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Apresentacao

O interesse no uso de alternativas mais vidveis economicamente e menos
agressivas ao meio ambiente tem crescido consideravelmente, refletindo o
crescente interesse na conservacao dos recursos biolégicos e seu uso susten-
tavel. Nesse sentido, o uso de agentes microbianos para controle
fitossanitario tem sido uma pratica efetiva e apropriada para esses propdési-
tos.

Os protocolos sobre os testes com biopesticidas fornecem subsidios e dados
a serem utilizados no processo de registro de agentes microbianos, visando
avaliar a seguranca desses produtos. Tais testes sao realizados em roedores
para estabelecer possiveis efeitos téxicos, patolégicos e em seres humanos e
animais domésticos de infectividade com a quantificacdo do agente
microbiano em tecidos, érgaos e fluidos corporais.

Dado o crescente interesse, em particular com a finalidade de acreditacao de
laboratérios, esse documento foca a identificacao de fatores para a estimati-
va da incerteza no contexto da validacdo desses testes com mamiferos, uma
vez que a abordagem desenvolvida para as andlises quimicas nao é direta-
mente aplicavel aos ensaios biolégicos. Para tanto, é proposto um procedi-
mento e discutida a viabilidade de sua adocéao para a validacdo do protocolo
do teste de biopesticidas em roedores.

Usando o modelo descrito aqui, a execucao do teste com biopesticidas em
mamiferos pode ser mais facilmente avaliada. Em conseqliéncia, a validacao
do método ajudard a comparacdao dos dados obtidos das analises da
toxicidade/ patogenicidade/ infectividade de biopesticidas em mamiferos rea-
lizada em diferentes laboratdrios.

Claudio Aparecido Spadotto
Chefe-Geral
Embrapa Meio Ambiente
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Validacao de testes de
biopesticidas em mamiferos:
principios e identificacao de fa-
tores componentes da incerteza

Vera Lucia S. S. de Castro

Introducéao

O interesse no uso de alternativas mais vidveis economicamente e menos
agressivas tem crescido consideravelmente, refletindo o interesse crescente
na conservacao dos recursos bioldgicos e seu uso sustentavel. Neste sentido,
o uso de agentes microbianos de controle fitossanitario tem sido uma pratica
efetiva e apropriada para estes propésitos.

No inicio da década de 90, foi observado no Brasil, um aumento significativo
no nimero de produtos para controle biolégico. Este aumento pode ser credi-
tado ao uso de diretrizes e a leis especificas brasileiras, compativeis com o
regulamento internacional. Desde os anos 90, a Embrapa Meio Ambiente
vem trabalhando com essas questdes, estabelecendo uma abordagem do
potencial de risco ambiental envolvido com a pratica do uso desses agentes
em acoes da area de pesquisa e de politicas publicas (CASTRO et al., 1999,
2000, 2001).

Os possiveis efeitos adversos produzidos pela introducao de um microrganis-
mo utilizado como biopesticida podem ser resumidos em danos diretos e
indiretos em organismos nao-alvo da comunidade local, inclusive a flora e
representantes de fauna de importancia econémica, ecolégica e ou social. A
possibilidade de sobrevivéncia, multiplicacao, persisténcia, disseminacao e
estabelecimento de patogenicidade e toxicidade estao envolvidas no risco
que um microrganismo pode apresentar para o ambiente.
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A fim de proteger o consumidor é realizada a andlise de risco com a condu-
cao de varios testes. Assim, a analise de risco do uso desses agentes envol-
ve a obtencao de medidas em laboratério antes de sua liberacao, por exem-
plo, sobre a salde, sobrevivéncia e reproducao dos organismos nao-alvo.
Para tanto, o impacto de um determinado efeito de fator de risco pode ser
determinado utilizando conceito de maximo risco com uma dose-desafio na
primeira fase de avaliacdo. Este conceito considera a exposicao do organis-
mo nao-alvo a uma alta concentracao do biopesticida a fim de avaliar a pior
situacao possivel de risco ambiental. Embora os biopesticidas tenham geral-
mente um baixo risco a saude ambiental, € importante a avaliacdo de alguns
efeitos adversos.

A alergenicidade provocada pelo fungo Metarhizium anisopliae usado no con-
trole de baratas (INSTANES et al., 2006) e por outros fungos de usos varia-
dos (BRIMNER; BOLAND, 2003) pode ser citada como um efeito adverso da
exposicao a um biopesticida. Outros agentes microbianos podem ocasionar
efeitos prejudiciais a sallde em seres humanos na dependéncia das condicoes
de exposicao (STRASSER; KIRCHMAIR, 2006).

Devido ao atual crescente interesse nas anélises de agentes de controle
microbianos, principalmente no que se refere aos laudos técnicos exigidos em
sistemas de qualidade; o presente trabalho foca alguns aspectos necessarios
a validacdo da metodologia e a identificacdo dos fatores para a estimativa da
incerteza nos testes toxicopatolégicos com mamiferos.

1. Biopesticidas e protocolos expe-
rimentais

A grande maioria dos agentes microbianos usados como biopesticidas, uma
vez que ocorrem naturalmente e geralmente sdo especificos para a espécie-
alvo, sao supostamente seguros. Apesar disso, a avaliacao de risco destes
agentes tem crescido de importancia. Estes agentes biopesticidas, diferente-
mente dos quimicos, podem sobreviver e reproduzir no ambiente, e infectar
ou ocasionar doenca em outros organismos vivos. Os agentes biolégicos sao
mais apropriadamente caracterizados quanto a salde e seguranca ambiental
por testes que levem estas suas caracteristicas em conta. Deste modo, os
protocolos de teste sdo especificamente projetados para descobrir quaisquer
destas caracteristicas dos agentes biolégicos.
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Devido a isto, os protocolos experimentais a fim de determinar o potencial de
efeitos prejudiciais para seres humanos e animais domésticos causados por
estes agentes foram desenvolvidos em trés vértices relativos aos efeitos
patogénicos e toxicos além do potencial de infectividade:

(1) Patogenicidade dos agentes microbianos e de seus contaminantes.

(2) Persisténcia nédo usual e/ou infectividade dos agentes microbianos e de
seus contaminantes.

(3) Toxicidade dos agentes microbianos, de seus contaminantes, e de
subprodutos de preparacao.

O atual esquema brasileiro de avaliacao dos agentes microbianos foi adapta-
do da legislacao internacional, seguindo o esquema de fases. Neste sistema,
0s organismos teste sdo submetidos na fase | a uma dose desafio do agente
em uma bateria de testes de curta duracao, que oferece a maxima oportuni-
dade para os efeitos negativos se expressarem. Nesta fase é recomendado
testar uma dose de pelo menos 108 unidades do agente microbiano por animal
teste, em volumes diferentes de acordo com a via de exposicdo. Caso seja
encontrado um efeito significativo na fase |, entdo se procede aos testes da
fase Il e assim sucessivamente. Se houver evidéncia de patogenicidade e/ou
toxicidade, procede-se aos testes da fase seguinte até um maximo de trés
fases para testes referentes a saide humana em roedores e quatro fases
para organismos aquaticos e outros nao-alvo (aves, abelhas).

No caso dos estudos em mamiferos, na fase Il é avaliada uma situacéao
particular quando se observa toxicidade ou infectividade na fase |, porém nao
ha evidéncia de patogenicidade. J& a fase Ill contém testes para avaliar a
patogenicidade detectada na fase I, e deteccdo de efeitos de parasitas
intracelulares de células de mamiferos. Esta Ultima fase inclui testes especifi-
cos - reproducao e fertilidade, oncogenicidade, imunodeficiéncia e
patogenicidade/infectividade em primatas (USEPA, 1996; CASTRO et al.,
2000).

A fim de avaliar a infectividade e eliminacao do organismo, o agente deve ser
quantificado em tecidos, érgaos, e fluidos corporais de animais de ambos os
sexos, sacrificados em diferentes intervalos apds a exposicao. O ndmero de
periodos de sacrificio exigidos dependera da natureza do microrganismo de
teste, e deve ser suficiente para estabelecer um padrao de liberacao adequa-
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do. Os organismos nao-alvo devem ser expostos a trés tratamentos: agente
microbiano ativo, agente microbiano inativo e controle (sem o agente
microbiano). A inativacao deve ser feita através de um meio que permite a
manutencao razoavel da integridade estrutural do agente microbiano (CAS-
TRO et al., 1999).

Contudo, nao existe critério especifico para a determinacao de um periodo
minimo de tempo para definir a infectividade ou persisténcia incomum de um
agente em um animal teste. Acredita-se que estas condicdes sdao melhores
definidas no contexto de dados que sao obtidos na bateria de estudos, segun-
do o tipo de microrganismo e a via de exposicdo. Os dados sao interpretados
levando em conta as curvas de declinio gerado, e também considerando
qualquer evidéncia que o agente microbiano se reproduz no animal teste.

2. Controle de qualidade interno
(intra-laboratorial)

O controle do desvio, seja erro ou incerteza, é imprescindivel em laboratério.
Para tanto, é importante assegurar que a variabilidade se mantenha controla-
da para cada metodologia através de medidas de controle intra-laboratorial.
O principal objetivo é assegurar a consisténcia dos resultados obtidos.

Assim, devem ser periodicamente verificados o treinamento do pessoal, a
manutencao e calibracdo dos equipamentos, o preparo dos diluentes e do
meio de cultura, o preparo das amostras, o método de plaqueamento e de
contagem e identificagcao de colbnias para cada um dos biopesticidas avalia-
dos. Nesse sentido, caso nao seja de dominio do laboratério ou seja encontra-
do algum problema; o procedimento de homogeneizacao e plagueamento do
agente microbiano em diferentes diluicGes em meio de cultura seguido da
contagem pode ser realizado in vitro (contaminacao artificial do érgao) em
diferentes concentracdes iniciais da suspensao do agente microbiano proxi-
mas as utilizadas no teste.

O intervalo entre as verificacdes de controle de qualidade para monitorar o
desempenho dos ensaios serd influenciado pelo nimero dos ensaios reais, de
acordo com a atividade do laboratério. A seguir serao ressaltados alguns
cuidados gerais com o ambiente laboratorial para o controle de qualidade
relativo aos testes com biopesticidas.
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O fluxo de trabalho deve ser conduzido de forma a minimizar riscos significati-
vos para o tipo de ensaio realizado. Assim, o trabalho deve ser seqliencial para
evitar possiveis contaminacdes de amostras e as atividades devem ser separa-
das por tempo e espaco, evitando-se o transporte freqliente dos materiais de
uma area para outra. Todo o material necessario deve ser organizado antes do
inicio do teste. E necessario limpar todos os objetos antes de introduzi-los na
cabine, organizar os materiais de modo que os itens limpos e contaminados nao
se misturem e colocar os recipientes para descarte de material no fundo ou
lateralmente da area de trabalho. As suspensodes do agente microbiano a serem
descartadas ao final do teste devem ser diluidas em um volume duas vezes
maior de hipoclorito dentro dos frascos e em seguida desprezados dentro de
vasilhame a fim de evitar contaminacao do laboratério.

No caso dos ensaios com biopesticidas devem-se observar cuidados quanto
ao ambiente de criacdo dos animais e do laboratério onde é realizado o teste.
Os animais devem ser criados em condicdes padronizadas ambientais e
estarem saudaveis.

A monitoracdo ambiental deve ser realizada através de contagens ambientais
periddicas a fim de avaliar as medidas de limpeza e descontaminacdo emprega-
das (SALO et al., 2000). Esta monitoracao pode ser realizada com a utilizacao
de swabs de superficie nos ambientes utilizados nos ensaios. Uma outra forma é
a exposicao de placas preferencialmente sempre no mesmo local para construir
um histérico de dados da contaminacao do laboratério. As placas devem conter
meios de cultura indicativos do crescimento geral de microorganismos. Caso
seja constatada a presenca do microrganismo teste ou contaminantes, os pro-
cedimentos de descontaminacéo adotados devem ser reavaliados.

Um programa de monitoracao de contaminacao dos equipamentos e materiais
utilizados nos ensaios também deve ser realizado cada vez que houver algum ajuste
no método de descontaminacado ou problemas com o equipamento utilizado. O
material cirdrgico, homogeneizador, camara de fluxo laminar, vidraria e o exterior
das canulas poderao ser testados com o uso de swabs de superficies e posterior
plagueamento e identificacao de col6nias. A limpeza do homogeneizador é fator
importante para o sucesso do ensaio e deve ser realizada também durante o teste
entre uma amostra e outra com solucao de hipoclorito seguida de dgua destilada. As
céanulas (contaminacao interna) e as pipetas serao lavadas com um pouco de agua
estéril, que sera colocada em meio de cultura e incubada, seguida de plaqueamento
e identificacao de colénias em meio de cultura apropriado. A descontaminacao do
material pode ser feita com hipoclorito, glutaradeido ou alcool etilico 70% de acordo
com cada um.
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A autoclave sera testada periodicamente através da colocagcao de amostras
previamente contaminadas ou indicadores bioldgicos, que deverao ser incu-
bados para verificacao do crescimento ou ndo de col6nias. Para tanto sera
verificada a temperatura para um ciclo de operacao e cada configuracao de
carga usada na pratica. Este processo deve ser repetido quando indicado
pelos resultados de verificacdes ou apds o reparo do equipamento ou periodi-
camente na dependéncia da quantidade de testes realizados pelo laboratério.
Para maior seguranca, recomenda-se a estocagem dos pacotes autoclavados
em armarios fechados ou caixas plasticas com tampa para maior protecao.

A fim de interpretar os dados obtidos no monitoramento da contaminacao
laboratorial devem ser estabelecidos critérios de andlise e aceitacao dos
mesmos. Uma forma de esquematizar os dados e obter uma série histérica da
qualidade ambiental laboratorial é a utilizacdo de uma carta de controle que
permita perceber quando os procedimentos efetuados nao foram eficientes.
Nesse sentido, a carta de controle de Shewhart, por exemplo, serve para
detectar pequenas mudancas na média do processo. Elas sdo construidas
com base nos valores da média e da amplitude obtidos em cada ocasido, num
grafico delimitado por linhas horizontais, denominadas “limites de controle”.
Podem ser usados um, dois ou trés pares de linhas horizontais nas cartas da
média e amplitude. Essas linhas sao posicionadas a 1, 2 (zona de aviso) e 3
(zona de acao) desvios padrao em torno da média. Uma vez que a carta guia
deve ser considerada como uma orientacao para a discussao da qualidade dos
resultados do programa estabelecido de descontaminacao, os responsaveis
pelo controle da qualidade do laboratério devem estabelecer procedimentos
claros para quando ocorrerem pontos fora dos limites de acao. Esses procedi-
mentos devem ser passados aos analistas, para que estes possam tomar as
providéncias necesséarias como também identificar acdes preventivas em
casos de pontos além da zona de aviso (HIRATA, 2002).

3. Validacao de métodos analiticos

A validacao de procedimentos analiticos é um aspecto vital para subsidiar a
confeccao de laudos emitidos pelos laboratérios, quer para testes de substan-
cias quimicas quer para produtos biolégicos, perante os érgaos oficiais. Ape-
sar de que nem sempre 0s mesmos protocolos podem ser adotados para
todas as analises microbioldgicas e suas respectivas matrizes, os conceitos e
técnicas para a estimativa da incerteza sdo aplicaveis a outras dreas uma vez
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que as técnicas microbiolégicas contemplam conceitos basicos em comum
(CORRY et al., 2007). A harmonizacao da validacao dos protocolos é deseja-
vel para a validacdao dos procedimentos analiticos a serem credenciados
através de normas e legislacdo. Contudo, devido a variedade de métodos
microbiolégicos, é aceito que a validacao reflita as reais condicoes de teste.

Para cada método de ensaio podem-se ter diferentes fontes de incerteza da
medicao, dependendo do préprio método, equipamentos e instalacdes utilizadas.
Contudo, nao existe nenhuma descricao destas para biopesticidas e as aborda-
gens desenvolvidas para andlises quimicas, em relacado a estimativa de incerteza
e validacdo de método, ndo sao diretamente aplicaveis a microbiologia.

Nesse contexto, os laboratdrios de microbiologia, assim como a comunidade
analitica em geral, estao cada vez mais se preocupando com a estimativa da
incerteza de medida dos resultados produzidos. A principal razdo para esta
tendéncia é o credenciamento de laboratérios na ISO 17025 que exigem dos
laboratérios a estimativa da incerteza associada aos seus resultados. Caso o
célculo vélido de incerteza néo seja possivel, os componentes de incerteza
devem ser identificados e razoavelmente estimados. Porém, é grande a vari-
abilidade associada com muitos métodos para a quantificacdo de coldnias em
microbiologia (LOMBARD, 2006).

Em analises microbioldgicas, o processo de quantificacao de colénias é com-
plexo e inclui varios passos, sendo os mais importantes: amostragem da
porcao de teste, preparacao da suspensao inicial e das diluicbes decimais
consecutivas, isolamento, incubacao e contagem das col6nias. Alguns com-
ponentes (por exemplo, pipetagem, pesagem e diluicdo) podem ser medidos e
avaliados. Outros componentes como, por exemplo, estabilidade da solucao e
preparo de amostra deve ter a sua importancia considerada para a variabili-
dade de resultados. Desta forma, pode se tornar dificil estabelecer com
precisao a contribuicao de cada passo individual do processo analitico desde
que o analito € um microrganismo vivo, cujo estado fisiolégico pode ser
largamente variavel.

3.1. Validacao e fatores componentes da incerteza

A incerteza pode ser definida como um paradmetro associado ao resultado de
uma medida, que caracteriza a dispersao dos valores que podem ser atribui-
dos ao measurando. A fim de obter a incerteza da medicao de um ensaio é
necessario o levantamento das fontes de incertezas no processo de ensaio a
fim de estimar a possivel variacao no resultado expresso.

13
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A fim de estimar a incerteza geral, € necessario tratar separadamente cada
fonte de incerteza para obter a contribuicdo total. E importante reconhecer
que nem todos os componentes fardao uma contribuicao significativa para a
incerteza combinada, e que na pratica é provavel que s6 o faca um pequeno
numero (ELLISON et al., 2000). Os componentes individuais de incerteza
devem ser identificados e demonstrados estar sob controle, bem como, te-
rem a sua contribuicdo avaliada para a variabilidade de resultados. Na estima-
tiva da incerteza total, deve ser considerada a incerteza de cada um dos
componentes que contribuem para a mesma sendo que a maioria das incerte-
zas em microbiologia pode ser considerada independente. Entdao, quando o
resultado do teste é fruto de componentes com incertezas estimadas ou
conhecidas, como, por exemplo, do volume do inéculo e do método de leitura
do resultado, obtém-se a incerteza combinada que é expressa como a raiz
quadrada positiva da soma dos quadrados das incertezas individuais (NIEMI;
NIEMELA, 2001). A unidade da incerteza obtida sera entdo expressa em
unidades utilizadas em microbiologia como nimero de coldnias/g ou nimero
de col6nias /ml.

Uma interpretacao adequada dos resultados pelo analista considera tanto os
erros aleatérios quanto os erros sistematicos do procedimento analitico. Os
vieses que levam a incerteza podem ser introduzidos, por exemplo, na coleta
do material, na escolha do método, no transporte e armazenamento da amos-
tra, diluicOes seriadas, temperatura de incubacao, etc.; os quais nem sempre
podem ser controlados pelo analista.

As virias etapas do processo analitico devem ficar sob controle do analista a
fim de evitar fontes de erro e incerteza. Alguns aspectos a serem considera-
dos, mesmo que tratem de cuidados gerais em laboratério, sdo: a) treinamen-
to adequado da equipe de analistas nas técnicas utilizadas no laboratério; b)
manutencao e calibracdo de equipamentos; c) cuidados com o material utili-
zado incluindo preparo, esterilizacdo e uso correto; d) realizacao adequada do
procedimento analitico como quantificacao de col6nias, identificacdo de mi-
crorganismos, etc e e) acompanhamento da qualidade das analises por um
controle de qualidade e testes intra e interlaboratoriais.

Tais preocupacdes sao também aplicaveis aos testes com biopesticidas em
mamiferos (roedores), ja que sao processos complexos de analise e incluem
varios passos desde a amostragem dos tecidos dos animais expostos, preparo
da solucao inicial, condicoes de isolamento e métodos de quantificacao de
colbnias, entre outros.
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Uma estratégia de amostragem e analise microbiolégica, por exemplo, de
alimento, significa um procedimento planejado para selecionar amostras de
uma populacao e para conduzir a amostragem para obter as informacdes
necessarias. Este plano determina como os resultados podem ser interpreta-
dos e se as informacoes de sistemas diferentes sdao comparaveis ou nao. Em
alimentos, isto pode ser alcancado naturalmente usando produtos contamina-
dos ou amostras de produtos com niveis predeterminados de contaminacao.
Apesar da contaminacdao de uma matriz s6 imitar de modo superficial a
presenca de contaminantes naturais, € freqiientemente a melhor solucao
disponivel. Contudo, em um estudo com biopesticidas os varios érgaos e
tecidos do animal podem compor diferentes matrizes e a dose de exposicao é
fixa. Ao contrario da analise microbiolégica em alimento, nao existe escolha
sobre amostragem em andlise de biopesticidas. Se cada érgao for considera-
do como uma matriz, cada um exigiria uma estimativa de incerteza separada,
aumentando o trabalho e os custos das analises.

Desde que habitualmente nao existe prova de proficiéncia inter-laboratorial, o
laboratério que realiza testes de biopesticidas pode usar a reprodutibilidade
do método intra-laboratorial para estimar a sua prépria incerteza. Neste caso,
o método usado habitualmente pelo laboratério tem que ser submetido para
estudo de validacao. No contexto de biopesticidas, o resultado aceitavel deve
ser considerado cuidadosamente em uma avaliacdo caso-a-caso.

3.2. Estimativa da incerteza

Devido a necessidade de obtencao de documentos de referéncia harmoniza-
dos estd sendo entao proposta aqui uma abordagem geral baseada no desvio
padrao de reprodutibilidade do resultado de final do processo de medida.

Assim, para a estimativa da incerteza, o protocolo utilizado deve ser repetido
em diferentes amostras para uma dada combinacao de fatores. Neste caso,
dois analistas diferentes A e B realizam o mesmo teste e na mesma dose (108
unidades.mL") separadamente em pelo menos duas condicées de laboratério
diferentes (1 e 2) como meio de cultura e reagentes, equipamentos, tempo de
andlise, etc. (Fig. 1). As suspensoes iniciais sdo preparadas independente-
mente. Cada condicdo experimental deve ser feita em duas repeticoes (1 e
2), resultando nas andlises A 1.1; A 1.2; A 2.1; A 2.2 para o analista A e B
1.1, B 1.2; B 2.1; B 2.2 para o analista B. O objetivo é refletir o limite
provavel de resultados individuais a ser obtido no mesmo laboratério.
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Amostra
Analista A Analista B
A
Suspensao do tecido Suspensio do tecido

Diferentes condigdes
experimentais

Condigdo 1 Condigdo 1

Condigao 2 Condigao 2

Duas repeti¢des para cada uma das condigdes (em condigdes de repetitividade)

A 4 A 4 A 4 A
Analises Andlises Analises Andlises
A A B B
l.lel2 2.1e22 l.lel2 2.1e22

Fig.1. Anélises a serem realizadas por amostra na proposta apresentada para a validacéo
e estimativa da incerteza em um teste toxicopatoldgico e de infectividade de um
biopesticida em mamiferos (baseada na ISO 19036:2006). As suspensdes iniciais sao
preparadas independentemente. Dois analistas diferentes A e B realizam o mesmo teste
separadamente em pelo menos duas condi¢cdes de laboratério diferentes (1 e 2) como
meio de cultura e reagentes, equipamentos, tempo de andlise, etc.. Cada condicdo
experimental deve ser feita em duas repeticdes (1 e 2), resultando nas anélises A 1.1; A
1.2, A 2.1; A 2.2 para o analista A e B 1.1; B 1.2; B 2.1; B 2.2 para o analista B.
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Embora seja considerada a dificuldade de construir um modelo completo do
processo de estimativa de incerteza em analise microbiolégica, é apresenta-
do a seguir um exercicio para avaliar os fatores que podem contribuir para a
variabilidade de resultados na andlise de biopesticidas baseado nesta propos-
ta calcada na abordagem da avaliacado da reprodutibilidade interna.

4. Exemplo da estimativa de incerteza

Para o exemplo apresentado, foram realizados testes com a bactéria
Pseudomonas, que possui potencial para a degradacao de grande variedade
de xenobidticos e também é utilizada como biopesticida (CASTRO; MELO,
2007).

Para a realizagcao da avaliacdo toxicopatoldgica e de infectividade deste
agente microbiano em roedores de acordo com procedimentos referentes ao
protocolo de exposicdo aos biopesticidas, é realizada uma série de procedi-
mentos descritos a seguir:

a) animais - Os animais utilizados foram ratos Wistar, mantidos em condi-
cdes padronizadas de luz, umidade e temperatura no Biotério do Laboratério
de Ecotoxicologia da Embrapa Meio Ambiente, sendo as matrizes fornecidas
pelo Biotério Central da UNICAMP (Universidade de Campinas). Os animais
foram alojados em gaiolas de polipropileno com cama de maravalha
autoclavada. As gaiolas foram devidamente colocadas em salas com tempe-
ratura ambiente e umidade controladas (22 + 2° C e 65 a 70%, respectiva-
mente) por meio de aparelhos de ar condicionado, ventilacao e sistema de
exaustao; iluminacao artificial com um ciclo de luz claro — escuro 12h/12
horas, com inicio da fase clara as 7:00 horas. Agua e comida (racdo) foram
fornecidas a vontade aos animais durante todo o periodo dos procedimentos
experimentais. Apds o sacrificio, os animais sdo congelados e incinerados.

b) caracteristicas da col6nia de P. putida e obtencao do isolado - a col6nia é
de cor amarelo esbranquicada, gram-negativa, sensivel a tetraciclina e
canamicina, apresentando fluorescéncia. O isolado é inicialmente repicado,
ficando armazenado em BOD até aguardar seu crescimento. Na fase
exponencial 18 h apds o semeio em placa, o isolado é centrifugado por 15
min em 5000 g, lavado em solucao tampao fosfato (pH 7,0) e ressuspendido
no tampdo (CHOBCHUENCHOM et al., 1996).
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c) doses e tratamentos - A linhagem testada é administrada a ratos, em
suspensdes de 108 células mL". E preparada uma suspens3o concentrada e
sao realizadas varias diluicdes com as células bacterianas que sao colhidas
do meio de cultura. A concentracao da suspensao administrada é ajustada
por diluicbes com auxilio de espectrofotémetro (A, = 0,3 pela escala de
McFarland) que corresponde a 10® ufc.mL’, segundo Lelliott e Stead
(1987). Sao utilizados trés tratamentos para cada via: bactéria ativa, bacté-
ria inativada e o veiculo de administracao da bactéria, como controle.

d) observacéao de sinais e sintomas dos animais - Os animais sdo observa-
dos diariamente em relacdo ao aparecimento de alteracdes clinicas; sendo
verificados os seguintes itens: pele e pélo; olhos e mucosas; aparelho
respiratério e sistema circulatério; sistema nervoso periférico e central
(tremor, diarréias, convulsdo, letargia e salivacdo); padrao
comportamental e tempo de morte.

e) observacéao de patologias durante a necropsia - Os animais sao sacrifi-
cados e necropsiados com observacdo macroscépica dos 6rgaos em dife-
rentes intervalos apds a administracao da bactéria. A necropsia é realiza-
da dentro de uma camara de fluxo laminar para evitar contaminacao das
amostras que serao utilizadas na quantificacdo das colénias. A fim de
estudar a infectividade da bactéria no organismo animal, sdo semeadas
amostras de sangue, figado, rim, mesentério e pulmao em placas de Petri
contendo meio King B com propanil (GEELS; SCHIPPERS, 1983), seguida
de incubacéao e contagem das col6nias.

f) quantificacdo das coldnias de P. putida - O material sob analise, devida-
mente pesado e homogeneizado em solucédo salina (NaCl 0,9%), é subme-
tido a diluicdes seriadas (10", 102e 10%), em triplicatas para cada dilui-
cao. A quantificacao de coldnias é realizada sob luz ultravioleta uma vez
que a bactéria emite fluorescéncia. O nimero de col6nias obtidas por
placa é anotado e o resultado expresso como média de repeticoes, trans-
formado segundo célculo de diluicGes, pesos e volumes e apresentado
como unidades formadoras de col6nias (ufc.mL™).

g) identificacao das colbnias de P. putida - A fim de confirmar a espécie
das bactérias recuperadas dos 6rgaos necropsiados, realiza-se a extracao
de 4cidos graxos da parede celular por meio da identificacdo dos isolados
em cromatografia gasosa (SVEC et al., 2004; KAUR et al., 2005; BACON
et al., 2006). As bactérias a serem identificadas sdo coletadas por meio
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de uma alca de metal e colocadas em tubos especificos. Na seqiiéncia,
sao executadas quatro etapas para extracao dos acidos graxos celulares,
sendo elas: saponificacao, metilacdo, extracao, onde a fase aquosa (infe-
rior) é descartada e posterior lavagem. Apds agitacao e centrifugacao,
cerca de 75% da fase organica sao pipetados e repassados para um vial
especifico para o aparelho da Agilent 6580 e detector Flame lonization
Detector (FID), com injetor automatico. A identificacdao comparativa é
feita entre o cromatograma obtido e uma biblioteca interna ao aparelho,
fornecida pelo software Sherlock (Microbial Identification System), que
calcula o indice de similaridade obtido para o isolado. A bactéria é conside-
rada como perfeitamente identificada quando é encontrado um indice de
similaridade maior que 0,600 e a diferenca entre a primeira identificacao
e a segunda é de até 0,100 no indice de similaridade.

A fim de construir um modelo do processo de estimativa de incerteza nos
ensaios com a P. putida em ratos em condicdes laboratoriais deve ser, por-
tanto examinada a lista de fontes de incerteza. Uma vez que os componentes
da incerteza tendem a ser independentes em medidas microbiolégicas
(NIEMI; NIEMELA, 2001), a incerteza combinada é composta da soma das
incertezas relativas identificadas com base na descricao acima.

A seguir é apresentado um resumo das agles cuja incerteza possa ser
mensuravel a fim de analisar a sua efetiva contribuicdo para a estimativa da
incerteza final:

| - Para o preparo da suspensao: 1) preparo do meio de cultura e cresci-
mento das coldnias de bactéria, 2) pesagem de tubos contendo solucao
salina 0.9 % e inclusdo neles de uma pequena quantidade de bactéria
seguida de agitacao, 3) tomada de um volume pequeno desta suspensao e
realizacao de leitura no espectrofotdmetro e 4) diluicao da suspensao até
108 ufc.mL™".

Il - Para a quantificacdo de agente microbiano em tecidos, 6rgaos, e
fluidos corporais para determinar a infectividade e a eliminacao: 1) pesa-
gem do tecido, 6rgao ou fluido corporal, 2) homogeneizacdo em solucao
salina 0.9%, 3) diluicdo decimal (103, 102 e 10"), 4) plagueamento em
triplicata em meio de cultura especifico, 5) incubacéao (tempo e tempera-
tura) e 6) contagem das colonias nas placas.
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Ill — Para a identificacao das colbnias de P. putida - estes procedimentos
nao serao incluidos na estimativa da incerteza por se tratar em nosso caso
de avaliacdo qualitativa em pequeno nimero de colénias. Contudo, se a
identificacao for realizada de forma quantitativa, com a verificacao de
falsos positivos e negativos, esta devera ser relacionada entre os componen-
tes da incerteza (CORRY et al., 2007).

Baseada nesta lista, a incerteza combinada pode ser proposta como resultan-
te do preparo da solucao inicial com a leitura no espectrofotdmetro, da
diluicdo para o plagueamento por pipetagem, da temperatura de incubacao e
da contagem de colénias do agente (Quadro 1). Desta forma, na seqliéncia,
sao feitas consideracoes a respeito de cada um destes fatores.

Para a confeccdo da solucao inicial, uma alcada de P. putida cultivada em
meio apropriado (King B) foi suspensa em solucéo salina e padronizada na
Escala de McFarland (ITAL, 1995). A escala de McFarland é utilizada como
padrdo de turvacdo para determinar a intensidade da multiplicacéo
bacteriana; ou seja, quanto maior o nimero de bactérias, maior sera a opaci-
dade do meio de cultura. As leituras de absorbancia sao confidveis quando
maiores que 0,05 e menores que 1,2. A concentracdo da solucao inicial foi
entdo ajustada por diluicdo de uma suspensao concentrada até o ajuste da
turbidez desejada, a saber 0,3 em A, que corresponde a 10® ufc.ml"'. Em
geral, as incertezas sobre absorbancia podem ser transformadas diretamente
em incerteza sobre concentracdo da suspensdo contendo o agente
microbiano. A incerteza na determinacao da concentracao é estabelecida
pelas incertezas nas medidas do espectro de transmissao através da lei de
Beer-Lambert que mostra que a absorbancia apresenta uma relacao linear
com a concentracao (ROTHMAN et al., 1975; OLIVEIRA et al., 2004).
Contudo, em nosso estudo ndo had como medir linearidade ou repetitividade
da leitura enquanto componentes da incerteza, pois é feito um Unico ponto e
nao uma curva no espectrofotdmetro.

A importancia dos parametros relacionados a incubacao parece ser conside-
rada como nao quantificaveis ja que nao esta incluida entre os fatores de
incerteza comumente avaliados em métodos de cultivo e sado ligados a fato-
res bioldgicos (NIEMI; NIEMELA, 2001). Quanto ao tempo de incubacéo, a
experiéncia sugere que desvios de horas do tempo especificado nao afetam
os resultados significativamente (CORRY et al., 2007). Contudo, a importan-
cia deste parametro para a incerteza do método pode ser avaliada durante as
repeticoes efetuadas para a validacao do mesmo.
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Quadro 1. Possiveis fontes de incerteza para a estimativa da incerteza da quantificacédo
de colénias (n° coldnias/g tecido) em cada intervalo da exposicdo de ratos ao biopesticida
durante as andlises toxicopatoldgicas e de infectividade.

Amostra
Analista A Analista B
A 4 A
Suspensao do tecido Suspensio do tecido

Diferentes condigdes
experimentais

Condigdo 1 Condigdo 1

Condigdo 2 Condigdo 2

Duas repeti¢des para cada uma das condig¢oes (em condigdes de repetitividade)

A 4 A 4 A 4 A
Analises Analises Analises Anélises
A A B B
l.lel2 2.1e22 l.lel2 2.1e22

As pipetas utilizadas para as diluicdes podem introduzir uma fonte significati-
va de erro, que aumenta com a quantidade de diluicoes (CORRY et al., 2007).
A incerteza volumétrica é composta de fatores como a exatidao, a
repetitividade e a dilatacao devida a diferenca entre temperaturas de

calibracdo e ensaio. J& a incerteza da pesagem € composta por
repetitividade, calibracao, resolucao e linearidade. A repetitividade deve ser
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calculada no laboratério onde é realizado o ensaio do biopesticida.

Tradicionalmente, a estimativa da incerteza da contagem de col6nias viaveis
é feita através da distribuicao de Poisson. Uma vez que a quantidade real
nunca é conhecida, a contagem observada é uma estimativa da média e ao
mesmo tempo da variancia (NIEMELA, 2003). A incerteza relativa relaciona-
da & contagem do nimero de colbnias (u,) € geralmente pequena se € conside-
rada somente a repetitividade da contagem feita por um analista. Contudo, a
estimativa aumentara caso seja representada pela contagem de varios analis-
tas (NIEMELA, 2003).

Quanto a diluicdo e contagem em um método microbiolégico, a equacéao
basica para computar os resultados de um teste pode ser descrita como
y=Fc, onde: y = concentracao estimada de particulas em uma amostra; F =
fator de diluicdo e ¢ = concentracao estimada na solucao de diluicéo final. A
estimativa da concentracéao (c) final de coldnias é baseada no nimero de
colbnias (z) observadas em uma porcao teste (volume v) da suspensao final.

Assim:y = [(a, + b)/a] . z/v, onde: a, = volume transferido da primeira
diluicdo; b, = volume da diluic&o do branco; z = contagem de col6nias na
placa; v = volume da diluicado final e i = 1...3 diluicGes seriadas (10", 102e

103) (NIEMELA, 2003). Entao a incerteza relativa u referente a contagem
final das col6nias seré a raiz quadrada da soma das incertezas referentes aos
volumes (u ), as pesagens (u_) e as contagens (u ).

Por sua vez o procedimento utilizado para a determinacdo da massa dos
tecidos envolveu duas etapas: a pesagem da placa de vidro vazia e posterior-
mente com o tecido. A incerteza sobre a pesagem € oriunda de quatro fontes:
repetitividade, resolucao, calibracao e linearidade. Uma vez que a massa dos
tecidos foi obtida através da diferenca de pesagens, ou seja, através de duas
medicdes independentes realizadas na mesma balanga em um periodo curto
de tempo; a contribuicdo da resolucdao a incerteza foi desprezada
(BUCHMANN; SARKIS, 2002).

Existem alguns pontos adicionais para considerar em testes de biopesticidas em
mamiferos. E reconhecidamente dificil estimar a incerteza de ensaios que utili-
zam organismos, como com espécies animais e vegetais. O comportamento dos
organismos teste depende em parte das condicoes ambientais do laboratério, e
apesar de nem sempre quantificaveis, ndo sao despreziveis por afetarem os
resultados. As condicdes ambientais sdo grandezas que nao sao o mensurando,
mas que afetam o resultado da medicao deste (MOREL et al., 2006).
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Desta forma, deve-se avaliar se as condicdes de instalacdes como tempera-
tura e luminosidade do biotério podem afetar os resultados e contribuir para a
incerteza. Nos testes com biopesticidas em mamiferos, parametros, como
temperatura, devem estar dentro de intervalos predeterminados e a faixa de
valores criticos que ocasionam desconforto ao animal é grande. A variacao
na temperatura ambiental, mantida em 22.0 + 2°C, faixa considerada de
6timo conforto térmico, aparentemente nao é suficiente para afetar a res-
posta do organismo ao agente microbiano. O mesmo raciocinio é vélido para
a resposta do organismo-teste a um ciclo 12-h claro/escuro mantido de forma
constante, ou seja, nao ha variacdo na intensidade e quantidade de luz rece-
bida. Também, a influéncia do peso corporal dos animais deve ser verificada.
Contudo, o protocolo recomenda que a variagcao de peso de animais adultos
usados no teste ndo deva exceder £ 20 % do peso médio para cada sexo e
que os animais a serem utilizados devam ser saudaveis. Nessas condi¢cdes o
peso do animal nao influird no resultado avaliado, a saber, infectividade,
toxicidade e patogenicidade; e a sua influéncia, portanto pode ser considera-
da desprezivel. Além disso, estas respostas pelo organismo-teste ndo sao de
facil quantificacao ja que dependem também da resposta imunoldgica e da
sensibilidade ao estresse ocasionado pela variacao ambiental; que sao fatores
biolégicos.

Assim, a incerteza total relativa pode ser calculada como:

Hy :\I(H2V+ll2m M)

z

onde u, = incerteza do fator de diluicdo y = incerteza da pesagem da
massa do tecido; H, = incerteza da contagem individual

Cada uma das incertezas componentes deve ser calculada como
exemplificado a seguir para o fator de diluicio:

2 2 2
I'IV :q(# repetitividade +H exatiddo + H resolugéo)
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5. Consideracdes Finais

Usando o modelo descrito neste estudo, a execucdo do teste com
biopesticidas em mamiferos pode ser mais facilmente avaliada. Em consequ-
éncia, a validacdo do método ajudard a comparacao dos dados obtidos das
andlises da toxicidade/patogenicidade/infectividade de biopesticidas em ma-
miferos realizada em diferentes laboratérios.

Embora a estimativa da incerteza da quantificagcao microbioldgica contribua
para a identificacdo da fonte principal de erro no procedimento analitico, a
incerteza adicional devido a variacdes quanto a estabilidade da preparacao é
um grande desafio para o microbiologista. Também é importante ressaltar
que ndo é possivel estimar a incerteza de um procedimento analitico sem o
controle da qualidade das medidas realizadas pelo laboratério.

Conforme mencionado, a maioria dos componentes ligados a natureza biolégi-
ca nao sao quantificaveis. Portanto, a melhor forma de avaliar a incerteza
relacionada a esse teste é avaliar a reprodutibilidade interna, aplicando os
conceitos desenvolvidos na ISO 19036. E recomendavel ainda realizar a
validacao do processo de medicao das condicbes ambientais para ensaios
biolégicos.

Em resumo, o estudo intra-laboratorial para validacdo pode ser feito por dois
técnicos diferentes com a mesma dose (108 unidades.mL™') separadamente
em pelo menos duas condicoes diferentes de laboratério como meio de cultu-
ra, equipamentos e condicdes de andlise. Este procedimento deve ser feito
para animais expostos ao agente microbiano, animais de grupo de controle e
animais expostos ao agente microbiano inativado. Durante a avaliacao, os
tecidos, 6rgaos e fluidos corporais devem sofrer andlise quantitativa das
colbnias e se cada um for interpretado como uma matriz diferente; propde-se
que a estimativa da incerteza seja feita em nimero limitado de matrizes tais
como sangue, figado, pulmao, baco e/ou rim. Outros tecidos ou 6rgdos como
linfonodos representativos podem ser feitos na dependéncia do agente
microbiano. Estes procedimentos devem ser feitos em trés animais de um sé
sexo, sacrificados depois da exposicdao em um intervalo representativo de
acordo com o agente microbiano estudado. A confirmacdo do agente
microbiano também devera entrar para o célculo da incerteza final do proce-
dimento caso for feita de forma quantitativa.
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Futuramente, com a execucao e o aprimoramento destes protocolos, havera
maiores subsidios técnicos para gerenciar os possiveis riscos envolvidos na
liberacdo e/ou uso de produtos de origem biolégica. No caso dos
biopesticidas, as informacdes garantirdao o registro de produtos biolégicos
mais seguros, favorecendo a oferta desses agentes. Indiretamente, a cadeia
produtiva agricola sera beneficiada desde a producéo até os processos de
exportacao devido a menor contaminacao do ambiente e dos produtos agrico-
las bem como com a menor exposicao dos trabalhadores.

Agradecimentos: A autora deseja agradecer aos Drs. Pierre Morel e Paulo
Afonso Lopes pelas sugestoes.
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