdo ou filtragdo através de membranas
com porosidade de, geraimente, 0,22um. Estas técnicas podem alterar diferentemente
a composigdo natural da agua do mar e, em conseqiiéncia, 0 microrganismo estudado
pode apresentar comportamentos distintos em cada sistema. Neste sentido, objetivou-
se verificar a influéncia destas técnicas de esterilizagédo da agua do mar na sobrevi-
véncia de E. coli, com o intuito de sugerir a mais adequada para estudos desta natu-
reza.

MATERIAIS E METODOS

Foram realizados trés experimentos (em 24/11/91, 26/12/91 e 05/07/92) com agua
coletada na Praia do Seixas (Estado da Paraiba), na preamar (temperatura 32 g,
salinidade 33%o, pH 7,6 - médias dos valores). Apos clarificagd@o em algodéo e papel de
filtro, a agua foi esterilizada por filtracdo em membranas (HAWG, Millipore) com
porosidade de 0,22 ou 0,45 um ou por autoclavacéo a 121 °C/30 minutos.

A linhagem testada foi a Escherichia coli K12S, cedida pelo Prof. Dr. Benedito R.
Aragéo, do Laboratério de Radiobiologia do Depto. de Biologia Molecular - CCEN -
Universidade Federal da Paraiba. O inéculo foi padronizado para cerca de 10° UFC.ml”"
em solugdo salina fisioloégica (NaCl 0,85%), a partir de células cultivadas em caldo
nutriente a 35 °C/24 h e lavadas trés vezes com solugéo salina fisiolégica.

Em cada experimento, adicionou-se 2 ml do in6culo a frascos Erlenmeyer (500 ml)
contendo 98 mi de caldo nutriente, agua do mar autoclavada, agua do mar filtrada ou
solucdo salina a 2,5% (salinidade 24%c). Estes frascos foram agitados (150 rpm) a
temperatura ambiente (26 + 2 °C) e as contagens do nimero de células viaveis foram
efetuadas em agar nutriente (incubado a 36 + 1 °C/24 h) com 0, 12 e 24 horas e, em
seguida, com 5, 7, 10 e 15 dias.

Simultaneamente, procedeu-se a determinagao de colifagos na agua do mar in
natura e filtrada, seguindo as recomendacgdes de MANIATIS et alii (1982), utilizando-se
a propria E. coli K128 como linhagem hospedeira.

RESULTADOS

Em caldo nutriente a cepa apresentou um comportamento semelhante ao da
curva de crescimento padrdo bacteriano em meio nutritivo, enquanto que em solugao
salina a 2,5% e na agua do mar autoclavada o nimero de células vidveis permaneceu
relativamente estavel, em torno de 10’ UFC.mi" (Fig. 1A).
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Na agua do mar filtrada com membrana de 0,45 um, a populagéo inicial (3,7x107
UFC.mI‘1) permaneceu praticamente constante nas primeiras 24 horas e apo6s este
periodo declinou, apresentando uma média de 3,2x10° UFC.mI" no 15° dia. Todavia,
na agua do mar filtrada com membrana de 0,22 pum, o nimero de células viaveis
apresentou um declinio menos acentuado, cujos valores no tempo zero e com 15 dias
foram 3,0x10’ e 5,9x10° UFC.mI™", respectivamente (Fig. 1B).
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FIGURA 1 — Configuragdo do crescimento de E. coli K12S (A) no caldo nutriente (——) e de sua
sobrevivéncia em solugdo salina a 2,5% (——), (B) em agua do mar autoclavada (—A—), em
4gua do mar filtrada com membrana de 0,22 um (—O—) ou 0,45 um (—@—) de porosidade.
(Médias geométricas dos numeros de células viaveis, em Log UFC.mI", versus tempo em dias).
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A presencga de colifagos foi evidenciada apenas na agua do mar in natura (titulo
médio de 80 UFP.m!I™).

DISCUSSAO

O calor e a pressdao empregados no processo de autoclavagdo da agua do mar
podem liberar nutrientes adicionais contidos na biomassa microbiana para o meio e
também solubilizar a matéria organica particulada, que ndo estariam disponiveis nestas
formas. Como resultado, este tipo de agua provavelmente contém um suporte de
nutrientes mais elevado que o natural, contribuindo, desta maneira, para a
sobrevivéncia das células.

A autoclavagdo pode, também, volatilizar determinados componentes toxicos ou
destruir certas substancias bactericidas termossensiveis ou bacteriéfagos, os quais
podem estar presentes na agua do mar filtrada (GARCIA-LARA et alii, 1993).

SORENSEN (1991) observou que E. coli K12 sobreviveu apenas 5 dias em agua
do mar in natura, devido a predagdo por microzooplancton, enquanto que em éagua do
mar com sedimento autoclavado, ela sobreviveu por 25 dias.

Possivelmente, os componentes toxicos ou nutrientes adicionais néo interferiram
na sobrevivéncia de E. coli na agua do mar autoclavada, uma vez que as contagens
apresentaram valores relativamente estaveis ao longo do periodo experimental,
comportamento semelhante aquele observado na solugéo salina a 2,5% (Fig. 1A-B).

Por outro lado, a sobrevivéncia da E. coli K12S na agua do mar e na solugéo
salina a 2,5% pode ter sido influenciada pelo fenémeno da autdlise, presenca de
glicocalice ou reservas enddgenas.

O comportamento observado na agua do mar autoclavada, bem como em solugéo
salina a 2,5%, provavelmente, indica que a auséncia de nutrientes exégenos pode néo
ser o sinal externo que induz as células a entrarem no estado n&do-culturavel, como
observado com Vibrio vulnificus por NILSSON et alii (1991).

A.acdo dos componentes adversos a sobrevivéncia bacteriana presentes na agua
do mar fai evidenciada no sistema or.de se empregou a filtragdo com membrana de
0,45 um, cuja populagéo inicial declinou atingindo baixos nimeros de células viaveis no
15° dia. Porém, ndo foi tdo evidente na agua do mar filtrada com membrana de
0,22 um. Portanto, os processos de autoclavagdo e filtragdo com membranas de
0,22 um podem ter reduzido o efeito desses componentes (Fig 1B).

Apesar dos colifagos estarem presentes na agua do mar in natura, os mesmos
ndo foram detectados nos sistemas analisados. No entanto, como observado por
GARCIA-LARA et alii (1991), é possivel que tenham interferido na sobrevivéncia da E.
coli K12S na agua do mar filtrada, principalmente com membranas de 0,45 pm.

Conclui-se, portanto; que para estudos de sobrevivéncia de enterobactérias em
ambientes marinhos a técnica menos recomendada é a autoclavagéo. E recomenda-se,
no entanto, a utilizagéo de filtragdo em membrana de 0,45 um ou outras técnicas que
eliminem, o minimo possivel, os componentes do ecossistema.
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