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EFEITO DA RADIAGAO SOLAR NA SOBREVIVENCIA
DE Escherichia coli

Effect of sunlight on the survival of Escherichia coli
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RESUMO

Um microcosmo experimental contendo dgua do mar com salinidade de 33 a 35%o e pH entre 7,23 e 7,56 foi analisado,
ressaltando o efeito da radiagdo solar associado a temperatura de exposicio sobre uma amostra de Escherichia coli isolada
de dgua de uma galeria pluvial, na praia do Mucuripe, Fortaleza-Ceard. Os sistemas contidos em frascos transparentes e
de cor dmbar foram expostos a luz solar durante 10 dias consecutivos, tendo como controle um sistema incubado em auséncia
de luz (ambiente de laboratério). Verificou-se que E. coli apresentou viabilidade até 216 horas mesmo sob exposigdo a luz
solar, embora nos dias de insolagdo tenha havido um decréscimo acentuado da populagdo microbiana, a partir de 96 horas,
principalmente quando em confronto com os resultados dos dias nublados e chuvosos, e com o controle. A temperatura se
mantém mais elevada em dias ensolarados, de modo que a sobrevivéncia de E. coli aumenta em dias nublados e diminui
em fungdo do tempo de exposigdo a radiacdo solar, mas sem interagdo entre esses dois fatores causais. Verifica-se uma
correlagdo inversa entre o niimero de células vidveis de E. coli e o tempo de exposigdo da cepa a radiagdo solar.

Palavras-chaves: Escherichia coli, sobrevivéncia, dgua do mar, radiagdo solar, temperatura.

ABSTRACT

An experimental micro environment containing seawater with 33 to 35 salinity and 7.23 — 7.56 pH values was
analyzed, where the temperature-related solar radiation was tested for its effect on a sample of Escherichia coli isolated
from the water of a stormwater pipeline draining at Mucuripe beach, Fortaleza, Brazil. The systems contained in amber-
color, transparent flasks were exposed to sunlight over a 10-day period, while an incubated system under absence of sunlight
(Iaboratory medium) was held as control. E. coli was found to show viability up to 216 hours even under exposition to
sunlight, although a sharp decrease was observed in the microbrial population as from 96 hours, mainly when the data
for sunny days where compared to those of cloudy days and to the control system. Temperature was always high in sunny
days, so that survival of E. coli was shown to increase in cloudy days and to decrease as a function of exposition time, but
without statistical interaction between those two factors. An inverse correlation was found to occur between number of viable
cells of E. coli. and time of exposition of the strain to solar radiation.

Key words: Escherichia coli, survival, seawater, sunlight , temperature.
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INTRODUCAO

Vérios sdo os parametros ou determinantes
ecolégicos envolvidos na sobrevivéncia de constituin-
tes da flora microbiana aléctone ou transitéria nos
diversos ecossistemas aquaticos. As contaminagdes
desses sistemas, inclusive os recreacionais, sofrem a
notoéria influéncia humana, como consequéncia do
desenvolvimentoindustrial, crescimento populacional,
ocupacdo desenfreada do solo e deficiéncias no sane-
amento bdsico. Assim, as d4guas recreacionais, doces
ou do mar, recebem microrganismos potencialmente
patogénicos carreados pelos esgotos, 4gua da chuva,
atividades agropecuarias ou langamento direto de
fezes, vindo a se constituir emrisco a satide dohomem
e animais (Feachem et al., 1983)

A deteccdo de enterobactérias indicadoras
microbiolégicas de poluigédo, assim como potencial-
mente patogénicas em dgua do mar (praias), tem
sido uma observacao constante em diferentes partes
do mundo (WHO, 1998), com destaque para a cida-
de de Fortaleza, Ceara (Caland-Noronha & Morais,
1972; Vieira & Facanha, 1994; Meloetal., 1997; Vieira
et al., 1999).

E importante salientar que a taxa de reducéo
destas bactérias ndo decorre apenas da dilui¢do mas
também de outros fatores bidticos e abidticos. Dentre
0s varios estresses, a radiagdo solar exerce uma ati-
vidade importante na redugdo de coliformes no ambi-
ente aquatico (Alkan et al., 1995; Pommepuy et al.,
1996; Gourmelon et al., 1994 e 1997).

Tanto os raios ultra-violeta (UV) como os com-
ponentes visiveis da luz solar sio letais para bactérias
em agua do mar, sendo que a luz UV usualmente
interfere no DNA causando danos mais severos. O
efeito dasalinidade é, entretanto, maissignificativona
presenca da radiagdo ultra-violeta, tendo Davies &
Evison (1991) concluido que a salinidade parece ser
um importante fator na sobrevivéncia de bactérias
expostas a luz solar.

O objetivo da presente pesquisa foi analisar a
influéncia da radiagéo solar e da salinidade sobre a
sobrevivéncia de E. coli estocada em agua do mar.

MATERIAL E METODOS

O material de analise constou de uma amostra
de 500 mL de 4gua proveniente de uma galeria pluvial
daPraia do Mucuripe (Fortaleza-Ceard), armazenada
em frascoesterilizado de cor ambar. Apés o transporte
imediato da amostra ao laboratério, procedeu-se a
pesquisa de Escherichia coli, obtida através do isola-
mento e identificacdo segundo a orientagdo de
Mehlman et al. (1984).

Paralelamente, foi coletada a 4gua do mar da
mesma praia, sendo medida a salinidade com o auxi-
lio de um termoémetro (Incoterm) e o pH determinado
através de um medidor de pH, Micronal, B-347, e em
seqiiéncia o liquido foi autoclavado ( 121°/15min).

Para o estudo da sobrevivéncia da bactéria,
foram criados microcosmos através da distribuicdo de
aliquotas de 9 mL de 4gua em 20 frascos, sendo 10
transparentes e 10 de cor ambar. Em cada frasco foi
inoculado 1 mL de uma suspensdo da bactéria em
solucdo salina com a turbidez equivalente ao tubo 0,5
da escala de McFarland. Em seguida, os frascos foram
vedados com filme PVC para evitar a evaporacdo. Os
recipientes transparentes foram mantidos em pre-
senca de luz solar em ambiente externo ao laboratério
(nunca eram recolhidos, permanecendo durante todo
o experimento sob a a¢do da luz solar) e os de cor
ambar (escuros para impedir a penetracdo da luz) em
sala escura (vedada com papel nos vidros) a tempera-
tura ambiente de laboratdrio.

Os experimentos foram dez vezes repetidos,
visando analisar a variagdo temporal da sobrevivén-
cianos intervalos entre 0 e 216 horas, considerando os
diferentes valores de salinidade, pH (da dgua do inte-
rior dos frascos) e temperatura (externa e interna dos
frascos).

A primeira contagem (todas foram feitas no
mesmo hordrio, pela manha) foi realizada logo apds
asinoculagdes nos frascos (T ), pelo plaqueamento em
duplicata no meio PCA —Plate Count Agar (DIFCO),
seguindo as orienta¢des de Maturin & Peeler (2002).
Osin6culos foram nomeados pelaordem: T, T,, T,, T,
T, T, T,T,T,T,, T, T,,eT,, representando
os intervalos de tempo correspondentes.

Nas placas, ap6s a incubacdo a 35°/24h, que
apresentaram entre 25 e 250 coldnias, foi calculado o
logaritmo da Unidade Formadora de Colénias (UFC)/
mL. Durante toda a experimentacio a pureza das ce-
pas de E. coli reisolada foi controlada por testes bio-
quimicos ( Mehlman et al., 1984).

Na analise estatistica, foram utilizados o Teste
t, Andlise de Variancia e Correlagédo, para se avaliar a
variabilidade da temperaturaem fun¢do daintensida-
de da radiagdo solar, e a influéncia indireta da radi-
agdo solar, através da temperatura em dias nublados
e dias ensolarados sobre a sobrevivéncia de E. coli ao
longo do periodo experimental, entre os intervalos de
tempo 0 e 216 horas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os indculos de E. coli no microcosmo de dgua
do mar, expostos a luz solar, mostraram um declinio
na sua sobrevivéncia. Observa-se que nas repeti¢des
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do experimento durante os dias ensolarados, quando
a luminosidade era maior, a queda na sobrevivéncia
das cepas foi muito mais dréstica do que nos dias
nublados ou chuvosos (Tabela I).

Tabela I — Média das contagens de Escherichia coli inoculada em
dgua do mar e estocada na presenca de luz solar e em ambiente
de laboratério, em logaritmo do nimero de Unidades Forma-
doras de Colonias por mililitro (UFC/mL).

Tempo de Média log (UFC/mL)
exposigéo (h)
luz solar | laboratério
0 8,93 8,93
2 8,87 8,97
4 8,12 8,98
6 7,79 8,92
8 8,10 8,95
24 7,59 9,03
48 6,68 8,87
72 6,21 8,79
96 5,93 8,71
120 6,27 8,76
144 5,50 8,68
168 5,01 8,65
192 4,73 8,53
216 4,46 8,66

OfatodacepadeE. coliter sidoisolada na saida
de uma galeria pluvial exposta ao fluxo das marés
pode ter influenciado na sua sobrevivéncia e, de algu-
ma forma, proporcionado uma adaptacgdo prévia das
cepas as condi¢des osmoticas do meio marinho. Se-
gundo Munro et al. (1987 e 1989) e Gauthier et al.
(1987), células pré-adaptadas a altas osmolaridades
sdo resistentes a 4gua do mar.

Da mesma maneira, Gauthier (1992) mostrou
queacapacidade desobrevivéncia das enterobactérias
estava inicialmente ligada ao poder desses microrga-
nismos para resistir ao choque osmético e a possibili-
dade que elas tém de restaurar a homeostase quando
desua chegadaaomar. A agilidade nesse processo de
recuperagdo, segundo o autor, determina o futuro das
células, sejano sentido de uma laténcia sejana diregao
de uma adaptac¢do sob uma forma ativa que permane-
cerd cultivavel.

A cepa inoculada nas mesmas condicdes da-
quela exposta a luz solar, mas incubada em auséncia
deluz (experimento-controle), mostrou uma constan-
cia na sua viabilidade, sobrevivendo sem apresentar
decréscimo significativo no decorrer do experimento
(Tabelal). Segundo Gourmelon et al. (1997), a sobrevi-
véncia de E. coli em 4gua marinha, no escuro, é bem
maior do que em condi¢des de iluminagdo a partir da
observacdo de que célulasinoculadas em dgua domar
eincubadas em auséncia de luz permaneciam viéveis
e cultivaveis durante mais de 40 horas.

30 | Arg. Cién. Mar, Fortaleza, 2006, 39: 28 - 33

Vieira et al. (2001), em experimentos sobre a
viabilidade de E.coli em dgua do mar, estocaram fras-
cos inoculados sobre bancadas a luz de laboratério e
verificaram que a reducdo do niimero de bactérias ao
final de 168 horas ndo foi da grandeza encontrada por
Pommepuy et al. (1996). Provavelmente tal discrepan-
cia decorreu do fato de a intensidade dos raios ultra-
violeta em ambiente de laboratério ser mais baixa do
que em ambientes abertos.

O efeito da radiacgédo solar sobre as bactérias
entéricas tem tido particular importancia paraaava-
liacdo do impacto causado pelos despejos de esgo-
tos em dguas marinhas. As pesquisas se concentra-
ram, principalmente, na influéncia desse parametro
sobreareducédodeE. coli e enterococos, importantes
indicadores de poluicdo fecal nesses ambientes
(Alkan et al., 1995).

As médias da temperatura dentro dos
microcosmos contaminados e expostos a luz solar,
medidosnoinicio doexperimento, ficaramentre 28,75
e 38,50° C (Tabela II; Figura 1). Na auséncia de luz, as
médias da temperatura nas 10 repeti¢cdes do experi-
mento (um a um) variaram de 28,35 a 29,0° C (Tabela
II; Figura 2). Portanto, pode-se observar que a tempe-
ratura variou bastante nos dias ensolarados, talvez
sendo responséavel pela tendéncia decrescente do va-
lor de UFC /mL, o contrario ocorrendo em dias nubla-
dos, em que tanto a temperatura quanto o valor de
UFC/mL pouco variaram, fatos também observados
por Alkan et al. (1995).

Tabela II — Variagdo da temperatura em experimentos realiza-
dos sobre a sobrevivéncia de Escherichia coli, na presenga de luz
solar e em ambiente de laboratério.

Tempo de Temperatura
exposicdo (h) média (°C)
luz solar laboratério
0 28,75 28,75
2 36,25 28,45
4 38,50 28,65
6 38,10 28,45
8 33,25 28,50
24 35,20 28,45
48 33,95 28,55
72 34,85 28,25
96 34,60 28,55
120 34,60 28,35
144 35,70 28,70
168 33,70 28,70
192 35,40 29,00
216 35,80 28,80

As taxas de mortalidade sdo independentes da
variagdo de temperatura na faixa 10 - 30°C. Gauthier
et al. (1993) afirmam que o risco de poluigdo de dguas
marinhas por E. coli e por extensdo, pelas enterobac-



9,0

85

8,0

LOG (uFC/mL)
o o o
[4,] o (%]

o
S}

4,5

39
—— UFC/mL —e—Temp.

38

37

36

35

34

33

TEMPERATURA (oC)

32

31

30

29

4,0 T T T T T T
0 2 4 6 8 24 48

TEMPO DE EXPOSIGAO (h)

72 96 120 144 168 192 216
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luz versus a média da temperatura por horas de incubagéo.
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luz versus a média da temperatura por horas de incubagéo.

térias patogénicas para o homem, é muito mais acen-
tuado em dguas quentes e ricas em matéria organica.
AsalinidadeeopHno decorrer doexperimento
variaram de 33 a 35%o e 7,23 a 7,56, respectivamente.
Munro et al. (1987) demonstraram que a adaptagdo de
bactérias em meio salino proporcionava um aumento
dasuasobrevivénciaemaguadomar. Davies & Evison
(1991), analisando a viabilidade de E. coli e Salmonella
Typhimurium expostas a 4gua do mar, observaram
uma associacdo estatisticamente significante entre a
reducdobacteriana e a salinidade. Os resultados apre-
sentados neste trabalho demonstram que o efeito letal
da luz é otimizado pela alta salinidade da 4gua.
Deacordocom Carlucci & Pramer (1960 in Rozen
& Belkin, 2001), o pH da 4gua do mar se situa normal-
menteentre?7,5e8,5eéinfluenciado pelatemperatura,

pressdo, e atividades fotossintética e respiratéria dos
microrganismos. Enquanto um pHacido,em tornode
5,0, favorece a sobrevivéncia da E. coli, o pH da dgua
do mar, em torno de 8,0, tem um efeito mais deletério
sobre a bactéria.

Até a década de 70, a sobrevivéncia das bacté-
rias entéricas no ambiente marinho era considerada
como de curta duragdo pois, aparentemente, eram
destruidas rapidamente pelos chamados fatores anta-
gonistas (temperatura, radiacdosolar, salinidade, pH)
(Gauthier, 1992).

A descoberta de que as bactérias entéricas po-
dem adaptar-se as condi¢gdes hostis do ambiente atra-
vés de um “estado de dorméncia” (vidveis, mas ndo
cultivaveis -VBNC), mantendo a viruléncia, modifi-
cou os conceitos de mortalidade e recolocou em no-
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vos termos o problema dos riscos sanitarios veicu-
lados pelos despejos de esgotos (Xu et al., 1982;
Gauthier et al., 1992; Pommepuy et al., 1996).

Vieira et al. (2001) observaram picos de cresci-
mento da cepa de E.coli em dgua do mar e os atribui-
ram a presenca de matéria organica solubilizada na
agua que, mesmo depois de esterilizada, favoreceu o
crescimento da bactéria.

Rozen & Belkin (2001) apresentaram resulta-
dos de 74% de sobrevivéncia em bactérias expostas a
25% de agua do mar, por 48 horas. A monitoragdo da
sobrevivéncia da E. coli por 8 dias em salinidades de
10, 15, 25 e 30%0 evidenciou que o decréscimo da
salinidade era acompanhado por um aumento da vi-
abilidade e que a limitagdo de nutrientes, produto
secundario do estresse osmético, eranaquele momento
um fator mais dominante que a salinidade.

A partir da andlise estatistica, foram obtidos
os seguintes resultados: (a) ndo existe correlagdoentre
o periodo de exposigdo a radiagdo solar e a tempera-
tura, em dias nublados (r= -0,0073; P>0,05) ou dias
ensolarados (r=0,0908; P>0,05); (b) em dias
ensolarados a temperatura é mais elevada que em
diasnublados (t=4,119; P <0,05); (c) a sobrevivéncia
de E. coli é maior em dias nublados (F=77,23;
P< 0,05), sendo que esta se reduz com o tempo de
exposic¢do a radiagdo solar (F=17,89; P<0,05); (d) ndo
existeinteragdo entre a temperatura e tempo de expo-
sicdo (F =1,84; P> 0,05), significando que, indepen-
dente do periodo deincubagdo, asobrevivéncia varia
significativamente quando a temperatura é mais ele-
vada. Estas correla¢oes foram anteriormente bem de-
monstradas nos trabalhos de Barcina et al. (1990),
Davies & Evison (1991), Pommepuy et al. (1996) e
Gourmelon et al. (1994 e 1997).

Muitos estudos tém sido efetuados combasena
perda da capacidade de crescimento in vitro e baixos
valores de contagens tém sido obtidos das espécies
bacterianas que mantém estados de VBNC. Byrd &
Colwell (1993), em experimentos com E.coli em agua
do mar artificial, observaram que a bactéria manteve
sua viabilidade por,nominimo, trés anos, adaptando-
se seletivamente a salinidade, além de também reter
plasmidios sob esta condicao. Esse fato tem implica-
¢des na liberagdo, no meio marinho, de microrganis-
mos geneticamente modificados (Lebaron et al.,1994).

Combasenosresultados obtidos, conclui-se que
a resisténcia apresentada pela bactéria E. coli a 4gua
do mar observada nos dias nublados ou chuvosos é
um fator importante, uma vez que sua sobrevivéncia
nessas condi¢des é muito maior do que nos dias
ensolarados, o que acentua o risco de transmissdo de
doengas entéricas aos usudrios das praias. Conside-
rando a baixa resisténcia de E.coli na 4gua do mar sob
forteinfluéncia deraiossolares, era deseesperarbaixas
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concentragdes desse microrganismo nas dguas costei-
ras nordestinas, o que ndo ocorre porque as praias
recebem constantemente um grande aporte de mate-
rial fecal (Vieira et al., 2002).

Dupray & Derrien (1995) demonstraram que a
sobrevida debactérias em d4gua do mar é menor quan-
do estas transitam em &guas usadas antes de serem
lancadas no ambiente marinho, o que ressalta a im-
portancia do periodo de adaptacdo e menor estresse
no processo de sobrevivéncia desses microrganismos.
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