Effect of sun light on the survival of Escherichia coli in
beach sand
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RESUMO

O objetivo dessa pesquisa foi avaliar a sobrevivéncia de uma cepa de Escherichia coli resistente ao dcido
nalidixico (AN), inoculada em amostras de areia de praia, expostas d luz solar. O trabalho foi realizado em seis microcosmos:
(a) Experimento - areia esterilizada + salina estéril + E. coli; (b) Controle - areia ndo esterilizada + salina estéril + E.
coli; e (c) Controle Branco - areia esterilizada + salina estéril, sendo trés expostos a luz solar e trés, mantidos no escuro,
protegidos da luz solar. Dos microcosmos experimentais depois de decorridas 48 h de exposicio a luz solar nenhuma cepa
de E. coli foi recuperada, ratificando a assertiva de que a irradiacdo ultravioleta é letal para a célula vidvel. As amostras
de areia inoculada ndo foram favordveis ao crescimento do caldo de cultura de E. coli quando expostas aos raios solares.
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ABSTRACT

This research work was aimed at appraising the survival of a Escherichia coli’s strain as resistant to the nalidixic
acid, through inoculation into sand samples exposed to sun light. The experimental layout was designed in six
microcosmos, namely: (a) working experiment — sterilized sand plus sterile saline plus E. coli; (b) control experiment —
non-sterilized sand plus sterile saline plus E. coli; (c) blank control - sterilized sand + sterile saline, with three of them
being exposed to sun light and three kept in the dark, protected against sun light’s influence. Considering the experimental
microcosmos and after a 48-hour period of sun light exposition had elapsed, no E. coli strain was recovered what bears out
the fact that the ultraviolet irradiation is lethal to a viable cell. The samples from inoculated sand were not found to be
favorable to the growth of E. coli cultivation broth when exposed to sun light.
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INTRODUCAO

Microrganismos tém sido frequentemente iso-
lados de areias de praias e muitos deles reconhecidos
como patoégenos potenciais para seres humanos.
Alguns fatores facilitam a sobrevivéncia e a dis-
persao desses patdgenos na costa marinha, incluindo
a natureza da praia, as marés, a presenca de esgotos
sanitarios, a estagdo do ano, a presenca de animais e
o numero de frequentadores (WHO, 2003). Quanto
tempo uma bactéria fecal pode sobreviver em areias
de praias ensolaradas sob condigdes normais é uma
pergunta que aguarda resposta, considerando que a
incidéncia de radiagéo ultravioleta consiste em fator
limitante da permanéncia de bactérias em solos su-
perficiais. Espera-se que alguns tipos de solo faci-
litem a sobrevivéncia da bactéria, sobretudo, porque
dessa ligagdo e das fontes nutricionais em oferta de-
penderdo sua sobrevivéncia.

Nesse contexto, hd muito tempo foi reconhe-
cida a necessidade de se estabelecer padrdes micro-
biol6gicos para corpos de dgua, sobretudo, quando
foi descoberto que a dgua contaminada por dejetos
poderia transmitir intimeras doencas tais como: shi-
geloses, febre tifoide, amebiase e colera, dentre ou-
tras (Fujioka, 1997). O inicio desse estudo foi lide-
rado por Escherich quando, em 1885, determinou
que as bactérias coliformes, das quais Escherichia coli
é uma das espécies, eram numerosas e sempre detec-
tadas em fezes e esgoto. Diversos paises utilizam os
coliformes como um dos principais padrdes para
averiguar a qualidade microbiolégica de quaisquer
aguas, doces ou marinhas, usadas para contato pri-
mario. O Brasil adota para d4guas marinhas além da
quantificagdo de coliformes termotolerantes, a de E.
coli e a de enterococos (BRASIL, 2000), sendo que, no
Artigo 8 dessa Resolugdo, ha uma recomendagéao aos
6rgaos ambientais de avaliacao parasitolégica e mi-
crobiolégica da areia para futuras padronizagoes.

Aliados ao risco sanitdrio direto da presenca
de bactérias entéricas em &reas costeiras estdo a qua-
lidade dessas bactérias como reservatorios de resis-
téncia bacteriana aos agentes antimicrobianos e o
potencial de transferéncia desse marco genético de
resisténcia entre as bactérias no ambiente. O &cido
nalidixico (AN) é uma quinolona que apresenta acao
antibacteriana somente sobre bastonetes Gram nega-
tivos entéricos, por exemplo, Escherichia coli (Tavares,
2007). A resisténcia de E. coli ao AN resulta da inter-
feréncia dos derivados quinolénicos na sintese do
DNA bacteriano, por inibicdo da agdo da DNA gi-
rase e da topoisomerase, enzimas que promovem o
enovelamento e abertura das fitas de DNA, visando

sua ocupagdo em um menor espago na célula
(Alterthum, 2008). A resisténcia as fluoroquinolonas
é exclusivamente de origem cromossdmica, nao
tendo sido nunca relatada resisténcia plasmidial o
que é contestado por Alterthum (2008) pois plasmi-
dios foram observados albergando genes de resis-
téncia as quinolonas.

A cidade de Fortaleza, dada a sua posicao ge-
ografica, apresenta indices elevados de insolacdo du-
rante o ano inteiro, caracteristica que é explorada
comercialmente como fator de atragdo para turistas
que vém aproveitar suas praias. Entretanto, a ele-
vada frequéncia de usudrios, a presenca de animais
domésticos nas areias e a descarga de fontes difusas
de contaminagdo, como galerias pluviais, levam as
praias a uma condi¢do sanitaria precéria e conse-
qlientes riscos a satide. Essa pesquisa tem como obje-
tivo avaliar a sobrevivéncia de bactérias E. coli, com
um marco de resisténcia ao AN, em areia de praia
exposta a luz solar.

MATERIAL E METODOS
Coleta do substrato

Amostras do substrato, constituido de areia
seca de praia, foram coletadas manualmente na Praia
Meireles, em Fortaleza/ CE (03°43'28”S-38°29'29” W),
acondicionadas em sacos plasticos, etiquetadas e
transportadas para o Instituto de Ciéncias do Mar
(LABOMAR) da Universidade Federal do Ceara
(UFC). O material coletado foi dividido em duas
porcdes: uma destinada as andlises morfoldgica e
mineraldgica e a outra, as andlises microbioldgicas.

Analise do substrato

No Laboratério de Oceanografia Geolégica do
LABOMAR-UFC, as amostras foram lavadas com
agua destilada para a retirada completa de sais solu-
veis e secas em estufa a uma temperatura aproxi-
mada de 60°C, sendo posteriormente analisadas
quanto a granulometria, mineralogia e teores de car-
bonato de calcio, matéria organica e umidade na-
tural do solo.

A anélise granulométrica foi realizada por pe-
neiramento mecanico de 100 g da amostra. A classifi-
cagdo do substrato baseou-se no peso de cada fragdo
retida no jogo de peneiras de didmetros variados.

A composicdo mineralégica da amostra foi de-
terminada por identificagdo visual em microscépio
estereoscopico (Bel Photonics - XLT), acoplado com
camera de video (Rohs MTV 635510HP), e por ana-
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lise comparativa na tabela do grau de arredonda-
mento e esfericidade da areia (Krumbein & Sloss,
1963 apud Suguio, 1973).

O teor de carbonato de célcio foi determinado
pelo método do calcimetro de Bernard (Lamas et al.,
2005), baseado na reacdo entre o 4cido cloridrico e o
carbonato de calcio (CaCQ,), presente na amostra,
com liberacao de gas carbonico (CO,). Para determi-
nacdo da matéria orgénica foi usado o método da
calcinacao (loss on ignition), com queima da amostra
em mufla a 450°C por 2 h (Davies, 1974). A umidade
natural do substrato foi quantificada por diferenca
de peso entre uma determinada quantidade de
amostra em estado natural e apds o processo de se-
cagem em estufa a 60°C por 48 h, segundo a metodo-
logia de Reichardt (1985 apud Paixao, 2005).

Cultura de Escherichia coli

Cultura de E. coli resistente ao acido nalidixico
(AN), oriunda da bacterioteca do Laboratério de
Microbiologia Ambiental e do Pescado do
LABOMAR-UEFC, isolada de dgua do mar coletada
nas proximidades do emissario submarino em
Fortaleza, Ceara4, foi inoculada em 200 mL de solugéo
salina estéril (0,85% de NaCl) e agitada em um agi-
tador Vortex (Phoenix) por 20 minutos. O homoge-
nato foi ajustado pela escala McFarland até que o
numero de células ficasse igual ao tubo 0,5 (108
Unidades Formadoras de Colonias - UFC), conforme
Mahon & Manuselis (1995).

Porcoes de 1.000 g de areia de praia seca foram
lavadas com uma solugdo de acido cloridrico a 10%,
sob agitacdo manual, com intervalos de repouso a
cada 10 minutos, durante 2 h. Em seguida, o material
foi lavado em agua corrente por cinco vezes a fim de
eliminar o acido e submetido a uma série de trés au-
toclavagoes (121°C/30 min). Por fim a areia estéril foi
levada a estufa de secagem a 100°C por 24 h.

As amostras de areia estéril foram estocadas em
quatro caixas de aluminio esterilizadas. Simulta-
neamente, duas amostras de areia sem esterilizacdo
foram estocadas em duas caixas de aluminio, também
previamente esterilizadas. Assim, seis microcosmos
foram preparados: (a) Experimento - areia esterilizada
+ 100 mL solucao salina esterilizada + 100 mL do ho-
mogenato de E. coli resistente a AN; (b) Controle - areia
ndo esterilizada + 100 mL solugéo salina esterilizada +
100 mL do homogenato de E. coli resistente a AN; (c)
Controle Branco - areia esterilizada + 200 mL solugéo
salina esterilizada, sendo que trés foram expostos a luz
solar e os outros trés, mantidos no escuro, protegidos
da luz solar por um tecido de cor preta.
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Cepas de E. coli resistentes ao acido nalidixico

Primeiro experimento: no tempo zero de esto-
cagem foram retirados 25 g de areia de cada caixa e
imediatamente realizados os testes para confirmagao
da presenca da bactéria E. coli resistente ao AN. Para
tanto foram homogeneizados 25 g de areia de cada
caixa seguindo a orientagdo de Mehlman ef al. (1984)
e diluido em 225 mL de solugdo salina estéril (0,85%
de NaCl). Do homogenato foram feitas dilui¢des até
103, e aliquotas de cada diluigdo foram semeadas
por esgotamento em placas contendo Agar Eosina
Azul de Metileno (EMB-Difco). As placas foram in-
cubadas a 37°C por 24 h. Ap6s o tempo de incubacao,
de cada placa foram isoladas trés colonias e delas
feitos esfregacos em laminas, coradas pelo método
de Gram e observadas em microscépio. Depois de
confirmadas como bastonetes Gram negativos, ino-
culos foram transferidos para tubos com Agar
Triptona de Soja (TSA-Difco) inclinados e incubados
a 37°C por 24 h. Apé6s esse tempo, as cepas de cada
tubo foram inoculadas em Agar SIM, Caldo VM VP
e Agar Citrato, todos de marca Difco, para compro-
vagdo da espécie E. coli. Posteriormente, de cada
cepa crescida e confirmada como E. coli foi feito o
teste de susceptibilidade ao AN, de acordo com CLSI
(2013), em que para ser sensivel o halo deve ser
maior ou igual a 19 mm; para ser classificada como
intermedidria, o halo deve ficar entre 14 €18 mm, e
para ser considerada resistente, o halo deve ser igual
ou inferior a 13 mm.

Segundo experimento: O procedimento des-
crito acima foi repetido. Dessa feita, a contagem de
células vidveis a 35°C * 2°C foi feita no tempo zero
e a cada 48 h. Além disso, colonias tipicas de E. coli
em Agar EMB (n = 3) eram submetidas aos testes
do IMVIC e ao teste de susceptibilidade ao
AN (CLSI, 2013).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O arcabouco sedimentar do substrato anali-
sado (areia de praia) foi caracterizado por apresentar
0,13% de lama, 0,01% de cascalho e predominio de
grdos de quartzo (99,86%), variando de subarredon-
dados a arredondados, seguidos por graos de mine-
rais pesados (e.g. ilmenita, turmalina), fragmentos
de conchas e rara matéria organica (Figura 1). Com
base na frequéncia e no tamanho das particulas,
mostrando predominio de grdos de areia fina com
didmetro variando de 2,0 a 2,5 u, o substrato foi clas-
sificado através do diagrama triangular de Shepard
(1954), mostrado na Figura 2. O substrato analisado



apresentou 7,6% de carbonato de célcio (CaCO,),
correspondendo a fragmentos de conchas de ani-
mais marinhos e baixo teor (0,2%) de matéria orga-
nica, possivelmente, relacionada aos moluscos que
estiveram abrigados nas conchas identificadas, mis-
turadas as amostras de areia. A umidade natural do

substrato foi de 0,69%.

Figura 1 - Microfotografia em microscépio estereoscopico (Bel
Photonics XLT) com camera de video (Rohs MTV 635510HP) do
substrato (areia de praia) coletado na Praia Meireles, em Fortaleza,
Ceard, utilizado para inoculagdo de cultura de Escherichia coli
resistente ao acido nalidixico.
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Figura 2 - Diagrama triangular de classificacao segundo Shepard
(1954, apud Suguio 1973) do substrato (areia de praia) coletado na
Praia Meireles, em Fortaleza, Cear4, utilizado para inoculagdo de
cultura de Escherichia coli resistente ao acido nalidixico.

O fato de estar classificado no grupo das areias
condiciona o substrato & presenca reduzida de nu-
trientes, o que desfavorece a multiplicagdo das bacté-
rias. A auséncia de matéria organica limita o cresci-
mento da E. coli- Na verdade, o mecanismo pelo qual
as bactérias colonizam a areia da praia é pouco en-
tendido, pois sua ocorréncia pode assumir forma
passiva, via fezes de animal, deposi¢do de detritos
na costa ou concentragdo na areia, e ativa, por cresci-
mento devido a condi¢des adequadas ou recupe-
ragdio de um estado prévio de ndo culturavel
(Whitman & Nevers, 2003).

Um dos principais fatores que afetam a ativi-
dade microbiana na zona litoranea se refere a dispo-
nibilidade de areia para que os microrganismos
possam multiplicar-se, pois é na superficie das parti-
culas de solo que seu crescimento é mais intenso
(Madigan et al., 2010). Mesmo um pequeno agregado
desse material pode conter varios microambientes e,
desse modo, permitir o crescimento de diferentes
tipos de micro-organismos, a partir da disponibili-
dade de recursos alimentares, tais como matéria or-
ganica, agua, fésforo e nitrogénio. Pinto & Oliveira
(2011) afirmam que os resultados de pesquisas reali-
zadas nesse ambiente comumente revelam maiores
densidades de microrganismos em areias de praias
do que no mar adjacente, devido ao fato de as bacté-
rias aderirem as particulas do sedimento e assim se
protegerem dos efeitos prejudiciais das radia¢des da
luz solar, o que ndo acontece com aquelas que ficam
livres na agua (Aulicino ef al., 1985; Sato et al., 2005).

De uma maneira geral, as densidades de mi-
crorganismos sdo maiores em areia seca do que em
areia Umida, afirmagdo sustentada por Vieira et al.
(2002), que obtiveram resultados semelhantes, ao com-
pararem o grau de contaminacao de amostras de areias
amidas e secas de trés praias de Fortaleza, Ceara.

No primeiro experimento, apds 24 h de esto-
cagem, 45 colonias de E. coli resistentes ao AN foram
isoladas dos microcosmos (do exposto a luz solar e
do mantido no escuro). Nos microcosmos referidos
como Controle, além de E. coli também foram iso-
ladas cepas de Enterobacter spp. Vieira et al. (2001),
pesquisando bactérias entéricas em 103 amostras de
areias imidas e secas das praias do Mucuripe, Futuro
e Caca e Pesca em Fortaleza, Ceara, identificaram a
espécie E. coli (n = 46) além de representantes dos
géneros Enterobacter spp. (n = 53) e Citrobacter spp.
(n = 4), os quais sdo comuns em fezes, embora
Enterobacter spp. possam também ser isolados de
amostras do solo (Grimont & Grimont, 2006).

Ap6s 48 h de exposigdo a luz solar, os micro-
cosmos Experimento e Controle ja ndo apresentavam
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mais crescimento das bactérias, indicando que nesse
tempo, as cepas expostas ao Sol ndo eram mais
cultivaveis. Contrariamente, nos microcosmos
Experimento e Controle mantidos no escuro, prote-
gidos da luz solar, as cepas se revelaram vidveis até
mais de 72 h, tempo de encerramento do experi-
mento. Por outro lado observa-se que ndao houve
crescimento bacteriano no microcosmos Controle
Branco. (Tabela I, Figura 3).

Alkan et al. (1995) afirmam que o efeito da ra-
diagao solar sobre bactérias entéricas tem sido ava-
liado em razao dos questionamentos sobre o impacto
dos despejos de esgotos em aguas marinhas, fato
comum em cidades litoraneas. Pesquisas mostraram
o efeito deletério da radiagcdo UV sobre células de E.
coli resistentes ao AN introduzidas por irrigacdo
sobre folhagens e solo (Wood et al., 2008 e 2010).

No segundo experimento, a partir de 48 h, as
amostras de areia dos microcosmos Experimento e
Controle expostas a luz solar j4 ndo apresentavam

contagens de E. coli, enquanto que nos microcosmos
correspondentes, mantidos no escuro protegidos da
luz solar, as contagens foram de 15,7 x 10 UFC/g e
>250 x 10° UFC/g, respectivamente. Embora a
maioria das cepas de E. coli ndo seja patogénica, essa
bactéria pode disseminar doencas em diferentes or-
gdos do trato intestinal (Pinto & Oliveira, 2011), dai a
importancia da determinacdo de sua sobrevivéncia,
uma vez que seu isolamento de areias das praias de
Fortaleza é frequente (Vieira et al., 2001 e 2002; Castro
et al., 2006).

Ao longo do experimento foram recuperadas
cepas de E. coli dos tratamentos para verificar a cul-
turabilidade das células e a estabilidade do marco de
resisténcia. Todas as estirpes recuperadas e isoladas
foram positivamente identificadas como E. coli e
apresentaram resisténcia ao AN até o final do experi-
mento, indicando que a exposicdo a radiagdo solar
nado apresentou efeito mutagénico nem capacidade
de silenciar a expressdo do gene de resisténcia.

Tabela I - Contagens de Escherichia coli resistente ao acido nalidixico (UFC/g), inoculada no substrato
(areia de praia) coletado na Praia Meireles, em Fortaleza, Ceard, versus tempo de sobrevivéncia.

. Tempo Contagens (UFC/g)
Microcosmos N .
(h) Expostas a luz solar Protegidas da luz solar
Experimento 108 108
Controle 0 108 108
Controle Branco 0 0
Experimento 0 51 x 10°
Controle 48 44 x 10 > 250 x 103
Controle Branco 0 0
Experimento 0 15,7 x 10°
Controle 72 0 > 250 x 103
Controle Branco 0 0

10 —0— Experimento exposto a luz solar

| —e— Experimento protegido da luz solar
o) —O— Controle exposto a luz solar
§ 8 —&— Controle protegido da luz solar
25
g2 °f
S L
S8 4|
2 '>6< Figura 3 - Contagens de Escherichia coliresistente
3 = L ao 4cido nalidixico (log UFC/g), inoculada no
w c substrato (areia de praia) coletado na Praia
% _8 2+ Meireles, em Fortaleza, Ceara, versus o tempo
[=IN®) de sobrevivéncia.
o ® I
28 |
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CONCLUSOES

As amostras de areia inoculadas ndo foram fa-
voraveis ao crescimento do caldo de cultura de
Escherichia coli quando expostas aos raios solares.
Dos microcosmos experimentais ndo foram recupe-
radas cepas de E. coli além de 48 h, ratificando a as-
sertiva de que a irradiacdo ultravioleta é letal para a
célula vidvel.
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