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RESUMO 
O objetivo deste estudo foi verificar se as bactérias Staphylococcus aureus e Pseudomona 
saeruginosa conseguem sobreviver ao processo de digestão do protozoário Paramecium 
caudatum. Para a realização do estudo foi feito um cultivo desse protozoário in vitro. Após o 
cultivo foram realizados testes de resistência do protozoário e confirmação da sensibilidade 
bacteriana aos antibióticos Cloranfenicol e Ciprofloxacina. Para a avaliação da sobrevivência 
foram colocados, em amostras, o protozoário, bactérias e os antibióticos para eliminação 
das bactérias extracelulares. Os testes de sensibilidade dos protozoários mostraram que os 
mesmos possuem resistência aos antibióticos Cloranfenicol e Ciprofloxacina sendo 
explicados pela ação em estruturas celulares presentes nas bactérias e ausentes nos 
protozoários. Os resultados das análises da interação entre bactérias e protozoários 
mostraram que as bactérias P. aeruginosae S. aureus sobreviveram ao processo de 
fagocitose do P. caudatum visto que houve crescimento bacteriano, de todas as amostras, 
após a lise do protozoário. O estudo indica uma possível relação de reservatório propiciada 
pelo protozoário para as bactérias. É de grande importância analisar essas relações, pois a 
resistência ao processo de digestão dos protozoários seria pré-requisito para o aumento da 
patogenicidade de bactérias selecionadas ao longo da evolução devido à capacidade de 
sobreviver no ambiente. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Os artigos devem ser apresentados com extensão mínima de 8 e máxima de 

15 páginas, incluindo referências, sendo que o tamanho do arquivo não pode 

ultrapassar 10MB (dez megabytes). Utilizar a fonte Arial, tamanho 12, alinhamento 

justificado, espaçamento 1,5 linhas, recuo especial de parágrafo de 1,25 cm 
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(conforme este modelo). As margens e formato da folha já foram definidos no 

arquivo padrão (superior e esquerda - 3 cm; inferior e direita - 2 cm). É essencial 

conter introdução, metodologia e conclusão ou considerações finais nos artigos. 

Em ambientes aquáticos, à comunidade microbiana é composta por diversos 

microrganismos, como bactérias e protistas, que apresentam importantes papéis 

ecológicos dentro do ecossistema (ROSSELÓ-MORA & AMANN, 2001). Porém, em 

ambientes que ocorra alteração na qualidade da água proveniente de despejo de 

esgoto doméstico ou hospitalar, essa comunidade pode sofrer alterações, ocorrendo 

à proliferação de bactérias patogênicas à saúde humana (SPERLING, 2005; LIMA, 

2008).  

Dentre essas bactérias patogênicas, a Pseudomonas aeruginosa é 

considerada um dos principais patógenos transmitidos pela água sendo um bacilo 

gram-negativo, aeróbico e não formador de esporos (SANTOS; COLOMBO, 2015) e 

a Staphylococcus aureus que possui um formato esférico, do grupo dos cocos gram-

positivos freqüentemente encontrada na pele e nas fossas nasais de pessoas 

saudáveis (CASSETTARI et al., 2005), sendo, também, encontrada em corpos 

hídricos (LEE et al., 2006).  

Na comunidade protista, o Paramecium caudatum EHRENBERG (1833) é 

uma das espécies amplamente distribuída e estudada (STORER et al., 2002) em 

que possui um corpo cilíndrico, em forma de “chinelo”, sendo a extremidade anterior 

arredondada e a posterior pontiaguda (BHAMARE et al., 2012). Alimentam-se de 

matéria orgânica e são os principais consumidores de bactérias em corpos hídricos, 

atuando como ligação entre produtores secundários e produção bacteriana, além de 

controlar as taxas de mortalidade das bactérias, fator que causa impactos sobre a 

produção e biomassa, proporcionando mudanças morfológicas, estruturais, 

taxonômicas e fisiológicas na comunidade bacteriana (JURGENS, 2000). 

Entretanto, bactérias intracelulares em processos de adaptações ao meio, 

desenvolveram a capacidade de utilizar protozoários para a sua sobrevivência 

(AKYA; POINTON; THOMAS, 2010). Diversas bactérias possuem a necessidade de 

se associar com protozoários para sobreviverem fora de hospedeiros (TEZCAN-

MERDOL et al. 2004), algumas tornaram-se endossimbiontes obrigatórios 

(WINIECKA-KRUSNELL; LINDER, 2001). O papel dos protozoários nas interações 
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com bactérias patogênicas pode ser de reservatório e “Cavalo de Troia”, podendo 

aumentar os fatores de virulência, adaptação a macrófagos e transmissão 

(TORTORA; FUNKE; CASE 2005). Estes protozoários possuem papéis 

fundamentais na sobrevivência e multiplicação de bactérias patogênicas, pois, 

alguns desses microrganismos conseguem sobreviver ao sistema de digestão e 

escapar do fagossomo, persistindo e multiplicando-se dentro do protozoário 

(GÖRTZ, 2006). 

Desta forma, o objetivo desse estudo foi verificar se as bactérias 

Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa conseguem sobreviver ao 

processo de digestão do protozoário Paramecium caudatum. 

 

2. DESENVOLVIMENTO E APRESENTAÇÃO DE RESULTADOS 

 

2.1 METODOLOGIA 

2.1.1 Coleta de água bruta para obtenção de cepas de P. Caudatum 

A amostra de água bruta foi coletada na Lagoa de Abaeté (12°56'42.36"S 

38°21'25.85"W) localizada na cidade de Salvador - Bahia. A amostragem foi feita em 

frasco de plástico de 500 ml estéreis, a 30 cm da superfície da água e transportada 

para o Laboratório de Estudos em Meio Ambiente – LEMA, da Universidade Católica 

do Salvador – UCSAL, acondicionadas em recipiente isotérmico com gelo. Os 

métodos para a coleta e transporte das amostras foram baseados nos 

recomendados e adotados no Manual Prático de Análises de Águas da Fundação 

Nacional de Saúde (FUNASA, 2006). 

 

2.1.2  Estabelecimento da cultura pura de P. Caudatum 

2.1.2.1 Isolamento das cepas  

A amostra bruta (10ml) foi inicialmente centrifugada à 700 rpm durante 3 

minutos e descartado o sobrenadante. Após a centrifugação foi retirado 200µL da 

cultura e colocado em uma lâmina para verificação dos protozoários através de um 

microscópio (aumento de 10x).  Confirmando a presença dos protozoários, utilizando 

o método diluições em gota, adaptado de Glaser e Coria (1930), através de um tubo 
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capilar hematócrito, foi transferido uma alíquota para outra lâmina contendo 100µL 

de água esterilizada.  

Repetiram-se as etapas descritas acima até que cepas de Paramecium 

caudatum fossem totalmente isoladas. A identificação em nível de espécie foi 

realizada com base nas características morfológicas de acordo com Bhamare et al. 

(2012). 

2.1.2.2 Manutenção da cultura pura 

Os protozoários isolados foram transferidos para um recipiente com 500ml 

contendo a água mineral da marca Minalba® (Composição: cálcio 17,14 mgL-¹, 

Magnésio 9,83 mgL-¹, Sódio 1,10 mgL-¹, Cloreto 0,13 mgL-¹, Nitrato 0,8 mgL-¹, 

Sulfato 0,2 mgL-¹, Bicarbonato 105,15 mgL-¹, Fluoreto 0,05 mgL-¹, Bário 0,024 mgL-¹ 

e Estrôncio 0,020 mgL-¹) já utilizada por Alves (2010) no cultivo de P. caudatumem 

temperatura de 27ºC, acondicionados em estufas sem agitação e iluminação. A 

manutenção da cultura foi realizada semanalmente. A troca de uma parte da água 

era feita retirando o sobrenadante da cultura na centrífuga (500 rpm durante 5 

minutos) e adicionando água mineral estéril. A alimentação era feita utilizando alface 

previamente esterilizada com uma diluição de hipoclorito (1%). 

 

2.1.2.3 Cultura e manutenção bacteriana 

As bactérias utilizadas para a interação com os protozoários foram da família 

Micrococcaceae e Pseudomonadaceae, sendo as espécies Staphylococcus aureus 

(ATCC 25923) e Pseudomonasaeruginosa (ATCC 27853). Os meios de cultura 

foram preparados sendo realizado teste de esterilidade posteriormente. As cepas 

foram transferidas com alça de platina das placas de cultura referência para placas 

de petri contendo o Meio Ágar Triptona de Soja (TSA). Após a inoculação foram 

incubados em estufa a 36°C por 24 horas e posteriormente verificado a sua 

viabilidade. A manutenção das cepas foi realizada de forma quinzenal, utilizando o 

Meio TSA e armazenado em condições 8°C. 

 

2.1.3  Antibiograma 

Para avaliação da sensibilidade das bactérias foram inseridos 10 mL de água 

mineral em tubos de ensaio. Em cada tubo foram inoculados colônias de S. aureus e 
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P. aeruginosa levando como padrão 0,5 da escala de McFarland. Posteriormente, 

foram colocados 500µL da solução bacteriana em cada microtubo contendo 500µL 

de água mineral estéril com a adição de discos antibióticos, totalizando 10 

eppendorfs para cada bactéria. Para S. aureus foi adicionado o antibiótico 

Cloranfenicol (30µg/mL) e para P. aeruginosa Ciprofloxacina (5µg/mL). Foram 

colocados em estufa a 37°C durante 24h e posteriormente, com a utilização de um 

Swab, as soluções foram inoculadas em Meio Ágar Chocolate para a observação da 

sobrevivência bacteriana. Da cultura estoque de protozoários, foram transferidos 

10mL para tubos de centrífuga. Os tubos foram centrifugados à 700rpm por 5 

minutos, descartando-se o sobrenadante. Foi adicionado 10mL de água mineral 

estéril aos tubos e novamente estes foram centrifugados. Depois a amostra foi 

transferida uma alíquota para lâminas e, através do método de diluição em gota 

adaptado de Glaser e Coria (1930) foram capturados 5 protozoários sendo 

transferidos para cada microtubo. Cada microtubo continha 500µL de água mineral 

estéril, em que foram adicionados discos dos antibióticos cloranfenicol e 

ciprofloxacina totalizando 10 microtubos para cada antibiótico. As culturas foram 

avaliadas após 24h e sendo verificada a viabilidade das mesmas quanto ao número 

de indivíduos e motilidade, sendo classificados, de acordo com o número de 

organismos vivos, em sensível (<3) intermediário (3) e resistente (>3). 

 

2.1.4  Interação bactéria-protozoário 

Foi realizada a transferência de 500µL da cultura estoque, utilizando 

micropipetador, para 30 microtubos. Os microtubos foram centrifugados durante 5 

min à 700 rpm, retirada 150µL do sobrenadante e adicionado 150µL de água mineral 

estéril, com repetição de duas vezes para melhor retirada dos nutrientes. Após a 

retirada da centrífuga foram levados ao microscópio para análise da sobrevivência 

dos protozoários. Obtendo a confirmação da viabilidade dos protozoários foram 

inoculados 500µL da diluição bacteriana (0,5 da escala de McFarland), sendo 15 

microtubos com a diluição da bactéria S. aureus e 15 com a P. aeruginosa. Após 4 

horas foram adicionados um disco de antibiótico em cada microtubo. Para as 

amostras com S. aureus o antibiótico Cloranfenicol e para amostras com P. 

aeruginosa a Ciprofloxacina, seguindo-se em repouso durante 24 horas em 
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temperatura de 27°C. Finalizando o repouso, as amostras foram colocadas em 

lâminas e observadas no microscópio. Os protozoários encontrados foram 

transferidos, através de tubo hematócrito, para novos microtubos contendo 1 mL de 

água mineral estéril. Para cada amostra foi retirada 330µL no primeiro e sétimo dia. 

Em cada dia, a fim de provocar a lise celular e extravasar o conteúdo intracelular, 

foram adicionadas nas amostras 250 µL de solução salina a 0,9% sendo, 

consecutivamente, centrifugadas em 1000 rpm durante 1 minuto. Posteriormente as 

amostras foram inoculadas, inicialmente, em meio Ágar Chocolate e posteriormente 

nos meios Ágar Tríplice Açúcar Ferro (TSI), Ágar Lisina Ferro (LIA), Ágar Cetramida, 

Ágar úreia e Ágar Sim Medium e realizadas a coloração de Gram, Teste de Oxidase, 

Coagulase e Catalase para a identificação das bactérias. 

 

2.2    RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 
As análises de sensibilidade dos protozoários mostraram que os organismos 

apresentaram resistência aos antibióticos, sendo que as maiorias das amostras se 

apresentaram dentro da classificação de resistência (Figuras 1 e 2). Essa resistência 

pode ser explicada pela ação dos antibióticos nas estruturas celulares presentes nas 

bactérias (MADIGAN et al., 2010; PAPICH, 2003) e ausentes nos protozoários. A 

ciprofloxacina interfere na DNA girase bacteriana, evitando o superenovelamento do 

DNA (APPELBAUM; HUNTER, 2000; KONEMAN et al., 2001; MADIGAN et al., 

2010).   
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O cloranfenicol é um bacteriostático que inibe a síntese proteica microbiana 

(CARVALHO, 2002) impedindo a ligação do RNA-mensageiro ao ribossomo, por se 

ligar na fração 30S, porém sua ação mais importante se encontra na ligação da 

parte 50S do ribossomo. Este antimicrobiano tem pouca afinidade pelo ribossomo de 

células eucariotas o que explica a sua seleção sobre as bactérias (TAVARES, 2001; 

PAPICH & REVIERE, 2003). 

 

Figura 2 – Gráfico de resistência dos protozoários ao antibiótico Ciprofloxacina 

 

Figura 1 – Gráfico de resistência dos protozoários ao antibiótico Cloranfenicol 
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A avaliação da sensibilidade das bactérias aos antibióticos foi confirmatória, 

mostrando a sensibilidade da S. aureus ao cloranfenicol (COSTA et al, 2013; LOPES 

et al., 2017; SOUZA et al., 2017) e da P. aeruginosa ao antibiótico ciprofloxacina 

(FIGUEREIDO et al., 2007; FERREIRA et al., 2014; KOLPEN et al., 2017). Contudo, 

é indicado estar monitorando com frequência a sensibilidade da P. aeruginosa a este 

fármaco, pois algumas cepas se mostram resistentes (RATH, DAS & PHADY, 2017).   

O uso de antibiótico para estudos com protozoários, visando à eliminação de 

bactérias extracelulares, é bastante aplicado. Dohra e Fujishima (1999) utilizaram o 

cloranfenicol para a avaliação da bactéria parasita obrigatório Holospora obtusa do 

protozoário P. caudatum no qual se mostrou resistente.  O uso da gentamicina foi 

observado na maioria dos estudos. Siddiqui et al. (2017) mostraram a eficiência 

deste fármaco contra as bactérias Streptococcus pneumoniae e Streptococcus 

pyogenese resistência da Acanthamoeba castellanii. Akya, Pointon& Thomas (2009) 

verificaram a sensibilidade da Listeria monocytogenese resistência da 

Acanthamoeba polyphaga. A sensibilidade da Salmonella entérica e resistência da 

Acanthamoeba rhysodes foram observadas por Tezcan-Merdol et al. (2004). 

Os resultados das análises da interação bactérias e protozoários mostraram 

que as bactérias P. aeruginosa e S. aureus sobreviveram ao processo de fagocitose 

do P. caudatum visto que houve crescimento bacteriano de todas as amostras após 

a lise dos protozoários, sendo confirmada a presença das duas espécies através de 

meios de cultura e testes bioquímicos (Tabelas 1 e 2). 

 

Tabela 1 – Resultados dos testes para confirmação da Staphylococcus aureus 

 

 

Bactéria 
Coloração 

de Gram 
Coagulase Urease Catalase Oxidase TSI 

S. aureus 

Gram-

positivo; 

estafilococos. 

+ + + - A/A 
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Tabela 2 – Resultados dos testes para confirmação da Pseudomonas aeruginosa 
 

 

Este estudo indica uma possível relação de reservatório prestado pelo 

protozoário tendo em vista a permanência das bactérias dentro do mesmo após 24h, 

sendo o ciclo digestivo do P. caudatum de 1h (FOK, LEE & ALLEN, 1982), e a 

constatação de bactérias nas amostras pós analise. Entretanto são necessários 

estudos estabelecendo parâmetros para análise da multiplicação desses patógenos 

dentro do protozoário.  

Os fatores que permitiram a sobrevivência das bactérias ao processo 

digestivo ainda são desconhecidos. Brandl et al. (2005), indicam que essa 

capacidade não esteja relacionada com composição da parede celular visto que 

houve crescimento das bactérias de diferentes composições, sendo essa informação 

corroborado com os resultados deste estudo, já que a P. aeruginosa é um bacilo 

Gram-negativo (HERREIRA et al., 2014) e a S. aureus é um coco Gram-positivo 

(SANTOS et al., 2007). Entretanto, como a Salmonella entérica, essas bactérias 

podem possuir a capacidade de alterar, através de vários genes, os eventos normais 

relacionados a digestão dentro do vacúolo alimentar, como a fusão com o lisossoma, 

possibilitando sua resistência (BRANDL et al., 2005). 

Diversos estudos indicam o P. caudatum como reservatório de bactérias. 

Watanabe et al. (2016) mostraram que esse protozoário serve como hospedeiro 

natural da bactéria Legionella pneumophilaem que se promove uma relação 

endossimbionte. Peterson et al., (2013) demonstraram, pela primeira vez, que este 

protozoário pode ser um vetor de transmissão das bactérias Mycobacterium 

marinum e Mycobacterium chelonae, aumentando a transmissão dessas bactérias 

em peixes Daniorerio. Além de que, este protozoário pode ser parasitado por 

bactérias do gênero Holospora (H. undulata, H. caryophilaand H. obtusa) (DUNCAN 

Bactéria 
Coloração 

de Gram 
Oxidase Motilidade Lisina TSI 

Ágar 

Cetramida 

42/°C 

Urease 

P. 

aeruginosa 

Gram-

negativo; 

bacilo isolado. 

+ + - 
K/

K 

Colônias 

esverdeada

s 

+ 
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et al., 2018). Além desse ciliado, protozoários amebozoa do gênero Acanthamoeba, 

são os mais utilizados como reservatório de bactérias patogênicas. Leviene et al. 

(2010) e Calvo et al. (2013) mostraram que P. aeruginosa possui a capacidade de 

resistir ao processo de fagocitose desse protozoário, servindo como reservatório. 

Bactérias das famílias Legionellaceae, Parachlamydiaceae e Mycobacteriaceae 

também utilizam este protozoário como hospedeiro (GREUB & RAOULT, 2004).  

Contudo, a relações protozoários com bactérias vão além das relações de 

hospedeiro–reservatório. Cirillo et al. (1997) estudaram uma via chamada “Cavalo de 

Tróia” em que avaliou características associadas à virulência, in vitro e in vivo, 

através da infecção de ratos com o protozoário contendo a Mycobacterium avium 

demonstrado um aumento na capacidade da bactéria em colonizar o intestino, 

fígado e baço. Já foi demonstrado o papel dos protozoários de vida livre na 

manutenção da virulência de L. pneumophila no ambiente (CIRILLO et al. 1999). 

Quando cultivada associando a amebas de vida livre, este patógeno provou ser mais 

invasivo a macrófagos e outros tipos celulares, além de apresentar maior virulência 

em animais infectados (WINIECKA-KRUSNELL; LINDER, 2001). Indícios 

demonstram que a resistência ao processo de digestão por protozoários predadores 

seria pré-requisito para a patogenicidade de bactérias selecionadas ao longo da 

evolução devido à capacidade de sobreviver no ambiente (BARKER; BROWN, 

1994). 

 

3. CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

Embora os protozoários de vida livre representem importantes predadores 

bacterianos, algumas bactérias, ao longo da evolução, se tornaram resistentes ao 

processo de fagocitose podendo sobreviver e utilizar esses microrganismos como 

reservatórios para a sua proteção no ambiente natural. Este estudo indica uma 

possível resistência dos protozoários aos antibióticos cloranfenicol e ciprofloxacina e 

a sobrevivência das bactérias S. aureus e P. aeruginosa ao processo digestivo do 

protozoário P. caudatum. Como bactérias de importância médica, é de grande 

relevância determinar essas interações sendo que, alguns protozoários, permitem 

sobrevivência, replicação e distribuição de espécies de bactérias patogênicas no 
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ambiente natural, visto que a sobrevivência nesse hospedeiro pode indicar um 

potencial reservatório podendo aumentar a sua capacidade de virulência e/ou 

enganar as primeiras barreiras imunológicas humanas. Os resultados deste estudo 

podem indicar novos caminhos para compreender as interações protozoários de vida 

livre com bactérias, visto que essa sobrevivência tem implicações para a ecologia 

destes patógenos humano que vai além da relação trófica característica da interação 

predador-presa, dado que este processo promove mecanismos de adaptação e de 

defesa de bactérias patogênicas do homem. 
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