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RESUMO

Este presente trabalho tem como primeiro objetivo determinar a curva padrdo de crescimento da
Escherichia coli, sendo que para tal é necessario a definicdo do método de Semeadura da bactéria
para a execugao do estudo dos efeitos da radiagdo nao ionizante sobre o crescimento das cepas de
E.coli. Para a definigdo do método, ha trés tipos de contagens de vidveis em placas: Técnica de
Espalhamento em Superficie “Speed-Plate”, a Técnica de Espalhamento em Profundade “Pour-Plate”
e a técnica por Estrias. A técnica escolhida foi a de Espalhamento Superficial.
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Elaboration of Laboratorial Infrastructure for Non-lonizant Radiation at Escherichia coli
bacteria

ABSTRACT

This work has as its main objective to determine the Escherichia coli development pattern curve but it
requires a swoing method definition to execute this study on the Effects of Non-lonizant Radiation at
the development of E.coli stumps. To make this method definition there are three kinds of count:
Spead-Plate, Pour-plate and Grooves. The one that was chosen was Spead-Plate.
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INTRODUGAO

Tendo em vista o fato de inumeros efeitos fisiologicos terem sido caracterizados em estudos com
sistemas celulares submetidos a irradiacdo em niveis de energia eletromagnética absorvida que
demonstraram causar elevagbes de temperatura corporal acima de 1 a 2 °C, suspeitou-se dos efeitos
deletérios da irradiacao e a atengédo da comunidade cientifica voltou-se para este tema .

Esses efeitos incluem alteracbes em fungbes neurais e neuromusculares, aumentos de
permeabilidade na barreira hematoencefalica, dano ocular, (opacidade da lente e anormalidades da
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cérnea), mudangas no sistema imunolégico associadas ao estresse, mudangas hematoldgicas, mudangas
reprodutivas (redugdo na produgédo de esperma), teratogenia e mudancas na morfologia, no contetdo de
agua e de eletrdlito, e nas fun¢des da membrana das células. Sob condi¢des de exposigéo parcial do corpo
a campos intensos, pode ocorrer um dano térmico significativo em tecidos sensiveis, tais como encontrados
nos olhos e nos testiculos [1].

O estudo pioneiro nesse tema no Brasil, cujos resultados foram divulgados em agosto de 2000, foi

conduzido pela Universidade Federal da Paraiba. Os pesquisadores concluiram que, entre as anomalias
observadas nos ratos de laboratério expostos a radiacdo na frequéncia de 2,45 GHz, se destacam os
efeitos sobre a fertilidade. Houve queda de 26% no nivel de fertilidade das cobaias nascidas de pais e maes
expostos a radiacdo. O mesmo estudo concluiu que a exposicdo a RNI altera os niveis de aprendizado dos
animais.
Portanto é necessaria a escolha do melhor método para a semeadura das cepas de Escherichia coli para
elaboragéo da curva de crescimento padréo pois isso influencia diretamente na eficiéncia da contagem do
numero de colbnias, na necessidade de utilizagcao de determinados materiais e meios de cultura e, portanto,
na fidelidade da informagao do estudo.

MATERIAL E METODOS

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

Material

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

Autoclave Phoenix;

Banho-maria;

Pipeta automatica 50u¢;

Meio de cultura TSB e EMB;

Multimero

Balanca de preciséo;

Incinerador;

Termdmetro eletrénico;

Termbmetro a laser;

Termdmetro de bulbo

Extrator de amostra;

Contador de colénias (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 preparagéo 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:

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

e Calcula-se a massa para o volume desejado e, utilizando uma balanga de precisédo, 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
doitem 2.5.1;

e Ap0s retira-lo da autoclave, tamponar com papel aluminio e deixar em temperatura ambiente. Com
padronizacao deste experimento, a cultura sé 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 homogenizagéo?;

e Prepara-se 7 tubos de ensaio (sete matrizes para diluicdes) 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 p{ da solugéo do tubo 1 (matriz) para o procedimento de diluigdo que constituiu-se de:

tubo 1.1 (100 u{ da solugédo matriz + 9ml de soro fisioldgico)
tubo 1.2 (100 pf da solugéo 1.1 + 9ml de soro fisioldgico)
tubo 1.3 (100 pf da solugéo 1.2 + 9ml de soro fisioldgico)
tubo 1.4 (100 pf da solugéo 1.3 + 9ml de soro fisioldgico)
tubo 1.5 (100 pf da solugéo 1.4 + 9ml de soro fisioldgico)
tubo 1.6 (100 pf da solugéo 1.5 + 9ml de soro fisiol6gico)

Procedimento de preparacgao e utilizagao do EMB

Antes de iniciar o procedimento de semeadura das bactérias, € necessario a preparagdo 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 ml, além de outros auxiliares (pipeta, bastéo,
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 Apds retira-la da autoclave, deve-se tamponar com papel aluminio e deixar em temperatura
ambiente.

Métodos Microbiologicos e Tipos de Contagem —

1. Semeaduras em Placas

a) Semeadura em profundidade ou "pour plate": depois de preparadas as diluigbes, estas sdo inoculadas
em quantidades de 0,1 ou 1,0 mL em placas de Petri estéreis, utilizando-se duas placas para cada
diluicdo. Deve-se selecionar as diluicbes de maneira que o numero de coldnias esperados se situem
entre 30 e 300. Apos colocar o material (amostra em estudo) na placa, agrega-se de 10 a 15 mL do

4 A homogenizagdo (homogeneizagao) é realizada com movimentos suaves em forma de oito (cerca de 20 vezes)

5 A escala de Mac Farland consiste na aferigdo indireta de uma suspensao bacteriana pelo seu grau de turvagao
(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 nimero 1 da escala de Mac Farland corresponda a uma amostra
com 300.000 bactérias por mililitro.



meio de cultura fundido e resfriado a temperatura de + 45°C, agitando-se em movimentos rotativos. As
placas assim preparadas devem ser incubadas a temperatura e condi¢gdes recomendadas, devendo
estas serem colocadas em posigao invertida na estufa, apds incubagéao realizar a contagem, utilizando
contador de colbdnias. Caracteristicas desse tipo de semeadura:

¢ Nao possibilita 0 uso de “meios opacos”

e Deteccao dificil no interior do meio de cultura

e Existe choque térmico na adigao do meio de cultura

b) Semeadura em superficie: apds preparar as placas com meio de cultura (15 mL) e uma vez preparadas
as dilui¢des escolhidas semeia-se 0,1 mL de cada uma das diluigbes, utilizando-se também duas placas
por cada diluigdo. A distribuicdo de toda a aliquota n&o foi realizada com a alga de Driglasky e sim por
espalhamento do inoculo no meio por movimentos suaves®. Proceder incubagéo nas mesmas condigdes
descritas acima. Caracteristicas desse tipo de semeadura:

e Possibilita 0 uso de meios opacos
¢ Nao existe choque térmico devido a presencga cultura

2. Semeaduras em Estrias
a) Estrias: flamba-se a alga de platina no bico de Bunsen, depois de esfriada, introduz-se a alga no

tubo ou placa contendo o microrganismo e retira-se um pequeno inéculo. Introduz-se a alga de
platina na placa e desliza-se a mesma em varios sentidos sobre o meio de cultura soélida

Método de Espalhamento Superficial Realizado:

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 Col6nias (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
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 posigbes 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 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 sdo 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 col6nias pelo
SAUFC’

6 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 detecgédo ocorre quando a concentragéo de células atinge valores superiores a 106
células/ml. A curva resultante determina a presenga de microrganismos.

7 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 diluigdes
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

Baseados nos dados utilizados pbde-se verificar que o tipo de técnica de semeadura escolhido e
utilizado no trabalho possibilitou maior eficacia e fidelidade dos dados da curva de crescimento da E.coli e
consequentemente a confeccao de uma curva padrao que podera ser utilizada na segunda etapa do projeto.

Foi observado que o fato de os meios terem sido semeados por espalhamento em superficie possibitou
melhor disposi¢do espacial da solugao bacteriana em cima do meio de cultura.

CONCLUSOES

De acordo com o presente trabalho podemos concluir que o tipo de Método de Semeadura de colbnias de
utilizado neste estudo foi a Contagem de Viaveis em Placas por Técnica de Espalhamento Superficial
(Speady-Plate) pois a mesma apresenta varias vantagens tais como:

e Menor custo

e Maior agilidade e rapidez

e Possibilidade de contagem em meios opacos como o utilizado no estudo (EMB)

e Possibilidade de registro da imagem das placas petri através de camera digital devido a utilizacao

de meios opacos e contador de col6nias

8 Aparelho utilizado na para descontaminagao bacteriana;



e Inexisténcia de choque térmico em decorréncia da adigdo do meio de cultura
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