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Abstract The endemic and seasonal nature of cholera depends upon the survival of Vibrio
cholerae O1 in a viable but not necessarily culturable state in ecological niches in aquatic envi-
ronments during inter-epidemic periods, and investigation on the survival of this microorgan-
ism in such sites is therefore of the utmost importance. Weekly water aliquots were thus taken
from 2 ponds and 2 rivers in the State of Rio de Janeiro. The samples were divided into two iden-
tical portions, one of which was autoclaved. A standardized dilution of V. cholerae OI Inaba
and of V. cholerae O1 Ogawa was inoculated in three aliquots of 100ml of these different water
samples and maintained at different temperatures. Survival of the microorganisms in the aquat-
ic environment under these different conditions was then analyzed. Regardless of the serotype, V.
cholerae serogroup O1 survived in water with salinity below 0.5%o0 and at different temperatures
for sufficient periods to spread through “bodies of water”, demonstrating the need to constantly
monitor areas of possible contamination, especially where the water is used for drinking, thus
avoiding spread of the disease to surrounding populations.
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Resumo A natureza endémica e sazonal da célera depende da sobrevivéncia de Vibrio cholerae
O1 em estado vidvel, mas nédo necessariamente cultivdvel em nichos ambientais aqudticos du-
rante periodos interepidémicos, sendo de suma importdncia o estudo da sobrevivéncia deste mi-
crorganismo nesses locais. Para tal, foram coletadas, semanalmente, aliquotas de dgua perten-
centes a duas lagoas e dois rios do Estado do Rio de Janeiro. Esses volumes foram divididos em
duas porgées idénticas, uma das quais foi autoclavada. Uma diluicdo padronizada de V. chole-
rae Ol Inaba e de V. cholerae O1 Ogawa, foi inoculada em trés aliquotas de 100ml dessas dife-
rentes dguas e mantidas em diferentes temperaturas. A sobrevivéncia desses microorganismos no
ambito aqudtico sob esses diferentes fatores foi entdo analisada. Os resultados demonstraram
que o V. cholerae sorogrupo O1, independente do sorotipo, é capaz de se manter em dgua com
salinidade abaixo de 0,5%o e em diferentes temperaturas, por periodos suficientes para sua dis-
seminagdo através de “corpos d’dgua’, demonstrando a necessidade de monitoramento constan-
te em dreas de possivel contaminacao, principalmente onde a dgua é utilizada para o consumo,
evitando assim, a disseminacgdo da doenga para as populagdes proximas a esses ambientes.
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Introducéao

Na literatura, observa-se intimeros relatos da
ocorréncia de Vibrio cholerae O1 em sistemas
aquadticos (Feachem, 1981; Kaper et al., 1979;
Wong et al., 1992).

Feachem (1981), Singleton et al. (1982a) e
West (1989) sugerem a sobrevivéncia desses mi-
crorganismos por longos periodos em alguns
desses ambientes, particularmente na d4gua do
mar.

Hoss & Ness (1982) relatam sua presenca
em sedimento e 4gua, independente das varia-
¢oes de natureza fisico-quimica. Vimont & Ber-
che (2000) também demonstram sua presenca
em diferentes condi¢cdes de pH e salinidade,
permitindo, através dos resultados obtidos, a
afirmacdo de que sao membros autéctones na
comunidade microbiana do estudrio.

Colwell & Spira (1993) sugerem que V. cho-
lerae O1 possui habilidade de entrar em estado
de laténcia em resposta a falta de nutrientes, a
elevada salinidade e/ou reducdo de tempera-
tura. Em 1994, Cowell & Huq demonstram que
este estado, denominado vidvel mas nao culti-
véavel em meios de cultura convencionais, pode
ser revertido. Nesses casos as células bacteria-
nas reduzem de tamanho e tornam-se ovéides,
nao crescendo satisfatoriamente em meios de
cultura comuns (Sanyal, 2000).

H4 relatos de vdrios autores sobre a viabili-
dade de V. cholerae O1 em diferentes veiculos
aquosos (Blake et al., 1977; Sanyal, 2000; Saya-
mov & Zaidenov, 1978).

Pérez-Rosas & Hazen (1989), estudando
dgua de rio propde que V. cholerae O1 seja au-
toctone de dguas tropicais. Por outro lado, Khan
et al. (1984), estudando vdrias dguas superfi-
ciais, na cidade de Dhaka, em Bangladesh, des-
crevem que essas nao sdo eficientes reservato-
rios naturais desses microrganismos.

Miller et al. (1984) sugerem que ambientes
com salinidade entre 0,25 e 3%o, tipicamente
quentes, com temperaturas nao inferiores a
50C por periodos longos, sdo provdveis reser-
vatdrios naturais de V. cholerae O1 produtor de
toxina colérica.

Borroto (1998) relaciona condic¢des ecoldogi-
cas com o favorecimento da sobrevivéncia em
longo prazo do V. cholerae sugerindo que a alti-
tude do meio aqudtico em estudo, em relagdo
ao nivel do mar, também é um fator importan-
te para essas condigoes.

Hugq et al. (1984), apoiados atualmente por
Sanyal (2000), apontam o zooplancton, princi-
palmente os copépodes, como de grande im-
portancia na sobrevivéncia e multiplicacdo de
V. cholerae no ambiente aquético.
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Estudos laboratoriais tém demonstrado que
V. cholerae O1 pode sobreviver por longos perio-
dos de tempo em associacdo com algas e plan-
tas aquaticas (Brown & Sirenko, 1997; Islam et
al., 1990; Sood et al., 1998; Tamplin et al., 1990).

Uchiyama (1998b), calculando isolamentos
de V. cholerae em diferentes ambientes aqudticos,
concluiu que este microorganismo ocorria mui-
to mais em dgua de rio que no mar, sendo este
ambiente mais propicio a sua sobrevivéncia.

Deve-se ressaltar porém, que esses experi-
mentos de sobrevivéncia devem ser analisados
cuidadosamente pois, ambientes aqudticos co-
mo rios, lagos ou cole¢Ges de dgua, possuem
sempre variacdo quanto a flora e fauna existen-
tes. Estas condi¢cdes ndo sdo reproduziveis ou
simuldveis em laboratério e, quando presente
em seu habitat natural, V. cholerae O1 estd em
estreita associagao com esses organismos (Fur-
niss et al., 1984).

Em virtude do exposto e observando a dis-
creta bibliografia nacional sobre o assunto, es-
tabeleceu-se neste trabalho os seguintes obje-
tivos:

a) Analisar a viabilidade de V. cholerae O1 em
diferentes meios aquaticos;

b) Comparar a sobrevivéncia do sorotipos Ina-
ba e Ogawa;

c) Avaliar o efeito de diferentes condi¢oes de
temperatura na viabilidade desses microrga-
nismos.

Material e métodos

Amostragem

Foram coletadas, de duas lagoas (Marapendi e
Rodrigo de Freitas) e dois rios (Guandu e Sara-
pui) localizados no Estado do Rio de Janeiro
(Figura 1), semanalmente, volumes de 3.000ml
de dgua, totalizando quatro amostras. Utilizou-
se frascos de boca larga, previamente esterili-
zados, sendo que o tempo decorrido do local
da coleta até o processamento no laboratério
ndo excedeu duas horas. A partir de cada cole-
ta, foi determinado o pH da amostra, com au-
xilio de um potencidometro e seu volume foi di-
vidido em duas porc¢oes idénticas, uma das
quais foi autoclavada a 121oC X 30’.

Metodologia

Em uma primeira etapa, para cada coleta, visan-
do padronizar o inéculo ideal, foram efetuadas
suspensdes de V. cholerae O1 Inaba e Ogawa
para obtencdo, em volume final de 100ml, das
seguintes concentracoes: 104, 105, 106, 107 e 108



Figura 1

Vibrio cholerae O1 EM DIFERENTES TIPOS DE AGUAS

Areas de coleta das aguas dos rios e lagoas do Estado do Rio de Janeiro.
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bactérias/ml. O inéculo ideal foi aquele capaz
de permitir a contagem entre 30 e 300 Unida-
des Formadoras de Colonia (UFC) por placa
(Furniss et al., 1984; Islam et al., 1990). Amos-
tras clinicas toxigénicas de V. cholerae O1 Inaba
e Ogawa (ATCC 14033 e ATCC 15748 respecti-
vamente) foram semeadas em Agar Nutriente
com 1% de NaCl. Apés 18-24 horas, a 37°C, o
crescimento foi suspenso em solucdo salina
0,85% e centrifugado a 3.000RPM por 15 minu-
tos, repetindo-se esse procedimento por trés
vezes (Furniss et al., 1984; Islam et al., 1990).

Em seqiiéncia, foram realizadas suspensoes
destas células lavadas, ajustadas com auxilio
de um espectrofotémetro, para obtencao, em
volume final de 100ml, correspondentes a con-
centracdes dos tubos 1 e 4 da Escala de Mac
Farland. As diferentes concentragoes, apos ho-
mogeneizacdo em vortex, foram plaqueadas,
com auxilio de al¢a de Drigalski, em Agar TCBS
(Difco) e incubadas por 18-24 horas a 370C.
Ap6s esse periodo, efetuou-se a contagem das
UFC, selecionando assim, a dilui¢do ideal (Fur-
niss et al., 1984; Islam et al., 1990).

Em uma segunda etapa, a diluicdo ideal de
V. cholerae O1 Inaba e de V. cholerae O1 Ogawa,
foi inoculada em trés aliquotas de 100ml da dgua
coletada, as quais foram mantidas em tempe-
ratura ambiente, geladeira (4°C) e a 370C. Ap6s
intervalo de 24 horas, inéculos de 0,1ml foram
semeados em Agar TCBS, em triplicata. Essa
operacdo foi repetida em intervalos de tempo
de 2, 4, 7, 14, 21, 28, 45 e 60 dias. Paralelamen-
te, utilizamos o mesmo procedimento empre-
gando as aliquotas autoclavadas (Chevalier &
Vandekerkove, 1980; Furniss et al., 1984).

Testou-se ainda, a manutenc¢do da toxigeni-
cidade das amostras inoculadas a cada interva-
lo de tempo usado para contagem, pelo pro-
cesso de micro-aglutinagdo passiva reversa em
latex (VET RPLA-OXOID).

Resultados e discussdo
A possibilidade de propagacdo de V. cholerae

O1 pela dgua, reconhecida hd mais de um sé-
culo, tem como aliada, o langamento de dejetos
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urbanos em colec¢des de dgua, principalmente
em grandes centros como é o caso do Rio de Ja-
neiro. A pesquisa de sua viabilidade em condi-
¢Oes experimentais, embora nao reproduza fiel-
mente as interacdes do habitat natural, propi-
cia um modelo muito ttil para possiveis com-
paracoes.

Os resultados deste estudo, estdo apresen-
tados na Figura 2, de acordo com as diferen-
tes temperaturas utilizadas, onde se observa a
manutenc¢do dos sorotipos Inaba e Ogawa por
aproximadamente o mesmo periodo, sendo
que, nas amostras previamente esterilizadas
houve recuperacio de ambos os sorotipos até
0 450 dia em temperatura ambiente e a 40C.

O maior tempo de sobrevivéncia em amos-
tra nao esterilizada (autoclavada), foi observa-
do na dgua da Lagoa Rodrigo de Freitas manti-
da a 40C, na qual, V. cholerae O1 sorotipo Oga-
wa foi recuperado até o 210 dia. Entretanto, na
dgua da Lagoa de Marapendi a mesma tempe-
ratura, este sorotipo somente foi recuperado
até o sétimo dia, o mesmo ocorrendo com as
dguas dos rios Guandu e Sarapui.

Ao compararmos os resultados da sobrevi-
véncia desse microrganismo em uma mesma
amostra de dgua, (temperatura, salinidade, pH)
apenas eliminando sua competicdao, podemos
observar a manutencédo da sua sobrevivéncia
por periodos extremamente maiores do que na
dgua ndo estéril. Como essa dgua, foi esteriliza-
da por autoclavacao e nio filtragem, houve a
possibilidade da manutencdo de nutrientes e
possiveis interacdes com outros organismos,
como por exemplo copépodes (Colwell & Spi-
ra, 1993), que apesar de mortos podem ainda
interagir com os vibrios. Estes achados corro-
boram com os de Uchiyama (1997) onde, em
experimento semelhante, houve aumento do
numero de organismos iniciais em dgua de rio
autoclavada, porém nao houve recuperacio
apos o 10e dia em dgua nao autoclavada.

Nas amostras ndo autoclavadas, de ambas
lagoas, recuperou-se, além das amostras previa-
mente semeadas, outros integrantes da familia
Vibrionaceae, sendo que em todas as amostras
colhidas (lagoas e rios) isolou-se grande nime-
ro de outras bactérias.

Observou-se ainda a manutencao da toxi-
genicidade das amostras ATCC recuperadas.

Quanto ao fator temperatura, nossos resul-
tados demonstraram prolongada manutengao
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a 40C, se contrapondo aos de Uchiyama (1998a),
onde V. cholerae nao conseguiu ser mantido a
50C; este autor, sugere ao final de seu trabalho,
que esses microrganismos conseguiriam so-
breviver a essa temperatura na dgua de rio se
estivessem aderidos a particulas de sedimento.
O mesmo autor em outros estudos (Uchiyama,
1998b; Uchiyama et al., 1989) determina a sali-
nidade como fator importante nestes casos, e
embora muitos vibrios sejam halofilicos, apon-
ta a 4gua de rio mais propicia a sua manuten-
¢do que a dgua do mar, sendo que em salinida-
des inferiores, esses microorganismos pode-
riam se manter em temperaturas abaixo de
100C. Em nosso trabalho, ndo observamos essa
afirmacdo, pois em ecossistemas de salinidade
distinta (Lagoa de Marapendi — 22,5%o e Rios
Sarapui/Guandu - 0,5%o) tivemos sobrevivén-
cia até o 28¢ dia tanto em temperatura de gela-
deira como de ambiente, aparentemente inde-
pendente desse fator. Na mesma linha de pen-
samento, porém enfocando a possivel associa-
¢do com os copépodos, Huq et al. (1984) suge-
rem em contraposicdo, que niveis mais altos de
salinidade aliados a altas temperaturas e um
pH alcalino favorecem o crescimento maximo
de V. cholerae, embora em nosso trabalho nao
tenhamos observado esse conjunto de fatores
aliados, pois o pH dos corpos d’dgua utilizados
em nossos experimentos, em nenhuma das co-
letas mostrou-se alcalino. Outros trabalhos
apontam estes fatores como benéficos para sua
manutenc¢ao (Miller et al., 1984; Singleton et
al., 1982b; Tamplin & Colwell, 1986.), sugerin-
do que ambientes com salinidade entre 0,25 e
3%o, tipicamente quentes, com temperaturas
nao inferiores a 50C por periodos longos, sdo
provaveis reservatérios naturais de V. cholerae
01 produtor de toxina colérica.

Nesse contexto, conclui-se que o V. cholerae
sorogrupo O1, independente do sorotipo, € ca-
paz de se manter em dgua com salinidade abai-
xo0 de 0,5%o e em diferentes temperaturas por
periodos suficientes para sua disseminacdo
através de “corpos de dgua”, demonstrando a
necessidade de monitoramento constante em
areas de possivel contaminacao, principalmen-
te onde a 4gua é utilizada para o consumo, evi-
tando assim, a disseminac¢do da doencga para as
populacdes préximas a esses ambientes.



Figura 2

Vibrio cholerae O1 EM DIFERENTES TIPOS DE AGUAS
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Sobrevivéncia em condigbes experimentais de V. cholerae O1 (Inaba e Ogawa) nos veiculos aquosos,

mantidos em diferentes temperaturas.
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