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RESUMO

A inibigdo na respiragdo microbiana (E. coli) foi avaliada através de medidas de
CO7 liberado por esta espécie. Para tais medidas utilizou-se a técnica FIA-
Condutométrica a qual permitiu redugéo do tempo de ensaio quando comparados aos
métodos frequentemente utilizados.

Numa etapa preliminar foram realizados ensaios de toxicidade aguda utilizando
apenas E. coli como organismo-teste. Posteriomente outras bactérias  como
Staphilococcus aureus (ATCC 6538), Salmonella choleraesuis (ATCC 10708) ¢
Enterococcus faecalis (ATCC 29212) foram também testadas utilizando-se este método.
Buscou-se neste trabalho atingir as seguintes metas:

a) Um protocolo para teste de antibidticos e outros biocidas com duragfio maxima de oito
horas, incluindo o tempo de incubagdo.

b) Adaptacdo do procedimento (a) para testar novos produtos sintéticos da industria
quimica e farmacéutica.

¢) Adaptagdo do procedimento (a) para testar varios tipos de compostos incluindo
bactericidas de uso doméstico hospitalar e industrial.

Nos ensaios de sensibilidade aos antibiéticos (antibiogramas) foram testados seis
antibidticos e quatro cepas da bactéria E. coli. Dentre as cepas testadas uma foi a padriio
(ATCC 25922) e as outras trés foram isoladas de pacientes do HC-UNICAMP, com
infecgdo do trato urindrio. Os resultados obtidos foram comparaveis aqueles fornecidos
através de procedimentos classicos tais como difusdo em dgar e MS-2 (automatizado).
Nos testes com a cepa padrdo encontrou-se um fator (R=1/20) para a relagfo entre a
concentragfio minima inibitéria (CIM), obtida da literatura, ¢ os valores de concentragdo
que inibiram cerca de 70 % da atividade microbiana em 120 minutos de ensaio.

As principais vantagens do método proposto, em relagdo aos métodos atualmente
usados, foram a redugdo do custo e principalmente do tempo necessério para elaboragéo
do antibiograma. Comparando-se o método proposto com o procedimento de difusdo em
agar, a redugiio do tempo foi de aproximadamente 20 horas.

Nesta pesquisa também foram feitos testes de toxicidade aguda com os metais
cobre, cddmio € mercurio. Nos ensatos com cobre e cddmio procurou-se avaliar a
atividade destes metais no meio de cultura. Em 180 minutos de ensaio, os tempos de
dupliéag:ﬁo da populagio microbiana, frente a adigio de 5,0 x 104 molL-! de
CdCl».2H20 e CuS04.5H30, foram 52,4 ¢ 80,3 minutos respectivamente. Para esta
concentragdo total de metal a atividade do cobre no meio de cultura foi de 3,0 x 10-10
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mol.L-1, enquanto para o cadmio foi de 1,9 x 10-6 mol.L-1. Nos testes de toxicidade
usando mercirio, verificou-se que a glicose presente no meio de cultura (EO= - 0,72 V)
reduz os fons Hg2t a mercurio elementar (Hg®) minimizando portanto a toxicidade do
ion. Estes testes mostram que a inibigdo de 5,0 x 106 ug/L de HgO foi similar & observada
para 10 pg/L de Hg2" apés 60 minutos de ensaio.

Foram testados também alguns compostos sintetizados por pesquisadores da area
de fitoquimica do IQ-UNICAMP, mostando deste modo a aplicabilidade do método na
avaliagdo do potencial toxico de novos produtos.

Nos testes de toxicidade aguda, bactericidas de uso doméstico foram testados
frente a bactericidas classicos tais como hipoclorito € Lysoform (formaldeido). Em geral,
a avaliagdo do potencial toxico dos bactericidas pode ser obtida em seis horas de ensaio.
Nestes experimentos utilizou-seu as bacterias Staphilococcus aureus, Escherichia coli,
Salmonella choleraesuis e Enterococcus faecalis.

Considerando-se as vantagens do método proposto em relagdo ao tempo de ensaio,
custo € microrganismo passiveis de serem avaliados, conclui-se que este procedimento
pode substituir 0s procedimentos classicos de ensaios de sensibilidade a antibiéticos, bem
como os métodos frequentemente usados para avaliagio do potencial toxico de
desinfetantes de uso doméstico, hospitalar e industrial. Cabe ressaitar também que 0
método desenvolvido neste trabalho pode ser uma poderosa ferramenta na indastria de
farmacos em teste de atividade biolégica de novos compostos os quais, através deste
método, podem ser avaliados em tempo restrito.

ABSTRACT

Conductimetric-FIA (Flow Injection Analysis) method was used to evaluated the
CO> concentration involved in microbial respiration.

Preliminary assays were conducted with E. coli as test organisms Later,
Enterococcus faecalis, Staphilococcus aureus and Salmonella choleraesuis were also
used in this procedure. '

Assays were performed to elaborate a protocol related to test antibiotics and others
biocides in a short time. This procedure was adapted to test new compounds including
synthetic compounds of chemical and pharmaceutical industries. It can also be used to
evaluate industrial, domestic and relating to a hospital bactericidal disinfectants.



The sensitivity assay (antibiograms) were tested with six antibiotics and four
strains of E. coli. The standard strain used was ATCC 25922 and other three strains were
obtained from hospital's patients (UNICAMP) with urinary infections

The results obtained were compared with the ones obtained from classical methods
(Agar diffusion and automated mehod MS-2). Using standard strain it was found a factor
(R=1/20) to minimal inhibitory concentration values obtained from literature (MIC-
dilution) when compared with the concentrations values that inhibity 70 % of microbial
activity in 120 minutes of assays.

Acute toxicity tests with copper, cadmium and mercury were also carried out,
using this method. Doubling time of microbial population was 52,4 and 80,3 minutes
when were exposed to 5,0 x 10-4 mol.L-! of cadmium and copper respectively in culture
medium. However the activity of copper and cadmium were 3,0 x 10 -10 and 1,9 x 10-6
mol.L-! respectively.

Toxicity tests using mercury shouwed that glucose (E© = -0,72 V), present in
culture medium, reduces Hg2* jons to elemental mercury (Hg®) decreasing the toxicity of
this species. This assays showed that inhibition of 5,0 x 106 ug/L of Hg® was similar to
observed to 10 ug/L of Hg2 after 60 minuts of experiments.

Bactericidal disinfectants and compounds synthesized by researches of
phytochemical area (UNICAMP) were tested using this procedure The assays with
domestic bactericidal were done using the following strains: E.coli, Staphilococcus
aureus, Salmonella choleraesuis and Enterococcus faecalis. The time involved in thise
tests were near 6 hours.

The proposed method is advantageous because reduces the time involved in
determination of toxicity and the cost is low when compared with other methods used in
hospital routine analysis.
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Introducio

As duas tltimas décadas presenciaram uma grande mudanga social quanto 3
preocupagdo com aspectos da preservagdo ambiental. O impacto de compostos quimicos
sobre organismos vivos ¢ ambientes em geral tem se tornado um tema de constante
debate na comunidade cientifica. Esta maior conscientizagdo gerou uma demanda por
dados toxicologicos que até o momento ndo pode ser plenamente atendida. Sabe-se hoje
que a toxicidade de efluentes industriais, por exemplo, dificilmente pode ser prevista
apenas através de andlises fisico-quimicas.

Os ensaios de toxicidade utilizando organismos vivos ainda sio uma ferramenta
mais realista na avaliagdo do potencial téxico do que uma série de dados fisico-quimicos
da matriz em estudo. Alguns ensaios biolégicos relacionados principalmente aos
problemas ambientais, tém sido desenvolvidos e empregados com objetivo de avaliar e
detectar a influéncia do aporte de efluentes industriais e domésticos, bem como de
diferentes sustancias quimicas, em ambientes aquiticos. Estes procedimentos utilizam
organismos pertencentes 4 diferentes niveis tréficos do ambiente aquético, como por
exemplo, as algas (Chlorela vulgaris ou Selenastrum capricornutum), os crusticeos ou
micro-crutaceos (Daphnia similis ou Ceriodaphnia sp e Cheirodom notomelas) e peixes
(Hemigrammus marginatus ou Poecilia reticulata) (CETESB, 1990; 1991). Para cada
grupo taxondmico testado foi determinado o tempo minimo de exposicdo. Em média 96
horas de exposi¢do sdo suficientes para que se manifeste o efeito agudo em peixes. Para o
microcrusticeo do género Daphnia tem sido adotado um intervalo de 24 a 48 horas.

Em fung¢do da simplicidade, rapidez e do baixo custo, os ensaios com bactérias
fungos e leveduras tém sido cada vez mais utilizados ndo s6 no monitoramento de
substdncias quimicas e efluentes mas também na avaliagdo do potencial téxico de novos
compostos. Estes organismos podem responder ao estresse em tempos relativamente
curtos. Este estresse pode ser medido e avaliado monitorando-se um ciclo biogquimico
vital do organismo, como por exemplo, a atividade enzimatica, ATP (Adenosina
Trifosfato), bioluminescéncia e respiragdo (Simpson e Kobos, 1982, 1983; Dutka et alii,
1983; Jardim e Pearson, 1990; Decool et alii,1991; Codina et alii 1993). No entanto, uma
unica espécie ou um Unico teste pode n3o representar fielmente o nivel global de poluigdo
de um sistema ou a toxicidade de um metal ou determinado composto. Portanto, as
melhores respostas estdo associadas a uma bateria de testes.

Alguns experimentos englobando diferentes ensaios com bactérias tém sido
empregados para avaliar a toxicidade de diversos compostos. Cabe ressaltar que os



Introducgdo

procedimentos fundamentados nos ensaios bioldgicos sdo distintos no que se refere aos
bioensaios ¢ aos testes de toxicidade. Estes testes podem ser classificados em testes de
toxicidade aguda e cronica. No teste de toxicidade aguda um estudo experimental com os
organismos € feito com objetivo de determinar o efeito que ocorre em um curto periodo
de tempo apds administracio de uma dose (ou exposigdo a uma determinada
concentragdo) da substdncia ou apds multiplas doses. O teste de toxicidade crénica
permite avaliar o efeito adverso sobre um organismo exposto a uma substincia quimica
com concentra¢des subletais. O periodo de tempo envolvido nos testes de toxicidade
aguda e crdnica varia com a espécie testada (Rand e Petrocelli, 1985).

Os bioensaios sdo procedimentos usados para estimar a concentragdo ou atividade
biolégica de uma substincia (vitamina, horménio, antibidtico) pela medida do efeito
destes sobre determinado(s) organismo(s)} comparado a um padriio. Ensaios bioldgicos
podem ser utilizados também para avaliar o potencial téxico de diversos compostos tais
como efluentes, desinfetantes e produtos agricolas como por exemplo pesticidas e
herbicidas. Estes ensaios tém sido usados também para avaliar as mudangas ambientais
decorrentes principalmente da atividade antrdpica. Através deles é possivel estudar o
efeito téxico agudo ou cronico causado por substincias quimicas ou diferentes compostos
sobre determinados organismos, espécies isoladas ou consdrcio de espécies. Portanto,
estes ensaios avaliam a sensibilidade ou resisténcia da espécie testada frente a um agente
estressante. Dentre os ensaios utilizados para avaliar os efeitos e riscos & saiude e os
ensaios referentes aos efeitos ecolégicos, destacam-se o teste de Ames, o Microtox® ¢ o
teste com Spirillum volutans.

O teste de Ames € um exemplo de ensaio que tem por objetivo avaliar a
capacidade que determinados compostos possuem de causar mutagdes de ponto no
genoma de cepas de Salmonella typhimurium através da reversiio da mutagdo his- para
his™ na presenga ou auséncia de sistema de ativagdo metabélica. Este ensaio requer um
tempo superior a 66 horas e tem sido utilizado nos estudos de impacto ambiental para
localizagdo e caracterizagdo das fontes poluidoras com possivel atividade mutagénica.

O Microtox® ¢ um teste de toxicidade aguda que utiliza a bactéria marinha
Photobacterim phosphorium. Neste ensaio mede-se a redugdio da quantidade de luz
naturalmente emitida por este microrganismo. O tempo envolvido na elaboragio do
ensaio pode ser fixado em 5, 10 ou 15 minutos.

Ensaios de toxicidade aguda utilizando Spirillum volutans tém sido bastante
empregado. Este teste baseia-se na perda da motilidade tipica em 90 % das bactérias em
até duas horas de ensaio (MECg)



Introdugdo

A vantagem do emprego destes ensaios, principalmente os dois tltimos, estd
. associada a redugiio do tempo de resposta quando comparada com testes feitos com
~ peixes € crustaceos.

Outros métodos, baseados em ensaios bilégicos, foram propostos para medir a
inibicio da atividade microbiana. Dorward ¢ Barisas (1984) realizaram testes de
toxicidade aguda com poluentes aquéticos utilizando um eletrodo bacteriano. O método
envolve medidas potenciométricas do CO9 liberado por células de E. coli imobilizadas
numa membrana sintética que recobre um eletrodo sensivel a CO7. Neste ensaio algumas
- medidas podem ser efetuadas em periodo de tempo inferior a 15 minutos. No entanto, os
interferentes, a baixa sensibilidade e a pouca atividade de alguns compostos téxicos a
baixas concentragdes, foram as principais limitagées da aplicabilidade do método.

Brower (1991) utilizou como organismo teste o Bacillus cereus frente a um
composto aceptor de elétrons, o qual muda de cor ( azul, resazurina, para rosa, resorufina)
em fung¢fo da redugdo via uma enzima desidrogenase, resultante da atividade microbiana

no meio de cultura (Figura 1). Liu (1983) havia empregado este mesmo procedimento
utilizando lodo ativado.

H
8] ,
+ NADH + W enzima
0]
Resazurin
azuls10 nm
H
O
+ NADY + H,0
\ /
Resofurin
rosa 580nm

Figura 1- Redugéo de resazurina a resofurina na presenga da enzima desidrogenase.

Através da reducdo do composto quimico, o valor de EC5q pode ser estimado. O
periodo de tempo envolvido no preparo da suspens@o bacteriana para este teste é superior
a 30 horas. Um dos problemas que surgem ndo apenas neste, mas também em outros
ensaios, € a possibilidade de interagfio de alguns metais com os compostos presentes no
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-meio de cultura utilizado, como por exemplo o fosfato. Esta interacdo pode favorecer a
diminuigdo da atividade do metal resultando portanto em dados de toxicidade incorretos.
Uma vez que os testes diferem na metodologia, microrganismos, reagentes
biolégicos e tempo de incubagfio, o grande interesse no uso de véarios ensaios esta
associado a comparagao da execugdo e dos resultados destes com objetivo de especificar
cada ensaio. Estudos comparativos de valores de EC5q (Microtox®), MECqq (Spirillum
volutans) e LCgq (peixes) tém mostrado que existe uma boa correlagio entre estes testes
(CETESB, 1992).
Sanches et alii, (1988) avaliaram a toxicidade de efluentes industriais do estado de
Sdo Paulo empregando os seguintes ensaios; teste de toxicidade aguda com
Photobacterium phosphoreum (Microtox®), Spirillum volutans, inibigdo de crescimento
.erhpregando Pseudomonas fluorecens, ensaios avaliando desidrogenase usando Bacillus
cereus, ensaios com Daphnia similis, testes de mutagenicidade com Salmonella
typhimurium (teste de Ames), Escherichia coli WP7 ¢ ensaios de reversdo de mutagéo
usando Saccharomyces cerevisiae. Dentre estes testes o Microtox® e o Spirillum volutans
mostraram alta sensibilidade e boa concordincia com os ensaios com Daphnia similis,
demostrando que estes testes sdo potencialmente tteis como indicadores da toxicidade
dos efluentes industriais em ambientes aquaticos.
Dutka et alii (1983) avaliaram, através de diferentes testes de toxicidade aguda
(Microtox®, Spirillum volutans, inibi¢io da respiragio e o ensaio com TTC-
. desidrogenase (cloreto de tetrazolina), para lodo ativado, usando diferentes compostos
. quimicos e alguns metais. Apesar de apresentarem um namero limitado de dados, de um
modo geral os testes foram decrescentemente ordenados em termos de sensibilidade por;
Microtox®, Spirillum volutans, inibigdo da respiragdo e TTC-desidrogenase para lodo
ativado. O lodo ativado constitui um consércio de microrganismos formados por
bactérias, fungos, leveduras, protozodrios e metazodrios. Dentre as bactérias
heterotréficas incluen-se as do género, Pseudomonas, Acrhomobacter, Flavobacter e
Zoogloea.

Os testes citados anteriormente evidenciam que cada microrganismo utilizado
apresenta diferencas em termos de sensibilidade frente a cada composto testado. Por isto,
alguns pesquisadores aconsetham o uso de uma bateria de testes bioldgicos para avaliagio
da toxicidade destes. Em geral, a toxicidade de alguns compostos, bem como de metais,
em ambientes aquéticos naturais ou poluidos, softe a influéncia do pH, Eh, matéria
ofgﬁnica, temperatura e pressdo hidrostéatica (Babich ¢ Stotzky, 1986).
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Codina et alii (1993) empregaram diferentes testes microbiolégicos de toxicidade
com objetivo de comparar a sensibilidade frente a diversos metais em solugdo e em
efluentes. Estes pesquisadores avaliaram o crescimento (turbidez e contagem em placas) e
a respiragdo (microscopicamente) de Pseudomonas fluorescens e Saccharomyces
cerevisiae. Empregaram também o teste com Photobacterium phosphoreum (Microtox®).
Este teste foi o mais sensivel em detectar a toxicidade do cobre, zinco e mercario
enquanto que o cromio e o cddmio foram melhor detectados pela inibigdo do crescimento
de Pseudomonas fluorescens. Em geral, os valores de EC5q para os metais em solugfio de
efluentes comparados com solugdes puras, foram maiores para todos os testes. Esta
diferenga foi justificada pela presenga de compostos organicos € inorginicos na matriz,
uma vez que estes reduzem a disponibilidade dos metais no meio.

Reteuna et alii (1989) avaliaram a toxicidade de alguns compostos € metais
normalmente encontrados em ambientes aquaticos, utilizando trés ensaios com bactérias;
o teste Microtox®, o consumo de oxigénio a partir do corsdrcio de bactérias existente no
lodo ativado e a mineralizagdio da glucose por E.coli. Destes, o mais sensivel para todos
os compostos testados foi o ensaio de consumo de oxigénio. Estes pesquisadores
concluiram que os dois fatores que justificaram parcialmente a menor sensibilidade estio
associados a densidade bacteriana e 4 especiagao dos compostos no meio de cultura.

Estudos comparativos de toxicidade de compostos em solugdes puras ou misturas
destas sdo necessirios uma vez que, através dos dados obtidos, é possivel avaliar o
sistema em estudo e esta avaliagdo servir de guia para selegio de ensaios, com
sensibilidade apropriada, para o estudo de outros sistemas.

Blum e Speece (1991) testaram cerca de 100 compostos quimicos empregando 3
grupos de bactérias (metanogénicas, heterotréficas aerébicas e nitrossomonas). De acordo
com estes pesquisadores as correlagdes encontradas entre os dados de toxicidade dos
compostos frente aos diferentes microrganismos testados, podem ser utilizados na
previsdo da toxicidade a outro organismo. Os resultados de ECsgp obtidos foram
comparados também com dados da literatura (Microtox® e peixes).

Outros ensaios baseados principalmente na atividade enzimatica ou biossintética
tém sido bastante empregados. Estes ensaios podem ser miniaturizados, automatizados e
-as medidas podem ser feitas usando espectrofotdmetros, leituras em placas, fluorimetros
ou cintiladores. Algumas enzimas envolvidas na execugdio destes sdo: desidrogenases,
ATPase, esterases, fosfatases, ureases, luciferases, B-galactosidase, o-glucosidase e
triptofanase (Bitton e Koopman,1992).
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Na tabela I encontra-se um resumo de alguns ensaios. Dentre estes destacam-se o
Microtox® e o teste com Spirillum volutans. A diferenca de sensibilidade da cada teste
pode ser explicada pelas caracteristicas de cada ensaio considerando principalmente a
espécie empregada, a densidade do indculo usado e o meio de cultura em fungdo da
interacdo deste com os compostos a serem testados.

Devido principalmente ao baixo custo € & rapidez de execugdo, os ensaios
microbianos estdo sendo cada vez mais incluidos nos protocolos para avaliagio da
toxicidade de efluentes industriais ¢ domésticos em ambientes aquéticos.

Apesar de existir um grande nimero de ensaios, algumas pesquisas devem ser
direcionadas a elaboragdo e normalizagdo de novos testes de curta duragdo, que possam
ser empregados com espécies mais representativas do sistema em estudo. O Microtox®
por exemplo, tem sido bastante empregado na avaliagdo do potencial téxico de efluentes
industriais ¢ de diversos compostos. No entanto, o organismo-teste, Photobacterium
phosphoreum, € uma bactéria marinha que pode nfo representar adequadamente a
toxicidade dos organismos de muitos ambientes aquéticos interiores onde aportam os
efluentes.

Outros ensaios que envolvem contagem de células sdo bastante laboriosos sendo
necessario pesquisar alternativas que diminuam o tempo e o custo envolvido na
elaboragdo destes.

Experimentos envolvendo respirometria, mais precisamente medidas do consumo
de Oz ou produgdo de CO2 por microrganismos, foram bastante usadas no passado e
~alguns ensaios, baseados neste procedimento continuam sendo empregados (Bitton e
Dutka, 1986; Guimarg@es, 1990; Wu, 1990). Dos métodos empregados atualmente,
baseados no procedimento dos antigos respirdmetros, destaca-se o ensaio da Demanda
Bioquimica de Oxigénio (DBO). Este procedimento ¢é utilizado rotineiramente nas
analises de Aguas residudrias e embora possa ser visto como um ensaio de toxicidade é
raramente encarado como tal. Os antigos respirdmetros usavam um pequeno volume de
culturas puras sendo portanto dificil emprega-los nos trabathos de pesquisas com plantas
de tratamentos de efluentes. Dentre outras, esta foi a limitagdo principal que incentivou os
pesquisadores da d4rea a desenvolverem os mandmetros automaticos com maior
capacidade volumeétrica. Em funcdo do tempo envolvido nas anélises ¢ da baixa
reprodutibilidade, os antigos respirdmetros foram parcialmente abandonados.
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- Tabela I- Alguns ensaios biologicos e os principios envolvidos na execucdo destes.

Ensaios / Principios Microrganismos Referéncias
Ames / Mutacdes do ponto de genomas de Hoffman, G.R. (1982)
cepas de S. fyphimurium através da reversio | Salmonella typhimurium

da mutag#o his~ para his* na presenca ou
auséncia da ativagio metabélica.

Valent, G.U. (1990)

ATP / Efeito inibitério sobre adnosina
trifosfato (ATP) via determinagdio da
produgdo de luz resultante da transformagio
-| da luciferase & luciferina.

Escherichia coli, lodo ativado

Kennicutt, M.C. (1980)

.| Consumo de oxigénio / inibi¢io da | lodo ativado Reteuna, et alii (1989)
| respiragdo medida com eletrodo de oxigénio.
Inibiggo do crescimento / Inibigdo do | Aeromonas punctata Alsop, G.M. (1980)

| crescimento de culturas puras ou misturas
{ destas medidas via absorbéncia, contagem
¢{ em placas ou medidas de zona de inibigdo
em meio sélido.

Pseudomonas fluorescens

Zoogloea ramigera
¢ cepas de Thiotrix

Anderson, A.C.
Abdelghani,
(1980)

Codina et aiii, {1993),
Schuttleworth, K.L. e
Unz, R.F. (1991)

AA.

.| Microtox / Inibigdo da biolumunescéncia, Bulich, A.A. (1984)
.| medidas da quantidade de luz emitida pela | Photobacterium phosphoreum | Arbuckle, B.W. e
' | bactéria marinha P. phosphoreum. Alleman, J.E. (1992)

- | Mineralizagdio da glucose / Avaliagdo do Reteuna et alii, (1989)
i| COy liberado por E.coli na presen¢a da | Escherichia coli Larson,R.J. ¢

“| glucose Schaeffer, S.L. (1982)

| U-14C. O metabolismo é seguido usando

¢ | cintilador.

¢| Nitrificagio / Inibigdo de oxidagdo da | Nitrossomonas sp Liang, CN.

amédnia a nitrito.

Inibi¢do da oxidagdo de nitrito a nitrato.

Nitobacter sp

Tatatabai, M.A. (1978)
Blum, D.J. e Speece,
R.E. (199])

| Respiragdo / Inibigdo da concentragio de
COy produzida pela espécie, medida
potenciométricamente com o auxilio de um
eletrodo sensivel a CO».

Escherichia coli

Dorward, E.J. €
Barisas, B.G. (1984)

Respirometria / Inibigdo do ndmero de
células contadas com auxilio de microscépio

a partir da reagiio destas com verde de

Saccharomyces carevisiae

Bitton et alii, (1984)
Codina, et alii (1993)

malaquita.
Teste com Spirillum volutans / Perda da Coleman, RN. e
motilidade tipica das bactérias. Spirillum volutans Quereshy, A.A. (1985)

_ ' Dutka et alii (1983)
Teste com elétron aceptor / a enzima Liu, D. (1983)

desidrogenase reduz resazurina a resofurina

Bacillus cereus

Brower, H. (1991)
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Mais recentemente o resgate destes associado ao emprego de técnicas analiticas
. proporcionaram principalmente maior precisdo, limites de detec¢io mais baixos para o
3_' CO2, a redugdo do tempo de execugdo e do custo dos ensaios (Pasquini e Farias,1987;
Jardim et elii 1990, 1991; Guimardies e Jardim,1993),
' Apesar de ndo existir um teste de toxicidade ideal, a escolha deste depende do
- objetivo do projeto de pesquisa e igualmente da execugio e dos limites de cada ensaio.
: Nesta pesquisa, a inibi¢fo da respiragio microbiana foi o pafﬁmetro utilizado para
-avaliar o potencial téxico do agente estressante. A determinagdo analitica do produto da
.respiragdo (CO2) foi feita com o auxilio da técnica analitica de Analise por Injecdo em
Fluxo (FIA). O uso desta técnica permitiu uma maior velocidade analitica com menor
limite de detecgfio do CO2(5q).
| A importancia da aplicagdo deste procedimento tanto no aspecto cientifico como
no campo social, ¢ a adptag#o ¢ calibragdo do mesmo para utilizacio em antibiogramas,
nos testes de avaliagdo do potencial de novos compostos ¢ em testes de toxicidade de
efluentes de diversas origens.

Objetivo

_ O objetivo principal desta pesquisa ¢ o desenvolvimento de um procedimento para

avaliar o potencial antimicrobiano de diferentes antibidticos, através de ensaios de
fftoxicidade aguda, usando E. coli como organismo teste. Neste procedimento buscou-se
‘reduzir o tempo e o custo envolvidos na elaboragio de antibiogramas, nos testes de
toxicidade aguda com metais e na avaliagdo do potencial toxico de bactericidas de uso
.doméstico ou hospitalar. Procurou-se demonstrar que este procedimento pode também ser
aplicado na varredura (screening) de novos compostos, principalmente os da industria
farmacéutica.
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Provas de sensibilidade aos antibiéticos usando E.coli como organismo-teste.
Antibiogramas.

As provas de sensibilidade que sdo usadas nos laboratérios de microbiologia
clinica tém por finalidade encontrar o melhor agente antimicrobiano para o paciente.
Dentre os testes disponiveis para avaliagdo da atividade antimicrobiana de uma droga
encontram-se as técnicas de dilui¢do, de difusdo e os métodos automatizados.

As provas de diluigdo, macrocaldo ou macrodiluigfio, geralmente empregam tubos
de ensaio de 13 x 100 mm. O meio de cultura indicado é o Mueller-Hinton e o indculo
deve apresentar concentragio de 105 a 106 ufc/ml (unidade formadora de colonia) ou
proporcional a 0,5 da escala padrio de Mc Farland (Stainer,1969). Um mililitro da
solugdo com concentragdo definida do antibiético ¢ adicionado 4 solugdo padronizada de
microrganismos. Os tubos, com diferentes concentragdes da droga, sdo incubados a
temperatura de 35 ©C por um periodo de 16 a 20 horas. A menor concentragiio do
antibiético que provoca inibi¢dio do crescimento é observada visualmente comparada a
um controle.

As provas de dilui¢do, microcaldo ou microdiluigdo, também utilizam o meio de
cultura Mueller Hinton ou este meio suplementado. O agente antimicrobiano é diluido
em volumes que variam de 0,05 a 0,2 ml. Nesta prova a densidade final de
microrganismos recomendada é de aproximadamente 105 ufc/ml. O periodo de incubagdo
¢ também de 16 a 20 horas a 35 0C. Apos este periodo avalia-se a Concentraggo Inibitéria
Minima (CIM) ( Ximenes,1973; Matsen,1980). A quantificagdo dasta concentragio
(CIM) &, portanto de vital importancia dentro deste campo.

As provas de dilui¢do de drogas em caldo nutriente foram bastante usadas nas
décadas de 60 ¢ 70 sendo gradativamente substituidas pelas provas de microdilui¢do
principalmente em funcdio da praticidade desta. A grande vantagem da técnica de
microdilui¢io ¢ que as bandejas contendo o antimicrobiano, congelado ou liofilizado,
podem ser fabricadas comercialmente para serem usadas em laboratérios clinicos.

Atualmente o método de difusdo em 4gar ¢ o processo mais empregado na
avaliagdo da sensibilidade dos microrganismos aos agentes quimioterapéuticos. Neste
método utiliza-se um disco de papel absorvente que mede cerca de 6 mm de didmetro e
contém uma quantidade definida do agente antimicrobiano. Este disco € colocado sobre a
superficie do agar previamente pincelada com uma suspensdo microbiana e ird produzir
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uma zona concéntrica de inibi¢do do crescimento, se o microrganismo for sensivel ao

agente. As zonas concéntricas de inibigiio possuem em geral uma relagfio linear com a

. CIM para a maioria dos antimicrobianos avaliados pelas provas de diluigio (Jones et

alii,1985; Barry ¢ Thornsberry,1985). Por meio desta relagdo, as medidas destas zonas
podem ser usadas para prever a resposta "in vivo" dos microrganismos testados.
No método recomendado para prova de difusfo em 4gar proposto por Bauer e

colaboradores em 1966 utiliza-se um unico disco para cada antimicrobiano. Este método

foi modificado por Rayan e colaboradores em 1970 e proporcionou a transformagéo de

~halos de inibi¢do em CIM por meio de uma linha de regressdo (Ximenes, 1973; Ryan,

1970). Recomendagdes da FDA (Food and Drug Administration) também sugerem

- modificagGes para o método de Bauer. O método modificado recomenda o uso do meio

de cultura Mueller Hinton suplementado com sangue de cavalo ou de ovelha,
desfibrinado a 5 % ou 4gar Mueller Hinton. Propde também o uso de placas de Petri de
150 mm e a profundidade do agar deve ser de 4 a 6 mm. O indculo utilizado deve ser
comparado 4 turbidez padrdo de uma solugfio de sulfato de bario (0,5 mi de cloreto de
bério, BaClp, a 1 % e 99,5 ml de solugéio de é4cido sulfiirico, H2SO4 0,36 N, a 1 %)
(Matsen,1985). Ap6s aplicagdo do disco, as placas sdo mantidas a 35 OC por 16 a 18
horas quando entfo avaliam-se os halos de inibi¢do com auxilio de uma régua. De um
modo geral, estas recomendagdes visam a padronizagio do procedimento.

Ensaios mais precisos que os citados anteriormente utilizam técnicas
automatizadas para acompanhar o crescimento microbiano através de amostragem
discreta. Dentre estas técnicas encontram-se as que envolvem desde simples detecgdo
turbidimétrica até espectrofotometria com raio laser.

Os sistemas Autobac-1 ¢ Autobac-MTS (Charles Pfizer, Groton, Conn) por
exemplo, usam a técnica de dispersdo da luz e fornecem dados de CIM comparaveis aos
obtidos com os testes de microdiluicdio € com o método de Bauer-Kirby. Os resultados
podem ser fornecidos ap6s um periodo de incubaggo de 3 a S horas.

O sistema MS-2 (Abbott Laboratories Diagnostic Division, Dallas) usa
fotodetectores e diodos emissores de luz que monitoram a turbidez em intervalos de 5
minutos para cada posi¢io da cubeta. O meio de cultura incubado é tranferido

_automaticamente para a cubeta contendo o disco com antibiéticos. Este sistema também
fomece dados de sensibilidade antimicrobiana em aproximadamente 5 horas de ensaio. O

AMS (Vitek Systems, McDonnell Corp, St Louis) € um sistema automético combinado

de detecgo-enumeracfo-identificagdo e provas de sensibilidade antibiética que utiliza um

sistema eletrodptico com diodos emissores de luz. Este equipamento bem como os



Capitulo]l 11

anteriormente citados sdo acoplados a microprocessadores que contribuem para a
obten¢do mais rapida dos resultados. O Sistema Diferencial III (Science Spectrum, Santa
Barbara, Calif.) ¢ um equipamento programavel que detecta luz de uma solugdo
bacteriana. A cubeta que contém a amostra € irradiada com um raio laser hélio-neon
verticalmente polarizado. Um amplo sistema processador pode converter os dados de
CIM aos clédssicos resultados "sensivel” e "resistente” em até 90 minutos de ensaio
(Goldschimidt, 1980).

Avaliando-se as técnicas € os métodos disponiveis observa-se que enquanto as
provas de dilui¢do, macro e microdilui¢io, bem como o método de difusdo, Bauer-Kirby
ou modifica¢des deste, fornecem os resultados em intervalos de 18 a 24 horas, os
métodos automatizados, Autobac-1, Autobac MTS, MS-2, podem fornecer tais
informagdes em periodos de 3 a 6 horas. Quando se avalia a sensibilidade a
antimicrobianos utilizando o Sistema Diferencial Il este intervalo de tempo pode ser
reduzido para 90 minutos. No entanto, o uso destas técnicas automatizadas € restrito a
poucos laboratérios € hospitais devido ao alto custo envolvido ndo s6 na aquisi¢do e
manuten¢do destes equipamentos mas também na aquisigdo do material padronizado
(kits) necesséarios para andlise de rotina.

Apesar disto, existe a necessidade de se obter resultados mais rapidos na avaliagio
da sensibilidade microbiana as drogas. Quanto mais demorado for o resultado destas
analises, menor a possibilidade de se usa-lo para alterar um tratamento previamente
iniciado.

Como se pode observar, técnicas mais rapidas e de baixo custo devem ser
desenvolvidas para elaboragdo de provas de sensibilidade bacteriana aos antibiéticos.
Estas técnicas seriam destinadas a laboratérios de microbiologia particulares ou
subsidiados, mas  principalmente para os que nfio possuem dotagles orgamentarias que
permitam a aquisi¢@o de equipamentos automatizados.

Os objetivos desta pesquisa séo: (a) desenvolvimento de uma técnica que atenda
plenamente os requisitos citados anteriormente, (b) a elaboragdo de um protocolo para
prova de sensibilidade microbiana as drogas com duragfo méxima de oito horas ¢ (¢) que
o procedimento proposto apresente resultados comparaveis aos procedimentos atualmente
aceitos e praticados.
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" Materiais e Métodos:
- Reagentes e solugdes:

~ Paddes de carbonato:
- Os paddes de COy foram preparados a partir da diluigio de uma solugdo estoque de
' NapCO3 (FISHER) 0,1 mol.L-1 em 4gua deionizada.

Antibidticos:
Descrigdo dos antibidticos usados na elaboragdo dos antibiogramas, conforme 2 bula dos
- respectivos produtos:

| Ampicilina (o produto comercial é a Ampicilina) é o 4cido 6[D(-) alfa

aminofenilacetamido] penicildmico, ¢ um antibi6tico bactericida semi-sintético, derivado

~ do micleo fundamental das penicilinas, o 4cido 6-amino-penicildmico, fabricado pelas
- Industrias Farmacéuticas Fontoura-Wyeth S.A.

Amicacina (produto comercial - Novamin) ¢ o sal D-estreptamida,0-3 amino-3-deoxi-o-
D-glicopiramosil-(1-6)-O-[6 amino-6-deoxi-a-D-glicopiranosil-(1-4)-N1(4-amino-2-
~ hidroxil-1-oxobutil)-2 deoxi-(S), sulfato(1:2). E um antibiético semi-sintético derivado
da canamicina fabricado pela Bristol-Meyer Squibb Brasil.

Cloranfenicol (produto comercial - Quemicetina) é a {cloramicetina, D-Treo-2,2-dicloro-
N-[B-hidroxi-a-(hidroximicetil)-4-nitrofenetil] acetamida}, produzido pela Famitalia
Carlo Erba S.A.

Cefazolina (produto comercial - Kefazol) a cefazolina sédica é um antibidtico semi-
sintético de grupo das cefalosporinas. E o sal de cido 3{[(5-metil-1,3,4-tiadiazol-2-ii)-
. tiojmetil }-7-[-2(1H-terazol-1-ii)acetamido]-e-cefen-4-carboxilico. Produzido  pela
. industria Farmacéutica Eli Lilly do Brasil Ltda.

Gentamicina (produto comercial- Gentamicina) € um antibidtico pertencente ao grupo dos
. aminoglicosideos derivado do actinomiceto Micromonospora purpurea. Sulfato de
f‘ gentamicina Cpa, O-3  deoxi-metil-3-(metilamino)-B-1-arabinopiranosil-(1-6_-O-[2,6-
- diamino-2,3,6-tetradeoxi-ai-D-eritro-hexapiranosil-(1-4)]-2 deoxi-D-estreptomicina.
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Cefalotina (produto comercial - Keflin) é o sal monossédico do 4cido 5-tio-1-azabiciclico
[4,2,0] octo-2-eno-2-carboxilico, 3-[(acetilico)-metil}-8-ox0-7-2-[(2-fenil acetil) amino],
produzido pela Eli Lilly do Brasil Ltda.

Tetraciclina: (produto comercial tetraciclina) o cloridrato de tetraciclina constitui um
antibidtico de largo espectro, o cloridrato de 4-dimetilamino-1,4,4'5,5,6,11,12' a-
octaedro, 3,3,10,12, pentahidroxi-6-metil-1,11 dioxotacenocarbonamida, produzido por
diferentes espécies de Streptomyces (Actinomiceto) ou produzido por outros porcessos.

Meios de Cultura:

‘Meio de Cultura Mueller Hinton Broth (Difco). No preparo deste meio 21 g sdo
adicionado a um litro de 4gua destilada e o pH ajustado a 7,2 com KOH. A esterilizacdo
do meio foi feita com forno de microondas.

Meio Minimo liquido: Este meio € recomendado para crescimento de E.coli
(Stainer,1969). E composto a partir de 7 g de KoHPO4. 3 g de KHpPO4; 1 g de
(NH4)2804 e 0,1 g de MgS04.7H70; 0,5 g de citrato de s6dio. Estes reagentes foram
adicionados a aproximadamente 800 ml de 4gua destilada. O pH foi ajustado para 7,20
com solugio de KOH. A solugdo foi fervida usando-se o forno de microondas e apos o
resfriamento a aproximadamente 70 OC foram adicionadas cerca de 200 ml de solugdo
previamente fervida contendo 20 g de glicose.

Meio de Cultura Referéncia: Este meio também é recomendado para crescimento de
E.coli (Guimaraes, 1990). Composigao: Cada litro deste meio de cultura contém 1,6 g de
K2HPOg4; 1,6 g de KHPO4 1,0 g de NaCl 4.0 g de (NH4)POy4; 0,7 g de MgS04.7H0
¢ 0,3 g de 4cido citrico. Este meio foi preparado do mesmo modo que o meio minimo. A
concentragdo final de gliose no meio € de 0,25 % e o pH ajustado para 7,20.

Microrganismos: Na elaboragdo de antibiogramas foram usados trés amostras de E. coli
isoladas de pacientes com infecgdo do trato urinario. Estas cepas foram cedidas pelo
Laboratério-de Andlises Microbiolégicas do Hospital das Clinicas (HC) da UNICAMP e
serdo referenciadas neste trabalho por cepas X, Y ¢ Z. A cepa padrio de E.coli ATCC
25922 também foi cedida pelo mesmo laboratério.
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Equipamentos:

Banho Maria: Nos ensaios com os antibidticos utilizou-se o Banho Maria modelo 145-
FANEM (Dubnoff) com agitador metabélico.

Forno Microondas: Para esterilizagdo dos meios de cultura utilizou-se o Forno de
Microondas National, 1420 W de poténcia.

Potenciémetro: As medidas de pH foram feitas com eletrodo combinado Cole-Parmer
acoplado a um pH-metro digital da Procyon modelo PH-10.

Sistema FIA (Anélise por Injecio em Fluxo): O funcionamento deste sistema esti
esquematizado na figura 2.

Bomba Peristaltica: Nos experimentos com sistema FIA utilizou-se a Bomba Peristaltica
Ismatec modelo IPS com 12 canais.

Condutivimetro: As medidas de condutincia foram feitas com o Condutivimetro da
Digimed modelo CD-20.

Registrador: O registrador acoplado ao sistema FIA foi ECB Modelo RB-201

Comutador ¢ celas de difusdo: Estes acessorios foram construidos na oficina do IQ-
UNICAMP. As membranas de teflon usadas nesta pesquisa foram: Polytubes (produzida
pela PULVITEC S.A Ind. Com.); Akros (AKROS Industrial de Plasticos Ltda).

Coluna de Resina: Para manter constante a condutincia do fluxo de 4gua deionizada
utilizou-se coluna com resina mista (MERCK).

Determinagéo do CO»:
A determinagdo do dioxido de carbono total pelo sistema de anélise por injegéio em

fluxo foi baseado no trabalho de Pasquini e Farias (1987). O esquema de funcionamento
do sistema FIA condutométrico € mostrado na figura 2.
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Figura 2- Esquema de funcionamento do sistema FIA-condutométrico

Nos experimentos com este sistema, 100 ul da amostra de solugdes contendo as
espécies carbonicas (CO, HCO3" ¢ C032-) sdo injetados num fluxo carregador de agua
deionizada o qual conflui com outro fluxo de acido sulfirrico (HpSO4,) diluido (1 %)
deslocando o equilibrio para formag¢do de CO7 e HpO. O gas permeia por uma membrana
de Teflon® e atinge o fluxo de 4gua deionizada, deslocando o equilibrio para formagdo
de fons bicarbonato (HCO3"), proporcionando o aumento da condutincia do fluxo de
agua deionizada que estava sendo continuamente monitorada. A alteragfio da conduténcia
deste fluido € proporcional a concentragdo do CO7 presente na amostra.

A curva de calibragdo obtida com solugdes deste padrio na faixa de concentragdo
de 100 a 3500 umol.L-1 encontra-se na figura 3.
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Figura 3- Fiagrama - Sinais de calibragé@o obtida com sistema FIA-
condutométrico usando padrdes de carbonato (Na3CO3).

As determinagBes das concentragdes das amostras avaliadas neste estudo foram

feitas por interpolagéo.
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* Resultados e Discussio:
"-‘_E-scolha do meio de culfura:

Virios fatores podem atuar como interferentes na elaboragdo de um antibiograma.
" Dentre eles destacam-se o meio de cultura, a preparacdo do inéculo e a solubilizagio dos
agentes antimicrobianos.

A escolha inadequada do meio de cultura para elaboragdo de antibiogramas ou
testes de toxicidade pode trazer resultados imprevisiveis. Considerando-se este fato,
- procurou-se avaliar o crescimento da bactéria padriio E.coli ATCC 25922 nos seguintes
meios de cultura: (a) Mueller Hinton (b) Meio Minime e (¢) Meio de Referéncia.

O procedimento adotado foi o seguinte: a 100 ml de cada meio de cultura
adicionou-se 0,Iml de wuma suspensdio bacteriana de FE.coli incubada por
aproximadamente 24 horas a 37 °C em Meio Minimo. A concentragdo de CO» foi
monitorada em todos os meios ¢ quando em um deles se observou uma resposta
correspondente a cerca de 0,3 mmol.L’l, do padrio de NapCOj3, iniciou-se o
monitoramento a cada 20 minutos por 3 horas. Nesta fase a concentragdo de CO9 no meio
Mueller-Hinton era 0,36 mmol.L-1, no Meio Minimo 0,32 mmol.L-! e no Meio de
Referéneia 0,25 mmol.L-] . Na tabela Il encontram-se os dados, resultantes de triplicatas,
referentes a estes ensaios.

Os tempos de duplicagdo para os primeiros 120 minutos de ensaio foram 29.,9;
39,3 e 58,2 minutos para os meios Mueller Hinton, Meio Minimo e Meio de Referéncia
respectivamente. Como se pode observar, o Mueller Hinton favoresce um rapido
crescimento quando comparado aos outros dois meios testados. No entanto, este meio
quando ndo incubado ja apresenta alta concentragiio de CO- basal o que o torna invidvel
para ser utilizado pelo procedimento proposto. Além disto, este produto € importado € o
seu custo bastante alto quando comparado aos outros meios. Deve-se considerar também
que sua composicdo basica de extrato de came pode alterar a atividade de alguns
antimicrobianos (Ximenes, 1973).

Como o objetivo da pesquisa € propor um procedimento de baixo custo, o Meio
Minimo foi escolhido porque além de preencher este requisito, proporcionou também
répido crescimento bacteriano e a concentragio de CO7 basal do meio é praticamente
desprezivel.

Baseando-se em andlises turbidimétricas procurou-se avaliar a populagdo
microbiana correspondente 4 concentragdo de CO2 produzida pela respiragdo microbiana.
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?: Tabela II- Atividade microbiana E.coli ATCC 25922 frente a diversos meios de cultura.

[CO,] mmol. LT

|  Tempo (min) Mueller Hinton Meio Minimo Meio de Referéncia
3 0 0,36 + 0,02 0,32 £ 0,02 0,25 £ 0,01
: 20 0,57 £ 0,03 0,45+ 0,11 0,30+ 0,03
; 40 0,82 0,13 0,74 £ 0,10 0,41 £ 0,04
y 60 1,41 £ 0,28 1,11 £ 0,08 0,47+ 0,06
’ 80 2,41 +0,29 1,62 % 0,05 0,59 % 0,05
100 3,72+ 0,54 2,09+ 0,26 0,72+ 0,11
120 5,28 +0,32 2,62 +0,11 1,08 +0,11
140 6,32+ 0,18 3,14£9,13 1,48 +0,23
160 7,15 + 0,60 4,24 £ (,23 2,10+ 0,16
180 8,02 £ 0,75 5,49 £0,43 2,890+ 0,23

Dados de populagdo bacteriana foram comparados com os obtidos a partir de
solugdes de sulfato de bério de acordo com o procedimento descrito por Bier (1985).
Neste procedimento a turbidez medida 4 420 nm com solugdes padrio de cloreto de birio,
BaClp, em 4cido sulfirico, HpSO4, sdo comparadas 2 turbidez fornecida por diferentes
suspensdes microbianas. Durante o monitoramento do CO» fizeram-se, a0 mesmo tempo,
leituras de transmiténcia de acordo com o procedimento anteriormente citado. Os dados
médios de triplicatas dos ensaios de avaliagdo da absorbancia, foram inseridos na curva
de regresséo linear resultante dos dados de populagdo e concentra¢do de sulfato de bério
encontrados na tabela III (Bier, 1985). Deste modo, determinou-se¢ a populagdo
microbiana correspondente a cada fragdo de [CO2] produzida (tabela V).

Tabela III- Dados de populagdo microbiana associados as solugdes de sulfato de bario.

[BaSOy4 Absorbiancia 420 nm Populagiio (10° células/ml)
4,8x10- 0,029 300
9,6x10-> 0,048 600
1,92x10-4 0,106 1200
2,88x10~% 0,156 1800
3,84x10°% 0,210 2400
4,80x10~4 0,263 3000
9,60x10-% 0,488 3600
1,46x103 0,663 4200

A relagdo tempo versus popula¢do microbiana e concentragio pode ser observada
através da superficie de resposta (figura 4) obtida com os dados encontrados na tabela I'V.
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Tabela IV- Popula¢o microbiana associada a concentragdio de CO9 produzida no ensaio

com E.coli em Meio Minimo.

Tempo (min) [CO32] mmol.L-! Absorbincia 420nm Populagiio
(109¢élulas/ml)

0 0,32+0,02 0,049 = 0,001 824

20 0,45+0,11 0,061 = 0,004 904

40 0,74 £ 0,10 0,092 + 0,002 1112

60 1,11 £ 0,08 0,128 + 0,001 1352
80 1,62 + 0,05 0,190+ 0,002 1667
100 2,09+0,26 0,269 £ 0,040 2295
120 2,62+£0,11 0,305 +£ 0,009 2536
140 3,14+ 0,13 0,388 +£ 0,023 3091
160 4,24 + 0,23 0,488 £ 0,013 3760
180 5,49 + 0,43 0,569+ 0,028 4302

Populacgdo

(106 células)

4000
3000
2000
1000

(min)

200

CONnc.
COs

mmol .L-1

Figura 4- Superficie de resposta de [CO3], absorbéncia e tempo (ensaio com E. coli).
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A superficie de resposta foi obtida com o programa GENUPLOT (IQ-UNICAMP).
Apés 90 minutos de experimento verificou-se que a proporcionalidade entre concentragio
de CO3 e populagdo € mais acentuada. A equagéo abaixo descreveu este comportamento:

fix,y)=673,17 - 1,39 x + 479,23 y + 0,0298 x2 - 123,48 y2 + 406 Xy ,
onde X corresponde ao tempo € y a concentragio. O coeficiente de correlagio foi 0,9986.
Escolha dos antibioticos:

Apés definicdo do meio de cultura a ser usado, procurou-se selecionar os
antimicrobianos para os ensaios.

As recomendagdes da Comissdo Nacional de Normas para Laboratérios e o Centro
de Controle de Enfermidades sugerem que se agrupem as drogas para provas de
sensibilidade para microrganismos gramnegativos e grampositivos (Matsen, 1980). O
grupo de microrganismo gramnegativo pode subdividir-se em um grupo para infecgdes”
gramnegativas e microrganismos isolados do trato urinario e outro para pseudomonas e
grupo ndo fermentador de microrganismos (tabela V).

Tabela V- Antimicrobianos propostos para provas de rotina.

Organismos grampositivos Enterobacteriaceas Outros organismos
gramnegativos
Amicacina Amicacina ~ Amicacina
Ampicilina Ampicilina Carbenicilina
Cefalotina Carbenicilina Colistina
Cloranfenicol Cefamandol Gentamicina
Clindamicina Cefoxitina Tobramicina
Entromicina Cefalotina Cloranfenicol
Gentamicina Cloranfenicol Kanamicina
Meticilina, naficilina Colistina Sulfonamida
uoxaciclina Gentamicina Tetraciclina
Penicilina Tetraciclina
Tetraciclina Tobramicina

“Como o organismo teste usado nos ensaios foi a E. coli, e visto que esta é
classificada como organismo entérico, procurou-se escolher alguns antibiéticos que
pudessem representar o grupo de antimicrobianos propostos para provas de rotina. Os
antibioticos selecionados foram: (a) ampicilina (que representa a classe das penicilinas),
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(b) cefalotina e cefazolina (cefalosporinas), (c) gentamicina, tobramicina ¢ amicacina
(aminoglicosideos), (d) cloranfenicol (cloramicetina) e () tetraciclina (tetraciclina). Estes
produtos s#o todos soliveis em 4agua € no meio de cultura usado. O modo de agéo dos
antibiéticos (a) e (b) esta associado a inibigdo da sintese da parede celular enquanto que
para os (c), (d) e (€) associa-se 4 interferéncia com a sintese protéica.

Provas de sensibilidade aos antibidticos

Na elaboragdo das provas de sensibilidade aos antibiéticos foram usados somente
cepas de E.coli como organismo teste frente as drogas citadas. No entanto, outras
espécies como Staphilococcus aureus, Enterococcus faecalis € Salmonella choleraesuis
podem ser usadas através do método proposto.

A escolha do microrganismo E. coli pode ser justificada uma vez que esta
representa a classe das enterobacteriaceas € que por sua vez corresponde a maior
porcentagem das cepas responsaveis por infecgdes do trato urindrio. Esta bactéria ¢
habitante tipico do trato intestinal do homem e de outros animais superiores ¢, como
observado, apresenta crescimento riapido no meio de cultura escolhido, sendo sua
manutencdo relativamente facil.

O procedimento adotado para elaboragdo dos antibiogramas pode ser descrito do
seguinte modo: duas ou mais algas de meio de cultura, agar, inoculado com a bactéria
E.coli, cepa padrdo ou cepas isoladas de pacientes, foram adicionadas a um tubo de
ensaio contendo 5,0 ml do meio de cultura Mueller-Hinton. Nesta fase utilizou-se este
meio devido ao répido crescimento proporcionado. No entanto, podem ser usados o meio
minimo ou mistura destes meios. Este tubo foi mantido a 37 ©C em banho com agitagio
por aproximadamente 5 horas. Esta suspensdo foi colocada em 1 litro de Meio de Minimo
¢ em seguida inicia-se 0 monitoramento da concentragio de CO2. Quando o sinal de
condutincia da suspensdo estava préoximo daquele produzido pela solugdio padrio de
NapCO3 0,30 mmol.L-1 dividiu-se a suspensio em volumes definidos para posterior
adigdo dos antibidticos. Nesta fase a populagdo bacteriana foi de cerca de 8,0 x 108
células/ml. Esta populagdo foi semelhante & usada por Simpson e Kobos (1982, 1983) em
ensaios com E.coli ATCC 9637 frente aos antibidticos gentamicina, tetraciclina e
estreptomicina, usando medidas potenciométricas. Estes pesquisadores concluiram que a
suspeﬁsﬁo 6tima para o ensaio estava em torno de 4,5 x 108 células/ml. Concluiram
também que os experimentos realizados com concentragfo aproximada de 9,0 x 108 ngo
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‘j)roduziram diferenca apreciavél quando comparados & concentragdo citada
anteriormente.

" No presente trabalho foram usados volumes de 100 ml da suspensdo bacteriana em
erlenmeyers de 125 ml. Com objetivo de se obter as concentragdes definidas dos
antimicrobianos, foram adicionadas nestes frascos, aliquotas de solugbes concentradas
dos antibi6ticos ou massas dos mesmos. Nesta fase iniciou-se o monitoramento em
intervalos de tempo definidos. Para elaboragdo das provas de sensibilidade microbiana as
drogas optou-se por medidas a cada 20 minutos por 3 horas.

No experimento preliminar para elaboragido de antibiogramas utilizaram-se as trés
amostras de E.coli isoladas de pacientes com infecgdo do trato urinario. Estas cepas foram
identificadas como X, Y e Z. Neste trabalho os antibiéticos testados foram: ampicilina,
amicacina, gentamicina, cloranfenicol e tobramicina. Os resultados obtidos através do
método proposto foram comparados com os fornecidos pelo método de difusdo em 4gar e
pela técnica MS-2 usadas no HC-UNICAMP. De acordo com os dados obtidos pela
técnica MS-2, a concentracdo das referidas drogas que causou inibi¢io foi de 6,3 + 2,2
ug/ml enquanto que, para os resultados associados a resisténcia esta faixa ficou em torno
de 18.0 + 6,4 ug/ml.

Considerando-se que (a) o teste proposto é de curta duragéo, (b) que a populagio
microbiana usada é elevada (aproximadamente 8 x 108) optou-se pela avaliagdo do
-potencial antimicrobiano das drogas também em concentragdes maiores. As
concentragdes testadas para todas drogas foram 4; 8; 32 e 64 ug/ml.

Nas figuras 5 (a, b e ¢) observa-se a resposta das trés cepas na presenca da
ampicilina. Neste grafico observa-se o comportamento microbiano na presenga das
.drogas, considerando-se a concentragio de diéxido de carbono (CO9) produzido pelas
bactérias em fun¢do do tempo, comparado ao controle. A cepa de E.coli Y mostrou ser
mais sensivel que as cepas X ¢ Z. Estes dados estdo de acordo com os resultados
fomecidos pelo HC (técnica MS-2) que classifica as cepas X e Z com resistentes € a cepa
Y como sensivel. No entanto, para o teste de difusdo em &gar, as trés cepas foram
classificadas como resistentes a esta droga, mostrando deste modo divergéncia nos
resultados internos fornecidos pelo HC. De acordo com a técnica MS-2 a cepa Y €
sensivel a concentragdio < 5 ug/ml de ampicilina. No teste de difusdio em agar o disco
-usado contém 10 ug da droga. Provavelmente a diluig@o desta no meio ndo tenha atingido
a concentragdio suficiente para produzir o halo de inibi¢io que classificasse esta cepa
como sensivel.
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Figura 5 a- Resposta microbiana (. coli X) na presenga de Ampicilina.
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Figura 5 b- Resposta microbiana (E.coli Y) na presenga de Ampicilina.
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Figura 5 ¢- Resposta microbiana (E.coli Z) na presenga de Ampicilina.

Analisando-se a tendéncia das barras na figura 5 b, verifica-se que através do
método proposto obtém-se resultados intermedidrios de sensibilidade em fung¢do da
concentragdo do antimicrobiano testado. Para concentragdo < 8 ug/ml € > 4 ug/ml infere-
s¢ a atividade da espécie enquanto que na presenga de concentragdo > 32 ug/ml e < 64
ug/ml infere-se a total inibigdo da atividade microbiana. Portanto, a analise quantitativa
dos resultados obtidos a partir deste método € mais abrangente quando comparada aos
dados fornecidos pela técnica MS-2 e pelo teste de difusdo em agar.

Frente & amicacina, verificou-se que nas concentragdes testadas as trés cepas
foram sensiveis ndo apresentando nenhum crescimento mesmo quando submetidas a
concentragio de 4 ug/ml. De acordo com os dados do HC (técnica MS-2) as cepas Ye Z
sdo sensiveis a concentragGes < 8 ug/ml havendo portanto concordincia com os dados
;aqui obtidos. No entanto, para a cepa X ndo houve concordancia pois de acordo com esta
técnica a espécie € resistente 4 amicacina. Porém, novamente verifica-se divergéncia nos
resultados emitidos pelo HC pois as trés cepas foram classificadas como sensiveis a esta
droga pelo teste de difusdo em agar. Os discos empregados neste teste contém 30 ug da
droga.
| No teste com a gentamicina observaram-se resultados semelhantes aos encontrados
‘para a amicacina. A alta sensibilidade das cepas foi constatada também pelos dois
_'inétodos do HC.
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Nos ensaios com cloranfenicol observou-se que houve resisténcia das trés cepas
quando submetidas as concentragdes estudadas (figuras 6 a, b e ¢). Os resultados do HC
confirmam através dos dois métodos que as cepas X e Z sdo resistentes a esta droga
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Figura 6 a- Resposta microbiana (E. coli X) frente ao Cloranfenicol.
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Figura 6 b- Resposta microbiana (E. coli Y) frente ao Cloranfenicol.
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Figura 6 c- Resposta microbiana (E. coli Z) frente ao Cloranfenicol.

Como pode ser visto através da figura 6 b uma pequena inibigdo ¢ observada
quando a cepa Y € submetida as concentragdes iguais a 32 e 64 ug/ml. Pelo método
sugerido, para as concentragdes testadas, esta cepa pode ser classificada como resistente.
De acordo com os dois métodos (MS-2 e teste de difusfio em agar) esta cepa ¢ sensivel ao
cloranfenicol. No teste de difusdo em agar o disco usado contém 30 ug do antibiético.

As trés cepas estudadas mostraram também sensibilidade a tobramicina. Porém,
mesmo quando submetidas & 64 ug/ml da droga ainda observou-se pequena atividade
microbiana. O comportamento das trés cepas frente a este antibidtico foi similar como
pode ser observado através das figuras 7 (a, b e c). Nestas figuras apresenta-se de uma
maneira diferente a produgdo de CO7 pelas cepas testadas em relagéo ao controle.

Os dados obtidos pela técnica MS-2 definem as trés cepas como resistentes as
concentra¢des maiores que 12 ug/ml. No entanto, pelo teste de difusdo em agar as cepas
X e Z foram classificadas como sensiveis enquanto que a cepa Y foi resistente. Os discos
de tobramicina usados no teste de difusdo em 4gar contém 10 ug da droga. Mais uma vez
observa-se discordincia nos resultados obtidos do Laboratério de Analises
Microbiolégicas do HC-UNICAMP.
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Figura 7 a- Inibi¢do da respiragio microbiana (E. coli X) frente a Tobramicina.
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Figura 7 b- Inibi¢ao da respiragéo microbiana (E. coli Y) frente a Tobramicina.
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Figura 7 ¢- Inibi¢do da respiragdo microbiana (E. coli Z) frente a Tobramicina.

Considerando-se que mesmo para concentragio de 64 ug/ml houve pequena
atividade das cepas, estas poderiam, pelo método proposto, serem classificadas como
resistentes. No entanto, os valores de inibi¢@o da atividade microbiana de 84,3; 86,9 ¢
87,9 % apds 180 minutos de contato das cepas X, Y e Z respectivamente, confirmam a
alta sensibilidade destas a tobramicina. Provavelmente o uso de uma concentragio maior
que 64 ug/ml da droga proporcionaria a inibi¢#o total da respiragdo microbiana das cepas
testadas.

Na tabela VI encontram-se os resultados obtidos com a técnica MS-2, difusfio em
agar ¢ para o método proposto. A concentra¢do dos antimicrobianos usados em cada
método encontram-se na tabela VII.

Os resultados de sensibilidade (S) foram atribuidos, de acordo com o método
sugerido, para o sistema em que ndo se observou produgdio de COj e, resistente (R)
quando mesmo na maxima concentragio testada houve pequena produgio de CO».

A resposta comparativa analisada sob o ponto de vista qualitativo em termos de
sensibilidade e resisténcia indica uma concordincia superior a 75 % para o método
proposto em relag3o aos dois métodos usados no HC-UNICAMP. Concordéncia maior
existe quando se compara o método proposto com o MS-2.

unicAMe ¥
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Tabela VI- Prova de sensibilidade a antimicrobianos (organismo teste E. coli).
Resultados obtidos pela técnica MS-2, pelo método de difusdo

em agar € pelo método FIA.
Difuséio em dgar Técnica MS-2 Método FIA

X Y 4 X Y z X ) 4 z

ampicilina R R R R S R R S R
amicacina S S S R S S S S S
gentamicina S S S I S S S S S
cloranfenicol R S R R S R R R R
tobramicina S R S R R R R R R

S- sensivel; R- resistente; I- intermediario.
X Y, Z; cepas de E. coli.

Tabela VII- Concentragdes de antibi6ticos empregadas em cada método. Difusdo em
agar (quantidade da droga contida no disco), MS-2 e FIA concentragdes

em mg/L.
Difusdo em dgar Técnica MS-2 Método FIA

ug X Y ¥4 X Y ¥4

ampicilina 10 >15 <15 >15 64 32 64
amicacina 10 >24 <8 <§ 4 4 4
gentamicina 10 =7 <4 <4 4 4 4
cloranfenicol 30 >27 <9 >27 64 64 64
tobramicina 10 >12 >12 >12 64 64 64

Foram realizados também provas de sensibilidade aos antibiéticos Gentamicina,
Cefazolina, Amicacina, Ampicilina, Cloranfenicol e Cefalotina usando a cepa padrdo (E.
coli ATCC 25922).

Os resultados de inibigdo da respiragdo microbiana, expressos em (%) em relagdo
ao controle, encontram-se nas tabelas VIII a XIII.
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Tabela VIII- Inibigdo (%) da respiragio microbiana (E. coli) frente a Gentamicina.

Tempo 0,5 mg/L 2,5 mg/L 10 mg/L 100 mg/L
0 0 0 0 0
20 6,1 £0,2 7,7+0,2 8,0+0,2 26,5£2,6
40 6,5+0,7 129+24 16,0 £ 3,7 26,8+25
60 14,0£0,2 22,7x5,1 292+35 37,5+25
80 13,74+ 0,9 359+1,2 457+ 1,6 523x1,5
100 150+£1,9 516+0,4 62,8%5,5 65.6+0,9
120 152+£2,4 56,722 70,0 5,4 722+1,5
140 183+1,8 66,3 £ 0,9 734+24 779+2,1
160 183+23 70,5+0,7 77,723 828+2,5
180 26,050 7719+1,4 81,5+22 85,119

Tabela IX- Inibigdo (%) da respiragiio microbiana (E. coli) frente a Cefazolina.

Tempo (min) 10 mg/L 20 mg/L 100 mg/L 200 mg/L
0 0 0 0 0

20 29,1+4,1 33,3+0,0 36,1 +2,8 36,6+3,3
40 31,634 39,1+£5,8 40,3+ 4,6 51,8+3,2
60 33,2+3,5 49.1 £ 4,1 52,1+29 64,5+54
80 34346 54,1+2,8 62,5+23 78923
100 32,8+3.0 573+0,8 71,626 86,2+ 0,2
120 35,2+3,8 73,7£4,5 84,0+1,] 923+23
140 345+44 75,5+£2,0 88,308 94,3+ 1,5
160 35109 82,1+1,0 81,9+ 0,5 95,8+0,9
180 424+£23 875+39 93,1 9,5 96,7+ 1,0

Tabela X- Inibi¢do (

%) da respiragio microbiana (E. coli) frente a Amicacina.

Tempo (min) 4 mg/L 8 mg/L 32 mg/L 64 mg/L
0 0 0 0 0
20 17,7+44 21,1+ 1,1 29,0+ 6,1 49,1+5,8
40 18,8+2,8 20,8 +0,8 447+ 1,2 86,9+43
60 16,7+ 1,1 24016 52,709 929+27
80 214+1.8 36,0+0,2 57,654 93,4+0,8
100 26,7+ 1,6 45,6+ 1,6 67.4+4,4 955+ 1,8
120 39,7+4,1 56,2+0,9 723+5,6 944 +32
140 382 1,6 64,0+ 1,0 76,8 +3.2 959+23
160 423122 69,5+19 79,729 97.3+1,5
180 - 52,8+04 70,7 2,1 82,7+ 1,8 97,7+ 1,3
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Tabela XI- Inibi¢do (%) da respiragdo microbiana (E.coli) frente a Ampicilina.

Tempo (min) 2 mg/L 10 mg/L 50 mg/L 100 mg/L
0 0 0 0 0
20 13,2+2.1 26,1 +3,9 453+5.5 729+ 48
40 19,0+ 1,9 31,4+ 3,8 46,5+ 4,2 73,2+4,8
60 243 £5,6 338+4,6 47.8+4.2 74,5+39
80 25,148 359+5,8 52,0+4,7 823+39
100 25,637 348+34 62,1 £4,0 85,7+ 1,1
120 26853 35939 703+5,0 90,2+ 1,8
140 26,124 355+£34 78,2+1,0 93,0+ 1,0
460 2761,1 37554 82919 94,2+ 0,4
180 28,2+0,8 375413 87,1+0,6 95,7+0,2

Tabela XII- Inibig¢do da respiragdo microbiana (E.coli) frente ao Cloranfenicol.

Tempo (min) 4 mg/L 20 mg/L 100 mg/L 200 mg/L
0 0 0 0 0
20 12,7£22 262+52 482+ 1.2 80,5+5,5
40 10,1x1,4 33,8 1,0 523+14 81,753
60 14,8 +5,1 316+5,8 60,5+ 1,9 84,1+58
80 15,7+ 4.8 353+49 63,026 85,15,1
100 163+£4,7 493+33 683+53 85,657
120 16,0 5,4 53,613 73,649 92,5+5,1
140 16,5+3,5 60,0+32 74,4 +£5,7 93,5+4,8
160 16,3+33 65,121 75,6 £ 4,6 940+438
180 17,6 3,6 672+22 78,7+ 5,1 95,2+£3,9

Tabela XII- Inibi¢do da atividade microbiana (E. coli) frente a Cefalotina.

Tempo (min) 10 mg/L 20 mg/L 160 mg/L 200 mg/L

0 0 0 0 0
20 7,4+0,6 7.4+ 14 17,5£2,5 20,0 £ 0,5
40 7,605 9,5+2,0 17,5+2,4 21,9+3,1
60 11,1 £3,8 17,107 289+28 37,5+5,8
80 19,1 £3,8 19,0+ 1,7 20,2+24 46,3 + 3,7
100 18,2+2,6 19,9+ 0,9 334+5,0 57,6440
120 16,1+ 0,5 19,2+ 1,6 488=x3.6 71.4+1,3
140 21,L1£1,5 28,7+09 59,6 +3,1 75,355
160 26,8+6,5 452+09 64,6+ 3,6 79,5+ 1,3

38,5+5,8 56,6 +4.8 699+ 4,1 848+ 14

180

Através destas tabelas observa-se que cada droga foi testada em diferentes
concentrages. Considerando que os dados

de diversas concentragdes poderiam
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confundir a interpretagdo a nivel de antibiograma, procurou-se calibrar o procedimento
proposto correlacionando os dados obtidos com os de CIM obtidos da literatura. Este
mesmo procedimento foi usado por outros pesquisadores na avaliagio do método
sugerido por Kirby-Bauer (Ximenes, 1973). Na presente pesquisa comparou-se o valor da
concentragdo necesséria para reduzir cerca de 70 % da respiragdo microbiana para cada
antibiotico, apés 120 minutos de ensaio, com a CIM obtida da literatura, para a mesma
cepa padrdo. Para os seis primeiros antibi6ticos testados o coeficiente de correlagio foi de
0,996. O fator médio envolvido entre a concentragdo usada pelo método proposto e os
valores de (CIM) foi de 22,7 + 2,32, Portanto, através desta simples relagdo matematica ¢
possivel transformar em CIM os valores de concentragdes usados no procedimento FIA.
Como se observa, a concentragdo usada com o método proposto foi cerca de 20 vezes
superior & empregada pelo método de diluigdo. Apesar do valor ser relativamente alto,
cabe ressaltar que 0 método de diluigdo néo tém sido normalmente usado para elaborago
de antibiogramas. Por outro lado este fator poderia ser parcialmente explicado em fungéo
da diferenca de populagdo microbiana utilizada em cada método. No entanto, quando
comparado com o método de difusdo em agar, verifica-se que o procedimento proposto
poderia substitui-lo uma vez que o custo e principalmente o tempo de elaboragdo do
antibiograma foram bastante reduzido.

s. [N FA/227
V27 cim

0 M%%

;E 8 g g E %

_ RERE

Figura 8- Comparagdo dos resultados obtidos pelo método FIA-Condutométrico e
CIM obtidos da literatura,
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Analisando-se a tendéncia das barras na figura 8, verifica-se que o valor de CIM
poderia ser estimado apartir das concentragdes de antiboticos usadas para proporcionarem
cerca de 70 % de inibicdio da respiragio microbiana, determinadas pelo método FIA-

condutométrico.

Foram testados também a Tobramicina e Tetraciclina. Para se obter inibigdo
semelhante no mesmo periodo de tempo de exposi¢do do microrganismo, observou-se
que os dados de inibig¢do (%) para estas drogas ndo apresentaram boa correlagio com os
dados de CIM. As concentragdes testadas bem como os resultados de inibi¢io da
respiragdo microbiana encontram-se nas tabelas XIV e XV.

Tabela XTV- Inibi¢do da respiragdo microbiana (E. coli) frente a Tetraciclina.

Tempo (min) 0,25 mg/L 0,5 mg/L 5,0 mg/L 25 mg/L
0 0 0 0 0
20 19,4140 23,1£06 38,0+ 0,5 46,1 £0,6
40 21,3121 33,6+2,8 40,1+2.2 53,8+3,8
60 22,1+1,2 40,0+ 0,5 48,8+ 0,1 67,6 +25
80 26,8+32 448 +4)5 60,0 +4.4 72,4139
100 31,2+ 1,5 598+ 1,3 73,119 824+22
120 36,7 £ 6,9 69410 81,7104 87,6 +2.8
140 32,6 +3,3 74,2 +0,7 85,010, 90,5+2,3
160 346+13 779+ 1,8 87,6 £0,2 929+1,8
180 41,1 £0,6 809+ 1,0 90,9 £ 0,3 94,9+ 1,2

Tabela XV- Inibi¢do da respira¢@io microbiana (E coli) frente a Tobramicina.

Tempo (min) 4 mg/L 8 mg/L 32 mg/L 64 mg/L
0 0 0 0 0
20 73+ 1,8 183 £ 1,6 40,6 + 1,7 57,6 £3,1
40 11,114 22,8+4,0 41,6 +3,1 62,1 £3,6
60 13,9+3,0 32,1£0,2 40,7 £ 6,9 61,9+72
80 . 13,6 £ 0,6 34,7+6,1 50,5+6,5 61,9+79
100 14,2+ 0,8 42,7145 53,8 +£6,0 67,6 5,0
120 151+1,3 52,7+ 1,4 64,4 13,1 71,0+ 5,2
140 15,7+0,7 64,0+ 0,6 703+1,4 77,6 +4,4
160 15,0+ 1,0 72,6 + 1,8 76,7+ 1,0 83,5+29
180 15,1 £0,9 76,9+ 1,8 81,5 0,1 88,0+ 1,7

Os valoraes de CIM (Jones et alii, 1985) obtidos pelo método de diluigéo para a
Tobramicina e Tetraciclina séo 2 e 0,5 mg/L, resultando portanto em um fator de 0,25 e
128 respectivamente quando comparados as concentragdes de 0,5 e 64 mg/L observados
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pelo presente método. Como se observa, as duas Gltimas drogas testadas apresentaram
fatores discrepantes quando comparados ao fator médio encontrado para as seis primeiras
drogas testadas.

Conclusdes

Os resultados em termos de sensibilidade ¢ resisténcia encontrados com o presente
método e comparados com os obtidos com os métodos empregados rotineiramente na
UNICAMP (Agar ¢ MS-2), evidenciam a aplicabilidade deste na elaboragdo de
antibiogramas.

A correlagdo entre as concentragdes dos antibidticos empregadas, com o método
proposto, usando a cepa padrdo ATCC 25922, quando comparadas aos valores de CIM
fornecidos pela literatura, mostrou uma boa concordéncia do método aqui proposte com o
método de diluigdo.

Como citado anteriormente, para uma melhor interpretagio dos resultados nos
termos usados nos laboratdrios de andlises microbiolégicas fez-se a calibragio do método
proposto com o método de diluigdo.

Visto que, a maiotia destes laboratérios utilizam o método de difusdo em agar
como meétodo padrdo para elaboragio de antibiogramas, e que por sua vez, este também ¢é
calibrado com o método de diluigdo, conclui-se, em funggo dos resultados obtidos, que o
procedimento proposto poderia substituir tanto o método de difusdo quanto o de diluigdo.

A redugdo do tempo de elaboragdo das provas de sensibilidade aos antibioticos
bem como a redugdo do custo de cada ensaio, sdo os principais fatores que tornam este
método viavel a implantagdio em laboratorios microbiolégicos particulares ou
conveniados.

Cabe ressaltar também que o método desenvolvido neste trabalho pode ser uma
poderosa ferramenta na industria de formacos podendo ser aplicado também na avaliago
da atividade biolégica de novos compostos os quais agora podem ser realizados em tempo
restrito.
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Ensaios de toxicidade usando E. coli como organismo-teste frente aos metais cobre,
cidmio e merciirio. A importincia dos estudos de especiacio

Alguns metais possuem efeito toxico sobre as células bacterianas, principalmente
como resultado da habilidade destes elementos em desnaturar moléculas de proteinas e
inibir a atividade enzimatica. No entanto, a atividade biol6gica dos microrganismos pode
mudar o estado de oxidagdio do metal, favorecer sua volatilizagéio, ou transforma-lo em
compostos organo-metélicos, alterando, deste modo sua toxicidade (Izaki, 1977; Jardim e
Pearson,1984; Trevors, 1989). A adsogdo dos ions na membrana celular dos
microrganismos também deve ser considerada, uma vez que reduz a atividade do
elemento no meio. A toxicidade dos metais frente aos microrganismos geralmente esta
associada ao peso atdmico, & eletronegatividade do ion, & estabilidade dos quelatos
formados e a competi¢@o com outros ions (Kasan, 1993).

A potencialidade téxica dos metais que atuam como antimicrobianos esti
associada a disponibilidade de suas espécies no meio, ou seja, a especiagdo. Os estudos de
especiagdo de um elemento envolvem a determinagdo das vérias formas fisico-quimicas
que constituem a concentragdo total da espécie numa amostra (Florence, 1986; Barkay et
alii, 1987,1989; Lund, 1990). O grande interesse nestes estudos, principalmente nas
pesquisas ambientais, esta associado a dependéncia da toxicidade e da biodisponibilidade
com forma quimica do elemento (Castro, 1986).

A diferenca na toxicidade de diferentes espécies de um mesmo metal foi, de certo
modo, responsavel pelo desenvolvimento dos métodos analiticos que tém por objetivo
diferenciar as vérias formas deste elemento no sistema em estudo.

Os estudos de especiagdo, através de determinagOes analiticas ou previsdes via
programas ou modelos computacionais, confirmam a necessidade de se avaliar a
disponibilidade do metal no meio (Ramamoorty ¢ Kushner, 1975; Jardim e Pearson,
1984; Cabral, 1992). No entanto, um grande nimero de ensaios de toxicidade de metais
frente a diferentes microrganismos, tém ignorado a nacessidade dos estudos de
especiagdo (Sanches et alii, 1988; Dive et alii, 1989; Schneider e Schweisfurth, 1991;
Codina et alii,1993; Perez-Garcia,1993).

Nos estudos de toxicidade de metais frente A bactérias deve-se considerar também
a presenca de outros ions no meio, uma vez que a competi¢do destes elementos, como por
exemplo no processo de respiragio mitocondrial, pode alterar a toxicidade através de
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diversos mecanismos que favorecem processos sinérgicos ¢ antagdnicos. Neste contexto,
Shuttleworth € Unz (1991) avaliaram a influéncia de alguns metais sobre o crescimento
de bactérias filamentosas, isoladas de lodo ativado, com objetivo de determinar os efeitos
do cilcio, cobre, niquel e zinco no crescimento destas espécies. Estes pesquisadores
concluiram que o célcio foi mais efetivo que o magnésio em minimizar a toxicidade dos
outros metais avaliados. A especiagdo dos metais em fungdo da complexagio pelos
compostos presentes no meio de cultura também foi considerada.

Para um mesmo agente estressante, por exemplo o dnion OCl-, o contra ion pode
alterar a toxicidade conforme demonstrado por Tomulka et alii (1993). Usando como
organismo-teste a Photobacterium phosphoreum, estes pesquizadores verificaram que o
hipoclorito de célcio era cerca de 100 vezes menos téxico que o hipoclorito de sédio. A
menor toxicidade estd associada, em parte, a maior absor¢do do calcio pelas células
microbtanas.

Muitos meios de cultura possuem em sua composi¢io os ions fosfato que
proporcionam o tamponamento e evitam altera¢des do comportamento microbiano em
fung¢do das mudangas de pH. No entanto, a presenga deste 4nion pode minimizar o efeito -
toxico do metal, quando usado em altas concentrages, devido principalmente as reagSes
de precipitagdo. Brouwer (1991) demonstrou que a porcentagem de inibigdo causada por
500 mg/L. de cobre era inferior & de 10 mg/LL do mesmo ion frente ao microrganismo
Bacillus cereus, devido a presenca do sulfato no meio. Portanto, devem ser consideradas
todas as possiveis interagdes dos compostos e jons, citions e 4nios, presentes no meio,
para melhor avaliar o potencial téxico do composto ou elemento em estudo.

O pH também possui um efeito considerdvel na disponibilidade e portanto na
toxicidade dos metais em um determinado meio. Geralmente em meio 4cido o metal
existe como cétion livre, € em meio alcalino pode ocorrer a formagio de hidroxo
complexos e precipitado como hidréxido insoltivel. O pH no qual o precipitado ocorre
varia entre diferentes metais e entre os estados de oxidagdo de mesmo elemento. Os
hidréxidos dos estados oxidados sdo menos soliveis que os de estado reduzido e
geralmente precipitam em valores de pH menores (Kasan, 1993). Os baixos valores de pH
favorecem o aumento da disponibilidade do metal no sistema. Deste modo, verifica-se a
necessidade de avaliar a disponibilidade do metal nos valores de pH usados nos
experimentos.

Nesta pesquisa avaliou-se, através do método proposto, a toxicidade dos metais
Cu, Cd, Hg, considerando a especiagdo destes elementos no meio de cultura. Nestes
experimentos a bactéria E. coli foi utilizada como organismo-teste.
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Materiais e métodos
Reagentes e solugdes

Solugdes estoque

Cloreto de cédmio, CdClp.2H20 (MERCK) com concentragdo 0,1 molL-! nio
padronizada.

Sulfato ciprico, CuSO4.5H20 (Quimica moderna) com concentragio 0,1 mol.L-! ndo
padronizada. '
Cloreto de niquel, NiCl.6H2O (MERCK) com concentragdo 1,0 x 104 mg/L. ndo
padronizada.

Sulfato de zinco, Zn SO4.7H20 (MERCK) com concentragio 1,0 x 104 mg/L. ndo
padronizada. '

Cloreto de merctirio, HgClp (QUIMIBRAS) 1,0 x 103 mg/L ndo padronizada.

Carbonato de s6dio NapCO3 (FISHER) na concentragéio 0,1 mol.L-1 padréo primério.

Meios de cultura - O meio de cultura usado nos ensaios com metais foi 0 Meio Minimo,
ja descrito no capitulo I.

Organismo teste - Nos experimentos com metais utilizou-se a cepa padrdo E.coli ATCC
25922.

Determinagio do di6xido de carbono total pelo sistema FIA-condutométrico, ja descrito
no capitulo 1.

Determinagiio da atividade dos metais cobre e cadmio.

A atividade dos metais cobre e cddmio foi avaliada com auxilio de um eletrodo de
ion seletivo de Cu (II) (ORION, modelo 94-29) e um eletrodo seletivo de Cd 1)
(ORION, modelo 94-48) e com potenciémetro PROCYON, modelo PH-10. Na avaliacdo
da atividade destes metais utilizou-se um cletrodo de referéncia (dupla jungdo,
ANALION, modelo R 684 E 762) |
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Resultados e discussdes

Avaliaciio da atividade do cAdmio no meio de cultura, meio de cultura incubado e
meio de cultura contaminado com edta.

Para os ensaios de toxicidade do cidmio frente a E.coli, procurou-se avaliar
inicialmente a atividade deste ion no meio de cultura utilizando-se medidas
potenciométricas com auxilio de um eletrodo seletivo. |

A curva de calibragiio foi construida a partir dos resultados de atividade deste
elemento em solugdo de KNO3 0,5 mol.L-1. Esta solugio possui um pH em torno de
5,70. Este pH est4 associado ao pH da dgua usada no preparo da solugfo. Como o pH do
meio de cultura foi ajustado para 7,2 procurou-se testar também a atividade do metal na
solugdo de KNO3 neste mesmo pH. Visto que, para estes dots valores de pH ndo houve
diferenga significativa na atividade do metal, ou seja, ndo houve hidrélise que pudesse ser
quantificada, optou-se por considerar a curva de calibragdo na solugdo de KNO3 com pH
original. A concentragdo do metal em forga iénica 0,5 mol.L- foi considerada igual a
atividade. O potencial lido foi levado a curva de calibragdo e dai extraido o valor de
atividade do cadmio (figura 9).

Na tabela XVI encontram-se os resultados da atividade do cidmio no meio de
cultura, meio de cultura incubado, meio de cultura contaminado com edta comparados as
concentragbes do metal adicionadas a solugdo de KNO3 0,5 mol.L-1. As diferengas de
atividade no meio de cultura, comparadas aquelas obtidas em for¢a idnica 0,5 mol.L-1,
estdo associada principalmente a reagdo de complexagdo com o citrato (log K= 3,75 para
forga idénica 0,5 mol.L-1 ¢ temperatura de 20 °C) presente no meio. A concentragdo deste
composto no meio de cultura € cerca de 2,6 x 10-3 mol.L-I. Reagdes de complexagio e
precipitagdo, com jons fosfato, também podem ocorrer e dependem da concentragio de
metal empregada no ensaio.

Alguns meios de cultura possuem em sua composi¢do outros compostos organicos
como acido nicotinico, extrato de levedura, extrato de carne e edta (Stainer, 1969;
Azevedo e Costa 1973; Manual Difco, 1984). No entanto, do mesmo modo que o citrato
ou fosfato, estes compostos também diminuem a atividade do metal. Como pode ser visto
através da tabela 1, a adigdo de 5 x 10-6 mol.L-! de edta no meio de cultura reduz a
atividade do cddmio, quando comparada ao meio de cultura, principalmente para adi¢es
do metal inferiores & 1 x 10-5 mol.L-1. Portanto, a presenga de edta no meio de cultura
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diminui a atividade do cadmio até a titulagéo da fragfo adicionada. Apds a equivaléncia, a
atividade do metal na solugdo aproxima-se da atividade deste elemento no meio de
cultura.

De acordo com Staner et alii (1969), o citrato pode ser substituido por 1,0 x 10-3
molL-] de edta no meio de cultura. No entanto nos ensaios de toxicidade esta
substitui¢o poderia alterar a atividade das espécies no meio uma vez que os complexos
formados com citrato e edta possuem comportamento distintos e estio condicionados
principalmente ao pH, temperatura e for¢a idnica do meio em estudo.

A adsorgdio do metal pelas bactérias presentes no meio de cultura incubado
também contribui para redugio da atividade do metal no meio. Para avaliagio da
interag@o do metal com c€lulas bacterianas adicionou-se volumes de uma suspensio
microbiana concentrada no meio de cultura (25 ©C) e monitorou-se o CO7 até atingir
cerca de 0,3 mmol.L-1 (8 x 108 células bacterianas). Nesta suspensdo foram adicionados
solucdes de cadmio e a atividade do metal foi monitorada. A interagdo do metal com as
bactérias reduziu em média cerca de 20 % da atividade do metal para concentragdes
inferiores a 5 x 10-4 mol.L-! quando comparado & atividade do metal no meio de cultura
ndo incubado (tabela XVI).

Tabela XVI- Atividade do caddmio no meio de cultura, meio de cultura incubado
(8,0 x 108 células) e meio de cultura contendo edta (5,0 x 10-6 mol.L-1).

Conc. meio de cultura meio de cultura meio de cultura
(mol.L-1) incubado contaminado com edta
1,0x 10°6 (1,234 0,12) x 10-8 (9,60 + 0,89)x 10-9 (6,49 + 0,74 ) x 10-10
5,0x 1076 (2,78 £0,09) x 10-8 (1,86 +0,0) x 10-9 (9,95 +0,12) x 10-9
1,0x 10-3 (7412 0.0)x 10 -8 (4,43 £0,36) x 10-8 (4,09 +0,70)x 10-8
50x 1075 (1,28 £ 0,16)x 10°7 (1,13 £0,10) x 10-7 (1.23 +0,0)x 10°7
1,0x 104 (8,35 +0,38) x 10-7 (6,46 £ 0,30) x 10-7 (7,41 £ 0,0)x 10-7
50x 104 (1,90 £ 0,0)10 -6 (1,35+0,02) x 106 (1,83 £ 0,08) x 106
1,0x 10-3 (2,14 £ 0,05) x 10-6 (2,11 £0,02) x 10-6 (2,14 £ 0,05) x 106
5,0x 1073 (5,62 £0,13) x 10-6 (5,55 £0,01) x 10-6 (5,62 £0,0) x 10-6

Na figura 9 é descrito o comportamento deste metal nas trés situagdes. Os
resultados obtidos sdo médias de triplicatas conforme tabela XVI. A curva guia refere-se
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a calibragdo em fungdo das concentragdes analiticas do metal adicionado em solugdo de
KNO3 0,5 mol.L-1.
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Figura 9- Atividade do cAdmio em meio de cultura, meio incubado
(8,0 x 108 células) e meio contaminado com edta (5,0 x 106 mol.L-1),

De modo geral, a atividade do metal em qualquer um destes meios sofreu redugdo
superior a trés ordens de magnitude quando comparado a atividade do metal na solugdo
do eletrélito inerte.

Avaliagio da atividade do cobre no meio de cultura (pH 7,0 e 7,2)

A influéncia do pH na caracterizagio de uma espécie quimica é bastante
significativa. Neste estudo avaliou-se a atividade do cobre no meio de cultura em pH 7.0
¢ 7,2. Apesar da diferenca ser relativamente pequena, verifica-se através da figura 10 a
discrepancia no comportamento do metal.
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Figura 10- Atividade do cobre em solugdo de KNO3 0,5 mol.L-1 e no meio de
cultura em valores de pH 7,0 ¢ 7,2.

As medidas de atividade para qualquer concentragdo total de metal foram menores
no pH 7,2 devido provavelmente as reagdes de hidrélise e as reagdes com diferentes
compostos presentes no meio de cultura. Dentre estes destacam-se o citrato, o fosfato e a
glucose. ,

Em fungdo da diferenca de atividade do metal no meio de cultura, verifica-se a
importédncia do ajuste do pH neste estudo.

Titulagao dos fons fosfato e citrato presentes no meio de cultura

A atividade de cobre também foi avaliada titulando-se separadamente os
compostos de fosfasto mono-acido (7,3 x 10-2 mol.L-1), fosfato di-acido (3,1 x 10-2
mol.L-1) e o citrato (2,6 x 10-3 mol.L-1) em pH 7,2.

A pequena diferenga de atividade do metal observada na titulagdo dos sais, mono
¢ diacido, corresponde & diferenga de massa adicionada, uma vez que neste pH a
concentragdo da espécie HPO42- é igual a concentragdo da espécie HyPO4- visto que o
pKap do H3PO4 € 7,21. Deste modo conclui-se que neste meio a concentragfio final de
HPO42- ¢ cerca de 5,2 x 10-2 mol.L-1.

As constantes de estabilidade para Cu-citrato ¢ Cu-HPOy4 para for¢a idnica 0,1
mol.L-1 e temperatura 20 OC siio e 7,94 x105 e 1,20 x 102 mol.L-1 respectivamente
(Martell e Smith, 1976). Estes valores de constante de estabilidade ainda que condicionais
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a forga ibnica e a temperatura usadas nos ensaios justificam a ordem de interagdo obtida,
citrato> HPO42-(figura 11).
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Figura 11- Titulaggo das solugdo de citrato 2,6 x 10-3 mol.L-1, fosfato mono-
4cido 7,3 x 10-2 mol.L-1 e fosfato di-4cido 3,1 x 10-2 mol.L-1
com cobre.

O comportamento do metal neste meio indicou que a maior disponibilidade ocorre
a partir da adigdio de 5 x 10-4 mol.L-1. Para concentragdes superiores a esta, as titulagdes
dos ions citrato e fosfato garantem a maijor atividade do metal no meio. A partir deste
estudo escolheu-se o intervalo de concentragdo total de cobre entre 5 x 10-3 ¢ 5 x 10-3
mol.L-1 para os ensaios de toxicidade com E. coli.

Na tabela XVII encontram-s¢ os valores da atividade do cddmio e do cobre no
meio de cultura a pH 7,2.
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Tabela XVII- Atividade do c4ddmio e do cobre no meio de cultura em fungio da
concentragio total do metal.

-log [M]¢ pCu pCd
6,00 10,3 7,91
5,30 10,3 7,55
5,00 10,2 7,13
4,30 10,1 6,89
4,00 9,92 6,08
3,30 9,52 5,72
3,00 8,81 3,67
2,30 6,82 5,25

Através destes dados observa-se que, no meio de cultura, a atividade do cadmio &
maior que a do cobre.

Ensaios de toxicidade com metais cobre e cidmio

O cadmio tém sido extensivamente estudado em ensaios de toxicidade. Este metal
nao possui fungdo bioldgica sendo seu efeito téxico atribuido principalmente 2
complexagdo dos grupos -SH das proteinas e aminoacidos que proporcionam a inibigéo
da respira¢dio celular (Babich e Stotzky, 1979; Trevors, 1989; Laddaga, 1985).

O cobre também tém sido bastante estudado nestes ensaios. Este elemento
participa do processo enzimético de algumas espécies. Nos testes com os metais cobre ¢
cadmio verificou-se a diferenca de toxicidade destes ions comparando-se a porcentagem
de inibigdo para cada adigdo de concentragio total dos metais.

A atividade dos metais no meio de cultura mostrou que a disponibilidade do cobre
¢ inferior 4 do cadmio. No entanto, a anélise dos dados das tabelas XVIII e XIX indica
que a produgéo de CO2 comparada ao controle foi maior para adi¢des do cAdmio.

A concentragio de cobre que inibiu praticamente toda respiragido microbiana esti
no intervalo entre 1,0 x 10-3 mol.L-! 2 5,0 x 10~3 mol.L-1 de CuS04.5H20 (63 a 318
mg/l deste metal). Este resultado é concordante com o encontrado por Kaerszman
(1992,1993), onde apesar de usar um inéculo menor, cerca de 5,0 x 103 bactérias (E.coli
B), verificou que 3,0 x 10-3 mol.L-1 do mesmo sal, inibiram o crescimento microbiano,
mesmo apds 18 horas de incubagiio a 37 OC.
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Tabela XVIII- Concentragdes de CO2 (mmol.L-1) obtidas em ensaios com E. coli frente

a0 cadmio (Cd Cl3.2H»0).
Concentracio total de cddmio mol.L-T
Tempo controle 50x10-° 5,0x10-4 1,0 x 10-3 3,0x 103
(min) [CO”]

0 0,39 0,39 0,39 0,39 0,39
20 0,72 0,66 0,60 0,56 0,48
40 0,77 0,70 0,70 0,60 0,50
60 1,15 1,02 0,98 0,80 0,58
80 1,45 1,31 1,23 0,93 0,66
100 1,80 1,61 1,61 1,33 0,81
120 2,77 2,42 2,42 1,54 1,02
140 347 2,98 2,79 2,01 1,53
160 4,39 3,86 3,45 2,47 1,65
180 5,74 4,96 4,70 3,07 1,80

As avalia¢des da toxicidade do cadmio e do cobre foram feitas em 180 minutos de
ensaio. As concentra¢des referem-se a concentragdo analitica adicionada no meio e nio a
atividade do ion.

Tabela XIX- Concentragdes de CO7 (mmol.L-1) obtidas durante ensaios com E. coli
frente ao cobre (CuSO45H»0)

Concentracio total de cobre mol.L-1
Tempo controle 50x10>  50x104 1,0 x 10-3 3,0x10°
{min) [COy]

0 0,33 0,33 0,33 0,33 0,33
20 0,44 0,38 0,38 0,38 0,33
40 0,51 0,49 0,46 0,41 0,33
60 0,72 0,66 0,56 0,46 0,33
80 0,89 0,80 0,66 0,52 0,33
100 1,80 1,02 0,73 0,61 0,33
120 1,38 1,26 0,96 0,63 0,33
140 1,90 1,56 1,19 0,90 0,33
160 2,60 1,94 1,37 0,96 0,33
180 3,19 2,19 1,40 1,05 0,33
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A inibigdo da respiragdo microbiana, causada pelas adi¢des dos metais
cddmio e cobre, apdés 60 minutos de ensaio, pode ser avaliada através das figuras 12 e 13
respectivamente, onde sdo apresentados os valores de atividade dos metais no meio de
cultura usado, conforme tabela XVII.
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Figura 12- Inibigo da respiragdo microbiana frente ao-ca4dmio conforme tabela
XVIIL

Através des figuras 12 e 13 verifica-se que os valores de EC5( (concentrago que
inibe 50 % da respiragdio microbiana) foram obtidos para ambos metais quando a
atividade do cddmio ¢ do cobre no meio correspondiam a 2,2 x 106 ¢ 5,62 x 10-10
mol.L-1 respectivamente. Para estes valores de atividade, a concentragdo total dos metais
cadmio e cobre foram 4,22 x 104 ¢ 562 x 104 mol.L'l, respectivamente. Estas
concentragdes correspondem a 47,4 mg/L de cadmio e 35,7 mg/L de cobre.
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Figura 13- Inibi¢do da respiragdo microbiana frente ao cobre conforme tabela
XIX.

Baseado nestes dados conclui-se que o potencial téxico do cobre & superior ao do
cadmio, como pode ser observado através dos valores de porcentagem de inibicdo da
respiragdo microbiana encontrados nas tabelas XVIII e XIX. Estes resultados sdo
discordantes dos valores encontrados por Dorward e Barisas (1984) quando usaram
medidas do CO2 produzido por E coli B (ATCC 23266), imobilizadas na superficie de
um eletrodo sensivel 4 concentragdo de CO7. De acordo com estes pesquisadores 40 % de
inibigdio da respiracdo microbiana foi obtida com 0,3 mg/L de cadmio e 1,1 mg/L de
cobre, atribuindo portanto maior toxicidade para o cadmio. Cabe ressaltar que estes
pesquisadores néo avaliaram a atividade do metal no meio de cultura empregado e que
este continha a mesma concentragfo de citrato que o meio usado na presente pesquisa.

Baseado na equagio que descreve o crescimento bacteriano (equagéo 1) calculou-
se os tempos necessdrios para duplicagdo da populagdo microbiana frente aos metais
cobre e cadmio.

N = No.ekt (equagdo 1)

Nesta equagdo, N representa a populagdo bacteriana em um determinado tempo € N a
populagido inicialmente presente no in6culo.
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Os tempos de duplicagio de populagio (N = 2Ny), foram obtidos conforme os
dados das tabelas XVIII e XIX e encontram-se na tabela XX,

Tabela XX- Tempo de duplicagio da populagdo microbiana (E. coli) frente ao cadmio e

cobre.

Conc. My pCd td(Cd)(min) pCu tg(Cu) (min)
50x 105 6,89 53,2 10,1 61,5
5,0x 104 5,72 52,4 9,52 80,3
1,0 x 10-3 5.67 62,2 8,81 100,1
50x10-3 5,25 74,1 6,82 ©

A diferenca nos valores tempo para duplicagio da populagdio microbiana
confirmam a maior toxicidade do cobre quando comparado ao cadmio.

Os testes de toxicidade foram feitos também para os metais zinco e niquel. Embora
ndo tenha sido feito estudo de especiagio destes elementos no meio de cultura, observa-se
através dos valores de constantes de estabilidade para os complexos formados com o
citrato que esta interagfo ird reduzir a atividade destes metais (log K para forga i6nica 0,1
mol.L-1 e temperatura de 20 OC ¢ igual a 4,98 e 5,40 para o zinco € o niquel
respectivamente) (Martell e Smith, 1976).

Nos ensaios com o zinco verificou-se que para as concentragdes de 90 e 180 mg/L
(3 x 104 mol.L-! & 5 x 104 mol.L-1 em ZnS804 TH0) a toxicidade foi semelhante,
apresentando em média inibicdo da respiragic microbiana em torno de 10 %.
Concentragdes superiores a 180 mg/L ndo foram testadas pois ja se observava nesta
concentragio a formagdo de precipitado. Neste experimento a respiragdio microbiana foi
monitorada durante 180 minutos.

Em geral, na elaboragdo de um protocolo para ensaios de toxicidade é de
fundamental importancia fixar a concentragdo de células microbianas, pois os resultados
de toxicidade, como por exemplo EC5(, aumentam em fungdo do aumento da populaggo
inicial de microrganismos. Nos ensaios com cobre, cadmio e zinco procurou-se avaliar a
toxicidade durante durante 180 minutos de ensaio a partir do in6culo contendo cerca de
0,3 mmol.L-1 de CO2 (a populag@o microbiana nesta fase é cerca de 8 x 108 células). No
entanto, através dos dados obtidos no ensaio com niquel, cujo monitoramento foi iniciado
quando a concentragdo de CO7 estava em torno de 0,5 mmol.L-! © x 108 c€lulas),
verificou-se que a quantidade de COy produzida em 90 minutos de ensaio foi suficiente
para avaliar a toxicidade do metal. Este mesmo procedimento também foi adotado para os
ensaios com merclrio. O comportamento microbiano observado em fungdo da
concentragdo de CO produzida durante o ensaio com niquel encontra-se na figura 14.
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Figura 14- Concentragdes de CO7 obtidas para E. coli frente ao niquel.

O valor de EC5( 92,6 mg/L (cerca de 1,57 x 10-3 mol.L-1 de NiCl,.7H70) para o
niquel foi estimado apds 60 minutos de ensaio (figura 15). Neste ensaio, considerou-se a

concentragdo total de metal.
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Figura 15- Intbigdo da respiragio microbiana frente ao niquel
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Através deste experimento demonstrou-se que a avaliagfo da toxicidade de metais
bem como de outros compostos pode ser feita em tempo ainda menor que aqueles
estimados para os ensaios com cobre e cadmio.

Teste de toxicidade com o mercirio

Apesar de existir um grande niimero de pesquisas direcionadas ao estudo da
toxicidade dos fons mercurio ( Hg2% e Hgy2+) muito pouco se sabe sobre a toxicidade do
metal na sua forma elementar (Hgo). Deste modo, torna-se dificil avaliar o impacto desta
espécie para o ambiente devido ao desconhecimento de sua toxicidade.

No presente trabalho estudou-se a atividade microbiana (E. coli ATCC 25922)
frente s espécies de mercurio oxidado (Hg2t) e mercirio elementar (Hg%) no meio de
cultura. A redugdio da espécie oxidada foi analisada em diferentes concentragdes de
glicose e constatou-se que a toxicidade do mercirio elementar deve ser considerada. A
inibigdo de 5 x 106 pg/L de Hgo foi similar 4 observada para 10 pug/LL de Hg2* ap6s 60
minutos de ensaio.

O comportamento do Hg2* no meio de cultura (pH 7,2) mostrou que a espécie é
intensamente reduzida a HgO em fungfo da glicose presente neste meio (E%= - 0,72 V)
minimizando portanto a toxicidade do fon. A inibigdo de 5x106 pg/L de HgQ foi similar a
observada para 10 pg/L de Hg2t apés 60 minutos de ensaio.

Na presenga de bactérias ocorre a adsorgdo tanto da espécie reduzida quanto da
oxidada. A adsor¢@o do merciirio elementar é menos favorecida que a da espécie idnica,
nas mesmas condi¢gdes experimentais.

O experimento foi conduzido a temperatura constante (37 °C). A concentragio de
CO; foi monitorada em intervalos fixos, cada 10 minutos, com o sistema FIA-
condutometrico, durante 90 minutos de ensaio. As espécies de HgO e Hg2t foram
monitoradas utilizando-s a técnica de Absorgdo Atémica de Vapor Frio (vide anexo 1).

Conclusdes

Na titulagdio do cddmio em meio de cultura puro e meio de cultura incubado,
observou-se que a interagdo do metal com bactérias reduziu em média cerca de 20 % da
atividade do metal principalmente para adi¢cdes inferiores a 5,0 x 10-4 molL-1. A
atividade deste metal nestes meios, bem como no meio contaminado com 5,0 x 106
mol.L-1 de edta, foi trés ordens de magnitude inferior em cada meio quando comparado 2
atividade do metal na solugio do eletrélito inerte.
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A importancia do ajuste de pH nos estudos de toxicidade foi evidenciada nos
ensaios com cobre em meio de cultura com pH 7,0 e 7.2. Apesar da diferenga ser pequena
a atividade do metal € bastante reduzida em pH 7,2, devido provavelmente as reagdes de
hidrélise.

Os estudos de especiagdo dos metais no meio de cultura mostrou que a atividade
do cobre ¢ inferior 4 do cddmio. No entanto no teste de toxicidade com cobre, observou-
se que a taxa de CO7 produzida pelas bactérias (E. coli) foi menor quando comparada a
produzida no ensaio com cadmio. Nestes experimentos observou-se que o valor de ECsg
foi obtido ap6s a adicdo de 47,4 e 35,7 mg/L de caddmio e cobre respectivamente, apos 60
minutos de ensaio.

A maior toxicidade demonstrada pela populagdo microbiana frente ao cobre,
quando comparada ao cddmio, poderia ser atribuida ao tempo de dulplicagdo 80,3 e 52,7
minutos respectivamente, para a adi¢io de 5,0 x 104 mol.L-1 dos compostos usados. No
entanto, deve-se salientar que toxicidade do metal est4 condicionada a sua disponibilidade
no meio. Nesta pesquisa observou-se que a atividade do cobre e do cddmio, para adicdo
de 5,0 x 104 mol.L'l, foram cerca de 7 e 3 ordens de magnitude inferiores
respectivamente 4 concentragio total adicionada. Deste modo conclui-se que o potencial
toxico do metal ndo estd diretamente associado a concentra¢do total deste no meio em
estudo e sim a sua atividade.

Nos ensaios de toxicidade com mercirio observou-se que a inibicdo da respiragdo
microbiana proporcionada pela adigdo de 5,0 x 106 pg/L de HgV foi similar a observada
para 10 pg/L. de Hg2+ ap6s 60 minutos de ensaio. Nestes experimentos observou-se que a
glicose presente no meio de cultura proporcionou a redugiio de Hg2t a Hg0 minimizando
deste modo a toxicidade do ion.

A rapidez na execugdo dos ensaios com metais evidencia a possibilidade do uso do
procedimento proposto nos testes de avaliagdo do potencial téxico de solugdes de metais,
bem como de efluentes industriais que contenham estas espécies.
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Avaliacio do desempenho de desinfetantes de uso doméstico.

Introdugio

A avaliagdo do desempenho de desinfetantes de uso doméstico, hospitalar, ou
industrial ¢ bastante complexa. A natureza e o tipo das superficies a serem tratadas, a
concentragdo e a natureza dos residuos a ela aderentes, o tipo de microflora contaminante
na superficie, a concentragfo e o periodo de contato do desinfetante com a superficie, sdo
exemplos de fatores que podem alterar em maior ou menor grau sua eficiéncia (Leitdo,
1984). Em fung¥o de tantas varidveis torna-se evidente a necessidade do uso de testes
padronizados que proporcionem a avaliagdo destes produtos.

Os desinfetantes de uso doméstico ou hospitalar, por exemplo, podem ser avaliados
através dos seguintes testes "in vitro": (a) Teste do Coeficiente Fendlico (b) Teste de
Diluigdo de Uso e (c) Teste de Suspensdo. Para obtencdo de dados reprodutiveis e precisos,
estes testes sdo padronizados quanto aos microrganismos testados, meios de cultura,
solugdes e equipamentos.

O teste do Coeficiente Fenélico foi praticamente o primeiro a ser desenvolvido com
a finalidade de avaliar a eficiéncia dos desinfetantes, sendo ainda hoje bastante utilizado.
Este teste foi oficializado pela AOAC (Association of Official Agricuttural Chemists) e
FDA (Food and Drug Administration). Baseado no processo de diluigfo este teste & restrito
a desinfetantes hidrossoliiveis e sua eficiéncia é comparada & do fenol (Pelczar et alii,
1980). Os organismos-teste utilizados sdo: Salmonella typhi. ATCC 6539, Staphilococcus
aureus ATCC 6538 e Pseudomona aeruginosa ATCC 15442. Na execugdo deste prepara-se
inicialmente uma solugio estoque do desinfetante a ser avaliado. A partir desta sdo
efetuadas diluigGes subsequentes, calculadas por ensaios preliminares, em que € constatada
a destruigdo do(s) organismo(s) testados apos contato por periodos de tempo variaveis entre
5 ¢ 15 minutos. Em geral, o procedimento envolvido no teste do Coeficiente Fenélico exige
um periodo de tempo superior a 48 horas para avaliagio de um desinfetante. Este teste
representa um indice razoavel para analise de derivados fenélicos mas ndo para 0s
desinfetantes cuja cinética de atividade diferem acentuadamente da cinética do fenol. De
acordo-com Leitdo (1984), as condigdes do teste sdo irreais pois ndo séio comparadas as de
uso de um desinfetante, principalmente quando este é aplicado as superficies. Muitas.
variagBes de determinagdo do Coeficiente Fenélico sdo conhecidas. Dentre elas o teste de
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Rideal-Walker, o0 método de Ruhle e Brewer, o teste de Chick-Martin e o teste de Garrod
(Richards, 1968).

O Teste da Dilui¢do de Uso utiliza como organismos-teste Staphylococcus aureus
ATCC 6538 e Salmonella choleraesuis ATCC 10708.

No Brasil, até 1983 ndo existiam orientagdes por parte de entidades oficiais sobre o
teste a ser utilizado para avaliagio de desinfetantes. Em 1985, através do Ministério da
Saiide, estabeleceram-se oficialmente padrdes microbiologicos e posteriormente a
metodologia da Diluigdo de Uso para avaliagio dos desinfetantes domésticos e hospitalares
(Timenetsky e Alterthum, 1988). Para execugdio deste teste sdo empregados 60 cilindros
carreadores para cada microrganismo testado. De acordo com o Manual de Saneantes da
Fundag@o Oswaldo Cruz (1992), o desinfetante testado devera matar os microrganismos em
59 dos 60 cilindros utilizados para conferir um nivel de confiaca de 95 %. Este método
também pode ser empregado para avaliar desinfetantes hospitalares destinados a uso
especifico como superficies e utensilios. Nestes casos, além dos microrganismos citados
utilizam-se também cepas de Pseudomona aeruginosa ATCC 15442 e T richophyton
mentagrophytes ATCC 9533, respectivamente. O tempo envolvido na avaliagdo de um
desinfetante através do procedimento de diluigio é superior a 96 horas.

Timenetsky ¢ Alterthum (1988) avaliaram alguns desinfetantes de uso doméstico
utilizando o procedimento qualitativo de diluicio de uso (10 carreadores) e um
procedimento quantitativo adaptado. O produto Kalipto, cujo composto ativo ¢ o
quaternario de aménio, o Pinho Bril, Pinho White e Pinho Tok que possuem em suas
formulas o fenol, sdo exemplos de produtos que foram testados e que atingiram os paddes
de desinfetantes de uso doméstico de acordo com o protocolo proposto,

No Teste de Suspensio, aliquotas de um meio incubado sdo adicionadas as solugdes
contendo uma ou mais concentragdes do desinfetante. O nimero de células sobreviventes &
determinado apds tempos variaveis de exposigio. Este teste considera fatores como tempo
de exposi¢do, temperatura, pH, natureza e concentragio da carga microbiana, presenga de
matéria orginica e caracteristicas da agua (composicio ¢ dureza). O teste pode ser aplicado
a bolores, leveduras e bacteriéfagos bem como a cepas grampositivo e gramnegativo tais
como Streptococcus latis, Staphilococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas
fluorecens. A suspensdo bacteriana considerada ideal para o ensaio deve apresentar uma
concentragdo de aproximadamente 1010 células/ml. O desempenho do desinfetante &
comparado a agdo de produtos de referéncia como hipoclorito de sédio e cloramina T. As
cloraminas sdo biocidas mais fracos que o hipoclorito (Hoff e Geldreich, 1981). Apds
determinado periodo de exposi¢do da suspensdo microbiana aos desinfetantes, efetua-se a
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inativagdo destes utilizando-se compostos especificos. Os resultados do teste baseiam-se no
nimero de redugdes decimais da populagio microbiana considerando-se o tempo de
exposi¢do ¢ a concentragdo do desinfetante. No Teste de Suspensdo, o tempo envolvido na
avaliag¢do do desinfetante ¢ superior a 72 horas.

Andrade e Serrano (1993) utilizaram este teste para avaliar a eficiéncia do
hipoclorito de sédio em diferentes concentra¢des e valores de pPH, usando Bacillus subtilis.
Através dos dados obtidos a partir de rearranjos de equacdes e do auxilio do software
DERIVE, os pesquisadores obtiveram uma equagio que estima o tempo de contato
necessario para se obter uma determinada redugio decimal do niimero de €sSporos, a uma
dada concentracfio do cloro residual livre, em funggo do valor do pH das solugdes.

Modificagbes dos testes citados, bem como o uso de testes ndo padronizados sdo
frequentemente utilizados na avaliagio do potencial téxico de diversos produtos
classificados como desinfetantes de uso doméstico e hospitalar (Corréa ¢ Hofling, 1989;
Bloomfield et alii, 1991; Bloomfield e Looney, 1992).

A maioria dos testes anteriormente citados baseia-se na avaliagio do crescimento da
populagido microbiana, empregando-se procedimentos visuais de observacfio das
suspensdes, contagem de células ou ainda andlises espectrofotométricas. No entanto, outros
pardmetros também podem ser utilizados para avaliar a inibigdo da atividade de uma
suspensdo microbiana. A atividade enzimética, o "pool de ATP", a bioluminescéncia e a
respiragio sdo exemplos destes parimetros. Nesta pesquisa, a inibi¢do da atividade
microbiana foi o pardmetro utilizado para avaliar o potencial téxico de desinfetantes de uso
doméstico.

A determinagdo analitica do produto da respiragdo microbiana (CO»), baseado nos
antigos respirdmetros, foi melhorada com auxilio da Analise por Inje¢do em Fluxo (FIA)
(Pasquini e Faria, 1987). O uso desta técnica permitiu uma maior velocidade analitica com
menor limite de detecgdo do COg (aq) (3 uM). Dados preliminares indicam que o
procedimento proposto € de grande valia no campo da ecotoxicologia (Jardim et alii., 1990;
Guimarées e Jardim, 1993). No entanto, a aplicagio mais importante ndo apenas do ponto
de vista cientifico, mas principalmente no campo social, € a adaptagfio deste procedimento
para elaboragdo de antibiogramas, para testes de avaliagdo da toxicidade de efluentes e de
desinfetantes de uso doméstico ou hospitalar.

Neste trabalho a toxicidade de diversos bactericidas de uso doméstico foi avaliada a
partir deste método utilizando-se como organismos-teste quatro espécies de bactérias.
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Materiais e Métodos
Desinfetantes de uso doméstico

Pinho Bril (cujo principio ativo € a base de orto-fenil fenol 0,20 %) ¢ fabricado pela
Bombril S/A.

Pinho Sol (orto-benzil para-cloro fenol 0,45 %), Colgate-Palmolive Ltda.

Pinho Tok (2-hidroxi-2',4,4-triclorodifenil éter 0,1 % e formol (40 %) 0,2 %), Industria
Gessy Lever Ltda.

Pinho White (2-hidroxi 2',4,4 triclorodifenil éter 0,08 %), Laboratério Beecham Ltda.

Pinho Kleen (alquileno glicol monoaril éter 0,2 % e cloreto de alquil dimetil benzilaménio
7 %), Adiquima Ind. e Com. de Aditivos Ltda.

Candida (hipoclorito de sédio, teor de cloro ativo 2,0 4 2,5 %) Industrias Anhembi S/A.
Lysoform ( formol 37 %, 20 ml, dodecilbenzeno sulfonato de sédio 12 %, 6,67 ml), Milana
Indutrial e Comercial Brasileira de Saneantes Ltda.

Kalipto (quaternério de aménio 0,5 4 0,7 %), Bombril S/A.

Paeté (formaldeido a 40 %, 1,25ml %), Labormax Produtos Quimicos Indistria e Comércio
S/A.

Microrganismos

Staphilococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella
choleraesuis ATCC 10708, Enterococcus faecalis ATCC 29212 ¢ Spirillun volutans ATCC
19554. Estes microrganismos foram cedidos pela Fundagdio Tropical de Pesquiza e
Tecnologia André Tosello.

Meios de cultura

Meio minimo: A composigio deste meio foi descrita no capitulo 1.

Caldo Nutriente (Difco): 4 g do produto foram diluidas em 1 litro de agua destilada ¢ o pH
ajustado para 7,20. Este meio foi usado nos ensaios com Salmonella choleraesuis,
Escherichia coli, Enterococcus faecalis e Staphilococcus aureus.
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Equipamentos
Conforme descritos no capitulo I

Testes de toxicidade

O procedimento adotado foi o seguinte: o meio de cultura era incubado com o
organismo-teste e a concentragdo do CO7 neste meio liquido era monitorada até atingir 0,5
mmol.L-1. Nesta fase, dividia-se a solugdo (100 ml) em erlenmeyers de 125 ml e
adicionava-se uma quantidade variavel ¢ conhecida do desinfetante. Estes frascos eram
mantidos em banho termostatizado e o0 CO» monitorado em intervalos de tempo definidos,
durante aproximadamente uma hora. Todos os testes foram realizados em temperatura
mantida a 37 9C com auxilio de um banho (Banho Maria Modelo Fanem).

O teste de toxicidade aguda usando Spirillun volutans foi feito com base na Norma
CETESB-L5228-12/1988. As leituras foram efetuadas com o microscopio JENA-MED-2
binocular (Karl Veiss) utilizando contraste de fase.

Resultados e Discussio

Num ensaio preliminar com bactericidas de uso doméstico utilizou-se apenas
Escherichia coli como organismo teste. Os produtos testados foram, Candida, Lysoform,
Kalipto, Pacté e Pinho Sol e procurou-se utilizar concentragdes que proporcionassem
inibi¢do similar.

Para a realizagdo dos testes com o produto Céindida, avaliou-se inicialmente a
concentragdo da espécie ativa OCl- em meio de cultura. O procedimento adotado foi o
seguinte: fez-se uma tomada de 6,25 ml do produto Céndida e completou-se o volume até
50 mi com égua destilada. Esta solug#o foi tratada com excesso de iodeto de potassio (KI) e
acidificada com 4cido acético (CH3COOH). Na titulagio com tiossulfito de sédio
(Na28203) previamente padronizado (0,097 N) foram gastos 41,7 ml deste padrio (Basset
et alii., 1988). O mesmo procedimento foi repetido usando-se 0 Meio Minimo, para diluigdo
do produto Céndida. Neste ensaio foram gastos 2,4 ml da solugdo de NapS»03.

O resultado da titulagdo do OCI- no primeiro experimento indica que a concentrag3o
deste no produto € cerca de 2,02 x 10-3 mol.L'l, que corresponde a 2,4 %, frente a uma
concentragdo nominal do rétulo de 2,0 & 2.5 %. No entanto, na titulagio do produto no
Meio Minimo, foram recuperados apenas 0,32 x 10-3 mol.L-1, indicando que o hipoclorito
¢ reduzido pelos compostos presentes neste meio de cultura. Provaveimente o composto



Capitulo Ill 57

que mais contribui para esta redugdo é a glicose, que estd presente no meio em
concentragdo de 2 % p/v. Este procedimento demonstrou que o meio de cultura usado
favoreceu uma reagdo antagdnica da espécie testada, minimizando em aproximadamente 17
vezes sua atividade. Os outros produtos usados nos testes de toxicidade nio puderam,
entretanto, ser avaliados de maneira similar.

Apos a avaliagdo da fragdo ativa do OCI- em meio de cultura, foram feitos os testes
de toxicidade deste e dos demais produtos inicialmente selecionados.

Na tabela XXI encontram-se as concentragdes € os respectivos volumes dos produtos
adicionados a erlenmeyers contendo 100 ml de meio de cultura inoculado. A populago
microbiana nesta fase corresponde aproximadamente 5 x 107 bactérias viaveis por ml,
gerando uma concentragio inicial em torno de 0,5 mmol.L-1 de CO5 no meio.

Foram feitos ensaios com diversas concentra¢des dos bacericidas de uso doméstico.
Na tabela XXII encontram-se as concentragdes que proporcionaram, em 90 minutos de
ensaio, redugdo da atividade microbiana superior a 75 % para todos os compostos testados.
Conclui-se através destes dados que seria necessario adicionar um volume de Pinho Sol
cerca de 120 vezes maior que o volume do produto Céandida para se obter redugdo
semelhante. Para os produtos Lysoform, Kalipto e Paeté esta relagio corresponde a 3, 16 e
96 respectivamente. Considerando-se que no meio de cultura a concentragio disponivel do
OCI- € cerca de 17,4 vezes menor que o valor encontrado no rétulo do composto, verifica-
se que a relagdo em termos de concentragio passa a ter aproximadamente a seguinte
proporgdo  1:70:139:348:391 para o principio ativo dos produtos Candida, Kalipto,
Lysoform, Paeté e Pinho Sol respectivamente.

Observa-se através destes testes a necessidade de se avaliar o comportamento da
espécie ativa, em termos de toxicidade, no meio de cuitura usado.

Tabela XXI- Volumes dos bactericidas usados nos testes de toxicidade e concentragdes
dos respectivos principios ativos.

Cindida Kalipto Paeté Lysoform Pinho Sol
4,17 ul 67 ul 400 pl 10,8 pl 500 pl
1 mg/LL 4 mg/L 20 mg/L 8 mg/L 22,5 mg/L
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Tabela XXITI- Inibi¢do (%) da respiragdo microbiana de E.coli frente a bactericidas de
uso doméstico. Concentragdes conforme tabela XXI.

Tempo(min) Cindida Kalipto Paete Lysoform Pinho Sol
30 64,5+0,4 585+14 50,5£3,0 58,4+44 58,7+2,4
60 70,9+ 1,1 70,0 £ 0,3 60,3+0,3 64,0+ 1,6 61,8+1,4
920 82,3+04 80,0 £ 0,5 75,1+ 1,0 76,9+ 14 76,4+ 1,8

Os mesmos produtos foram avaliados através de testes de toxicidade aguda usando-
se Spirillun volutans ATCC 19554 como organismo-teste. O Spirillun volutans é uma
bactéria aquética de grandes dimensdes (1,4-1,7 por 16-28 um) que apresenta motilidade
tipica devido a presenga de flagelos em cada uma de suas extremidades. Ensaios utilizando
esta espécie t€m sido aplicados em monitoramento ¢ avaliagdo da toxicidade de efluentes
industriais, Aguas residuérias, dguas superficiais e subterrdneas, extratos de solo e materiais
usados em biomedicina. (Sanches et alii, 1992). Apesar deste microrganismo estar sendo
usado em vdrios testes de toxicidade, sabe-se que 0 mesmo ndo representa uma classe
patogénica de microrganismos (Sanches et alii., 1988; Dutka et all., 1983). No entanto a
relativa facilidade na execugfio do teste justifica o seu emprego. A concentracdo minima
dos produtos necessiria para alterar o movimento tipico de 90% destas bactérias a
temperatura ambiente (MECq) foi avaliada ap6s 90 minutos de contato.

Os valores de MECg( para o principio ativo do Kalipto e Paeté foram similares as
concentragdes usadas para inibir mais de 75% da atividade de E. coli no mesmo periodo de
tempo. Para o Lysoform e Céndida o MECgq foi cerca de 2 e 104 vezes superior,
respectivamente. Deve-se considerar que ndo houve interagio do OCI- com o meio de
cuitura usado no bioensaio com S. volutans. Para o produto Pinho Sol, 2,0 mg/L. foram
suficientes para inibir 90% da atividade do Spirillun volutans, ou seja, cerca de 11 vezes
menor que a concentragdo usada para E.coli no mesmo intervalo de tempo.

Considerando-se os resultados apresentados na tabela XXII1, verifica-se uma grande
discrepancia, principalmente para os produtos Pinho Sol e Cindida. Estes resultados
sugerem que a avaliagdo de desinfetantes deve ser realizada através de dois ou mais testes e
que devem ser considerados os fendmenos que possam interferir na a¢do antimicrobiana
do prinéipio ativo dos produtos frente aos microrganismos.
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Tabela XXIII- Concentragdes (mg/l) para atingir o MECg( para o Spirillun volutans e
inibigdo superior a 75% para Escherichia coli em 90 minutos.

Inibigdo Cindida Kalipto Paete Lysoform Pinho Sol
E. coli 1,0 4,0 20,0 8.0 225
> 75%
E. volutans 6,0 3,0 20,0 18,0 2,0
90%

Os resultados da tabela XXIII também evidenciam a necessidade de se avaliar a
toxicidade de um mesmo produto frente a diversos microrganismos, para melhor
caracterizar seu potencial toxico.

Apos este teste preliminar, avaliou-se a inibi¢do da respira¢io microbiana utilizando-
se quatro diferentes cepas de bactérias (Salmonella choleraesuis, Escherichia coli,
Staphilococcus aureus € Enterococcus faecalis), frente aos produtos classificados como
Pinhos (Pinho Sol, Pinho Bril, Pinho Tok, Pinho White e Pinho Kleen).

Diversas concentragdes dos produtos foram testadas com objetivo de encontrar
aquela que inibisse mais que 75% da atividlade microbiana destas cepas em
aproximadamente 90 minutos de ensaio.

Nestes testes a adi¢do dos desinfetantes no meio de cultura incubado foi feita quando
os niveis de COy estavam em torno de 0,5 mmol . L-1.

A populagdo microbiana presente no controle, para faixa de concentragio de CO» de
0,5 a 3,0 mmol . L~ 1, foi avaliada também por plaqueamento.

Os dados obtidos através do plaqueamento bem como os meios de cultura utilizados
para cada cepa estudada encontram-se na tabela XXIV.

Para a bactéria Salmonella choleraessuis utilizou-se como meio de cultura o Caldo
Nutriente pois esta cepa apresentou crescimento lento em meio minimo.
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Tabela XXIV - Populag6es microbianas (106 ufc/ml) correspondentes a diferentes
concentragGes de CO5

Caldo Nutriente Meio
Minimo
E. aureus E. faecalis S. choler. E. coli E. coli
[CO3] mM

0,5 15 21 20 47 45
0,75 34 27 28 72 66
1,060 50 63 70 90 110
2,00 80 81 190 181 151
3,00 140 120 230 243 214

Mesmo em caldo nutriente optou-se por iniciar o experimento com a concentragéo
de CO9 em torno de 1 mmol. L.~ 1, uma vez que entre 0,5 ¢ 1,0 mmol.L-1 o crescimento
ainda era bastante lento. Esta bactéria demostrou resisténcia 4 concentragdo de 0,2 % v/v
dos desinfetantes testados como pode ser observado na figura 16 (a).

Atraves da figura 16 (b) verifica-se que a atividade microbiana desta cepa sofre mais
de 80% de redugéo quando submetida a 1% dos produtos Pinho Sol, Pinho Tok e Pinho
Kleen. No entanto quando submetida 2 mesma concentragdo dos produtos Pinho White e
Pinho Bril, o crescimento das cepas demonstrou que esta concentragio n#o foi suficiente
para proporcionar a inibigdo inicialmente sugerida.
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Figura 16- Inibi¢io da atividade microbiana (Salmonella choleraesuis) frente a
desinfetantes de uso doméstico; (a) 0,2 % ¢ (b) 1,0 % v/v.

A espécie Enterococcus faecalis foi a mais sensivel a todos os produtos testados.
Atraveés das figura 17 pode-se observar que o Pinho Sol ¢ o produto mais téxico. A
concentragdo de 0,025 % v/v do produto inibe mais de 90 % da atividade microbiana

enquanto que para os demais produtos tal inibicdo foi encontrada quando utilizou-se o
dobro desta concentragio.
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Figura 17- Inibi¢do da atividade microbiana (Enterococcus faecalis) frente a
bactericidas de uso doméstico; (a) 0,025 % e (b) 0,05 % v/v.

Para o organismo teste Staphilococcus aureus verificou-se que 0,2% v/v de todos os
produtos inibia mais de 80 % do crescimento. Para a concentragdo de 0,05% v/v do Pinho
Bril houve pequena inibi¢do do crescimento bacteriano enquanto que para os demais
produtos esta bactéra apresentou alta sensibilidade (figura 18).
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Figura 18- Inibi¢4o da atividade microbiana (Staphilococcus aureus) frente a
bactericidas de uso doméstico; (a) 0,05 % e (b) 0,2 % v/v.

Quando se compara a toxicidade do Pinho Kleen e do Pinho Bril frente i bactéria
Staphilococcus aureus conclui-se que o principio ativo a base de quaterndrio de amoénio
provoca efeito deletério superior ao do fenélico. Corréa e Hofling (1989) chegaram a
mesma conclusdo quando avaliaram a agdo antimicrobiana de dois desinfetantes
hospitalares, utilizando esta mesma cepa padrio.
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De acordo com Pelczar (1980), os compostos fenélicos atuam pela desnaturagdo das
proteinas e por efeitos deletérios &s membranas celulares, enquanto que 0 mecanismo de
agao dos desinfetantes catidnicos, além de provocar a desnaturagao das proteinas favorece
também a inibi¢do enzimdtica ¢ a lesdo da membrana citoplasmatica proporcionando o
vazamento de constituintes celulares.

Deve-se considerar que o pH também pode ter um efeito marcante na eficicia de um
desinfetante. Sabe-se que os desinfetantes anidnicos s#o mais eficientes em valores de pH
baixos, como por exemplo os fracamente acidos, que atuam principalmente como
moléculas ndo dissociadas. Por outro lado, os desinfetantes catiénicos sdo mais eficazes em
meio alcalino.

Os demais compostos presentes em um desinfetante, o tempo e as condi¢des de
estocagem, também podem alterar a agdo bactericida do principio ativo. Compostos
fendlicos, por exemplo, quando associados a detergentes anidnicos, aumentam
substancialmente, sua atividade microbiana devido a maior solubilidade e,
consequentemente maior penetragdo na celula bacteriana (Zanon, 1973; Gélinas, 1982) .

A avaliagdo do principio ativo dos produtos no meio de cultura é também de grande
importincia. O trabalho de Zanon (1975) mostra que o poder bactericida dos desinfetantes
cationicos € reduzido na presenca de matéria organica. No presente trabalho este efeito foi
demonstrado através do exemplo da redugdo do OCl- pelo meio de cultura.

Nesta pesquisa realizaram-se ensaios com E. coli utilizando-se dois diferentes meios
de cultura. O objetivo deste experimento era avaliar a possivel intera¢do do meio minimo e
do caldo nutriente com os produtos testados.

Nas figuras 19 € 20 observa-se o comportamento das cepas frente as concentragdes
de 0,2 e 1 % v/v em cada um dos meio de cultura.
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Figura 19- Inibi¢do da atividade microbiana (E.coli) frente bactericidas de uso
doméstico 0,2 % v/v (a) meio minimo (b) caldo nutriente.
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Figura 20- Inibigdo da atividade microbiana (E.col;) frente a bactericidas de uso
doméstico 1 % v/v (a) Meio Minimo (b) Caldo Nutriente.

Analisando-se qualitativamente as figuras, verifica-se que ndo existe diferenga
acentuada do comportamento bacteriano frente aos produtos testados. Observa-se também
que no ensaio com 0,2 % destes bactericidas os produtos menos téxicos foram o Pinho Sol
e o Pinho Bril. No entanto, para concentragiio de 1% v/v o efeito toxico destes é suficiente
para inibir mais de 90% a atividade microbiana.

Estes resultados foram confirmados pelo plaqueamento da suspensdo microbiana
feito durante os testes com 0,2 % v/v dos produtos em meio minimo .
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O procedimento adotado para este experimento foi o seguinte: quando a
concentragdo de CO7 produzida pela bactéria E. coli no controle era de aproximadamente
2,0 mmol.L-1, coletavam-se amostras de todos os frascos para plaqueamento da suspensio
microbiana. Os resultados obtidos no plaqueamento, bem como as correspondentes fragdes .
de COj, encontram-se na tabela XXV. O coeficiente de correlagdo entre os dados de
inibigdo obtidos pelos dois métodos foi 0,99. Estes dados também confirmam que nestas
concentragdes os compostos menos toxicos sdo o Pinho Bril € o Pinho Sol

Tabela XXV - Comparagcfio dos resultados obtidos por plaqueamento e FIA
Condutométrico no ensaio com E.coli frente a 0,2 % v/v dos produtos
testados ([CO3] inicial 0,54 mmol.L-1),

Plaqueamento FIA-condutimétrico
Produtos (x10% ufe | % Inibicsio [COq] % Inibigdio
(mmol.L-1)

Controle 157 1.46

P. Bril 118 24.8 1.21 17.1

P.Sol 64 59,2 0,49 51,3
P. White 8 94,7 0,21 85,6

P. Tok 4 974 0,12 91,8
P. Kleen 1 99,4 0,00 100,0

O comportamento das espécies frente aos desinfetantes testados mostrou a seguinte
ordem em termos de sensibilidade Enterococcus Jaecalis > Staphilococcus aureus >
Escherichia coli > Salmonella choleraesuis para a maioria dos compostos testados.

' Na avaliagdo da toxicidade dos desinfetantes de uso doméstico com estas cepas

observou-se que o o Pinho Bril foi o produto menos téxico nas menores concentragdes
usadas.

Conclusies

A avaliagio do desempenho de diversos desinfetantes de uso domeéstico frente a E,
coli demonstrou uma grande discrepancia na toxicidade dos produtos Pinho Sol e Candida.
Para se observar uma inibicdo semelhante na respiracdo microbiana foi necessdrio
adicionar um volume de Pinho Sol cerca de 400 vezes superior ao do produto Céndida.
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Nos ensaios comparativos de toxicidade usando E. coli e S. volutans verificou-se que
a discrepdncia em alguns resultados sugerem que este tipo de teste deve ser feito com mais
que um organismo. ‘

Um fator relevante neste estudo foi a possibilidade de aplicagio do método FIA-
Condutometrico usando-se varias cepas de bactérias, mostrando deste modo a abrangéncia
do procedimento proposto.

Quando se utilizou as cepas Salmonella Choleraesuis, Staphilococcus aureus e
Enterococcus faecalis, verificou-se que a diferenca de sensibilidade confirma a necessidade
de se usar mais que um organismo para avaliagdo destes produtos.

O comportamento dos desinfetantes no meio de cultura também deve ser
considerado. Nesta pesquisa observou-se que os experimentos com E. coli usando Meio
Minimo e Caldo Nutriente n#o alteraram o comportamento bactericida dos compostos
classificados como Pinhos. No entanto, a redu¢do do poder bactericida do OCI- (Candida)
neste meio, evidencia a necessidade de se avaliar o comportamento da espécie ativa no
meio de cultura usado.

Em fungfio dos resultados obtidos neste trabalho, e considerando-se a diluigdo
indicada para uso doméstico, conclui-se que todos os desinfetantes, testados pelo
procedimento proposto, apresentaram bom desempenho como bactericidas.

Nestes ensaios, usando-se o meio de cultura incubado como ponto de partida do
experimento, verificou-se que o tempo envolvido na realizagio de cada teste foi de
aproximadamente uma hora.

O protocolo para execugdo destes testes pode ser esquematizado do seguinte modo:

- Incubar 0 Meio Minimo ou Caldo Nutriente com a bactéria escolhida ¢ monitorar a
concentragdo de CO7 liberada pela respiragdio microbiana até aproximadamente 0,5
mmol.L-1 (populago proxima de 5,0 x 107 ufe/ml).

- Adicionar quantidades definidas do desinfetante no meio de cultura.

-Monitorar a concentragdo de CO7 em intervalos de tempo definidos por aproximadamente
1 hora.

-Avaliar a porcentagem de inibigio em relagio ao controle.

A rapidez na execugdo dos testes destaca o método proposto em relagio aos métodos
oficiais. Deve-se considerar também que o custo de cada analise ¢ bastante baixo uma vez
que 08 reagentes utilizados, no sistema FIA-Condutométrico, sdo apenas HySO4 diluido e
agua deionizada.
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Apesar de ainda ndo ter sido feita uma calibracio deste método com outros
frequentemente utilizados ou aceitos como oficiais, na avaliacio do desempenho de
desinfetantes, os resultados aqui obtidos, demonstram que o mesmo pode ser considerado

como uma alternativa, na avaliagdo do potencial téxico de desinfetantes de uso doméstico e
hospitalar.
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Algumas aplica¢des do procedimento proposto.

Alguns produtos recentemente sintetizados foram avaliados a partir do
procedimento proposto.

De um modo geral os compostos testados anteriormente como antibidticos, sais de
metais ¢ desinfetantes apresentaram alta solubilidade no meio de cultura. Para os
compostos que apresentaram inicialmente baixa solubilidade wtilizou-se o solvente
DMSO (Dimetil Sulf6xido). Como este produto causa alteragBes nas proteinas e RNA das
c€lulas microbianas, o0 mesmo volume foi adicionado também no controle.

Dentre os compostos testados encontram-se a Duartina (isoflavana), a Cabreuvina
(isoflavona), e compostos derivados de 3-aminopropano. Estes compostos foram
sintetizados no IQ-UNICAMP.

Foi testado também a atividade antimicrobiana de extratos de prépolis obtidos de
diferentes origens.

Avaliagio da atividade antimicrobiana da Cabreuvina e Duartina.

Nos ensaios com Cabreuvina ¢ Duartina foram testadas as concentragdes de 4, 8,
32 e 64 mg/l de cada composto. As massas correspondentes a cada concentragiio foram
solubilizadas em 0,5 ml de DMSO. Estes compostos apresentaram baixa toxicidade pois
em 90 minutos de ensaio observou-se apenas cerca 10 % de inibigio da respiragdo
microbiana para adigéio de 64 mg/L.

Avalia¢do antimicrobiana de compostos com atividade tripanocida.

Um grupo de pesquisa formado por professores, alunos e pesquisadores do IQ-
UNICAMP, IB-UNICAMP e FIOCRUZ (RJ) tém avaliado a atividade bioldgica de
compostos derivados de 3-aminopropeno com formula geral estrutural 1 (figura 21) Estes
compostos possuem atividade tripanocida e foram sintetizados no IQ-UNICAMP.

A pesquisa com estes compostos envolve estudos de citotoxicidade,
genutoxicidade, avaliagdo da atividade tripanocida, atividade inibitéria de compostos
tripanocidas sobre enzimas de tripanossoma e propriedades fisico-quimicas destes
compostos em sua interagdo com enzimas.

Informagdes sobre a toxicidade tanto a nivel celular (citotoxicidade e toxicidade
aguda) como atividade tripanocida, sdio importantes no desenvolvimento de novos
antichagasicos.

Com o objetivo de obter informagdes sobre a agio destes compostos a nivel de
membrana, foram feitos testes de toxicidade aguda, utilizando o sistema FIA-
condutomeétrico, usando E.coli ATCC 25922 como organismo teste. Os resultados destes
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testes encontram-se na tabela XXVI onde se observa que o composto menos toxico foi o
cloro derivado.

As concentragdes que proporcionaram inibi¢do do crescimento bacteriano foram
usadas como referéncia para estudos de citotoxicidade. Estes estudos geralmente sdo
realizados com células, V79 fibroblasticas, de hammster chinés e sdo bastante laboriosos
e lentos. Os compostos testados apresentaram potenciais de citotoxicidade na mesma
ordem de toxicidade obtida para E. coli (R-CH3 > R-NO3 > R-OMe > R-H > R-CI).

Figura 21- Férmula estrutural geral dos compostos testados (X = Cl, H, OCH3,
NO», CH3)

Tabela XXVI- Inibi¢io da respiragiio microbiana (E. coli) frente aos compostos R(a ~ ¢).

Composto ECs5(/60min
(1 molar)
a) R-Cl 49,2
b) R-H 12,8
¢) R-OMe 10,7
d) R-NO» 5.7
e) R-CH3 4.4

A atividade tripanocida dos compostos R(a ~ ¢) foi avaliada para as trés formas do
ciclo de vida do parasita T. cruzi, amastigota epimastigota ¢ tripomastigota. Os resultados
mostraram, através de ID5o (Dose que inibe 50 % de crescimento do parasita), que os
compostos R(a ~ ¢) sdo mais ativos contra T. cruzi que o Nitrofurtimox, droga atualmente
em uso contra a doenga de Chagas. A menor toxicidade para o Nitrofurtimox foi também
observada previamente nos testes de toxicidade aguda usando E. coli ATCC 25922 ¢
Salmonela choleraessuis ATCC 10708. Nestes testes obsetrvou-se que esta droga
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apresentou inibigdo inferior a 20 % para estas duas espécies, mesmo quando testada nas
maiores concentragoes usadas para os compostos R{a ~ ¢).

Como se observa, o teste de toxicidade aguda, aqui proposto, é de grande valia,
uma vez que a rapidez na execugdo deste é de fundamental importancia, ndo s6 na
avaliagdo do potencial téxico de novas drogas como também na aplicagiio como teste guia
para execuc¢do de outros ensaios como foi demonstrado.

Atividade antimicrobiana de extratos de prépolis.

A propolis € um material resinoso, coletado pelas abelhas, de brotos, flores e
exudatos de plantas. Possui inimeras propriedades bioldgicas como por exemplo,
antibacteriana, antiviral, antifiingica, antitilcera, imunoestimuladora, hipotensiva e
citostatica.

Sua composi¢do quimica € bastante complexa. Os compostos fendlicos constituem
mais de 50 % de sua composigdo e estio provavelmente relacionados a uma parte
substancial da sua atividade biologica. Os principais constituintes da prépolis se
encontram distribuidos nas seguintes classes de compostos: acidos aromdticos e seus
ésteres, alcoois e aldeidos, chalconas e diidrochalconas, flavanonas, flavonas, flavanois,
diidroflavandis, cetonas, hidrocarbonetos, terpendides, vitaminas, elementos minerais,
aminodcidos e polissacarideos (Marcucci, 1994).

Com objetivo de avaliar a atividade antimicrobiana de extratos de prépolis foram
feitos ensaios de toxicidade aguda, utilizando o sistema FIA condutométrico. As etapas
que envolveram coleta e extracdo foram feitas por pesquisadores do IQ- UNICAMP e IQ-
USP.

As amostras de prépolis utilizadas nos ensaios foram coletadas quatro de
diferentes origens. A amostra 1 foi coletada de reflorestamento de eucalipto (Rio Claro,
SP.), a amostra 2 de floresta nativa, (Prudentdpolis, PR.), a amostra 3 de plantagdo de
caji (Pacajis, CE) e a amostra 4 de plantagdes de laranja e cana (Limeira, SP).

Foram obtidos extratos etandlicos destas amostras. O solvente foi evaporado e
obtido o extrato para posteriores ensaios de toxicidade.

Nestes ensaios 15 mg/L de cada uma das amostras foram adicionados a um meio
de cultura contendo a bactéria E. coli (linhagem ATCC 25922).

Os resultados apresentados na tabela XXVII indicam a diferencga de inibigdo da
respiragdo microbiana proporcionada pelos diferentes extratos.
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Tabela XXVII- Comparagéo entre as porcentagens de inibi¢do das amostras (15 mg/L)

de prépolis apdés 120 minutos de ensaio.

Amostra de % de inibi¢do
propolis relativa ao
controle
1 86,8
2 78,1
3 55,8
4 58,0

Deste modo verifica-se que a aplicabilidade do método € bastante ampla uma vez

que outros extratos naturais podem também ser testados em tempo restrito.

Conclusoes

Os testes com compostos de atividade antichagisicas mostraram que o
procedimento proposto facilitou a avaliagdo do potencial destes produtos. A partir dos
experimentos verificou-se que a rapidez na execugdo deste ensaio ¢ de fundamental

importdncia na atuag&o como teste guia para execugio de outros ensaios.

A aplicabilidade deste teste de toxicidade aguda foi também evidenciada nos
ensaios com extratos de propolis mostrando deste modo que existe a possibilidade do uso

deste na avaliagdo do potencial toxico de outros extratos naturais.
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Conclusdes gerais

O procedimento proposto mostrou ser de grande valia principalmente devido a
redugdo do tempo envolvido nas provas de sensibilidade aos antibidticos e nos ensaios de
avaliagdo do potencial téxico de metais ¢ desinfetantes de uso doméstico e hospitalar.
Para ensaios de sensibilidade aos antibidticos os resultados obtidos foram comparaveis
dqueles obtidos através de procedimentos classicos tais como difusdo em 4gar e pela
técnica MS-2

Na elaboragio de antibiograma comparou-se o procedimento proposto com o de
difusdo em agar e verificou-se que houve redugio de tempo de cerca de 28 horas para
aproximadamente 8 horas, demonstrando portanto a rapidez na execugéo deste. De acordo
com levantamento realizado por funcionérios do laboratério de microbiologia do HC-
UNICAMP, atualmente o custo de cada antibiograma € cerca de RS 4,0. Para os pacientes
que utilizam laboratérios particulares, o preco do antibiograma ¢ geralmente o dobro
deste valor. Pelo procedimento proposto aqui proposto, a redugio do valor acima citado
foi de aproximadamente 70 % para os antibidticos Ampicilina, Amicacina, Cefalotina,
Cefazolina, Tetraciclina e Cloranfenicol. Para os antibidticos Tobramicina e Gentaminina
a reducdo foi de aproximadamente 20 % deste valor. No entanto, outros estudos podem
ser conduzidos no sentido de otimizar o sistema minimizando o volume de meio de
cultura usado em cada ensaio reduzindo deste modo a quantidade de antibidtico e
consequentemente o custo do antibiograma.

A rapidez na execuc¢do dos ensaios com metais frente & E. coli também mostrou
que o uso deste procedimento serd de grande utilidade ndo s6 na avaliagdo do potencial
toxico destes elementos, mas também na avaliagdo de diferentes efluentes que aportam
nos ambientes aquaticos. Abre-se aqui a possibilidade de se explorar este procedimento
dentro da ecotoxicologia, aprimorando o manejo de ecossistemas aquaticos € aumentando
o banco de dados a respeito da resposta bilogica frente aos mais variados tipo de agentes
estressantes.

Do mesmo modo, observou-se também a validade da aplicag@o deste procedimento
nos ensaios com bactericidas de uso doméstico. Através destes ensaios, observou-se que o
procedimento desenvolvido nesta pesquisa pode ser padronizado utilizando-se também
outras bactérias, como por exemplo, S. aureus, E. faecalis e S. choleraesuis. A
possibilidade da padroniza¢do do procedimento com outras bactérias mostra que a
avalia¢do do potencial toxico dos desinfetantes ou mesmo de outros compostos torna-se
ainda mais abrangente.

A aplicabilidade do método na avaliagio do potencial bactericida ou
bacteriostatico de extratos naturais, como por exemplo a prépolis, bem como de
compostos recentemente sintetizados, mostrou também que o procedimento proposto
pode ser empregado na avaliagdo de novas drogas, sendo pois uma ferramenta muito util
dentro da fitoquimica.
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Devido a similaridade do metabolismo da E. coli e de outros coliformes, tais como
Aerobacter aerogenes ¢ Escherichia freundi, acredita-se que estas espécies também
possam ser utilizadas com 0 mesmo procedimento. A importincia do emprego destas esta
relacionada ao seu habitat. As bactérias Aerobacter aerogenes encontram-se nos vegetais
enquanto que as Escherichia freundi encontram-se nos solos. Portanto, pesquisas
envolvendo toxicidade de pesticidas fungicidas e acaricidas poderiam utilizar o método
como auxiliar na avaliagdo do potencial toxico destes compostos frente estas bactérias,
para posterior estudo destes praguicidas frente a outros organismos.

Assim, através dos ensaios realizados no presente trabalho, bem como da
possibilidade de aplicagdo do procedimento utilizando outras espécies de bactérias,
conclui-se que os objetivos inicialmente propostos foram alcangados. Finalmente, é
importante salientar que o procedimento proposto contribuiu para abertura de um novo
campo de trabalho, principalmente na area de toxicologia.
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Abstract

Acute toxicity tests using mercuric ions (Hga*) at the concentration of 10 and 50 pg L~ were carried out
using Escherichia coli as the organism test. Toxicity was evaluated by measuring the inhibition in the
microbial respiration, at 37°C, within 60 min after the metal splke It has been shown that mercuric ions
are reduced to the much less toxic form of elemental mercury (Hg ) by the glucose, which is usually present
in the microbial culture medium as a carbon source. Based on this evidence, inhibition in the microbial
respiration caused by the presence of 5,000 g L of Hg were predicted to be similar to the effect caused

by 10ug L™ 1 of Hg
used in the bicassays.

ions. This hypothesis has been proved to be true under the experimental conditions

Keywords: Mercury speciation, mercury toxicity, elemental mercury, Escherichia coli respiration.

Introduction

Ecclogical impacts associated with the
anthropogenic uses of mercury compounds have
been known for decades (UNESCO, 1989;
Fitzgerald and Clarkson, 1991; Mitra, 1986).
Presently, in most developed societies, mercury
input into the environment is under strict control,
and the major concern 1s now related to the recovery
of areas impacted in the recent past.

In Brazil, the scenario concerning the use as
well as the input of mercury into the environment,
specially in the hydrological cycle, is quite different
from that seen in many countries. Due to the
growing activity of gold extraction (garimpos) in the
last decade, the use of elemental mercury has
reached the impressive figure of 130 tonnes per year
and, according to Lacerda and Solomons (1991),
about 1,000-2,000 tonnes of Hg have accumulated
s0 far in the Amazon ecosystem.

In the ‘garimpo’ areas, elemental mercury is
used to separate fine gold particles via
amalgamation. The Au-Hg is then burned and
mercury is lost to the atmosphere. According to the
National Department of Mineral Production
(DNPM), each kilogram of gold produced in this
type of ‘garimpo’ corresponds to the emission of
1.7 kg of mercury to the environment, 60% to the
atmosphere (by vaporisation) and the remaining
40%, as metallic mercury, is lost during the
amalgamation directly into creeks (Martinelli et al.,
1988; Lacerda and Pfeiffer, 1992).

Assessing the real impact related to the use of
mercury in the Amazon is in its early stage, since

many aspects concerning fundamental aspects of
mercury chemistry in the aquatic system have not
yet been fully studied. These aspects include
adsorption onto particulate and metal mobility
(smks) rate of oxidation-reduction involving the
pair Hg%Hg?*, methylation and de-methylation
rates in tropical envu‘onments and comparative
acute toxicity of Hg® and Hg?* species to the biota.

In this paper the acute toxicity of elemental
mercury, Hg', compared to that of mercuric ions,
Hg?* in aqueous culture medium are investigated .
Toxicity was evaluated by measuring the inhibition
in the bacterial respiration of Escherichia coli
cultures Some aspects of the reduction of Hg?* ions
to Hg® due to the glucose present in the culture
medium, and the possible consequences that it may
bring to the final analysis of the toxicity test are also
discussed.

Materials and Methods

Toxicity test

The procedure used to monitor the inhibition in the
microbial respiration has been described in details
by Jardim et al. (1950). The Flow Injection Analysis
(FIA) method used to determine the CO:
concentration in the aqueous culture medium was
further discussed by Jardim er al. (1991), and a brief
description of the experimental procedure is
presented below.

The bacterial used in the respirometric acute
toxicity test (Escherichia coli) was provided by
Fundagdo Tropical de Pesquisa e Tecnologia André
Tosello (CCT 0548). originally obtained from the
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American Type Culture Collection (ATCC 25922).
In the bioassay, the incubated culture medium was
contaminated with 10 and 50 I L™ of Hg? (as
HgCl), or 5 10° ug L' of Hg". The aqueous CO,
produced due to the bacterial respiration and trapped
in the medium was analysed by FIA with a
conductometric detector. The E. coli culture
medium was prepared by adding 20 g of ghucose
(D-glucose monohydrated), 7 g of KoHPO,4, 3 g of
KHzPOq4, 1 g of (NH4);S04, 0.5 g of sodium citrate
and 0.1 g of MgS0,4.7 H,0 to 1 L of distilled water.
The pH of the medium was adjusted to 7.20 using
KOH IM. All the experiments were conducted
using a water bath at 37°C,

Determination of CO;

A small volume (100 pL) of the sample containing
the inorganic carbon species (CO,, HCO;, and
CO3 %) was injected into a carrier fluid of
deionized, COp-free water, which mixed with a
diluted acid stream (0.2 mM H>804). The CO, gas
formed in the medium diffused through a PTFE
membrane towards another deionized water stream
continuously flowing through a conductometric
detector. The increase in the conductance is
proportional to the total CO? concentration present
in the sample,

In the experiments, the initial bacterial
population was set at 8 x 10 cells mL,
corresponding to an initial concentration of
dissolved CO; ranging from 0.40 to 0.45 mM under
the experimental conditions described.

Mercury determination

Mercury was determined using the Cold Vapour
Atomic Absorption (CVAA) technique adapted to
FIA described elsewhere (Pasquini et al., 1988),
The limit of detection was 0.1 pg L~! of mercury
using 600 kL of sample at an analytical frequency
of 60 samples h™'. The system consists of two
carriers containing 5% solution (v/v) of HNO;. The
addition of a 10% (w/v) solution of SnCi; oceurs in
confluence to promote the reduction of Hg2* ions to
the elemental form. Differentiation of Hp>* and Hg®
species were obtained when the same sample was
analysed with and without the reductant, The
concentration of elemental mercury was obtained
from the difference.

Results and Discussion

In bioassays using aquatic organism, the
composition of the extracellular medium ijs
responsible for a large number of processes that
control the availability of stressing agent to the
organist (Dodge and Theis, 1979; Nor, 1990). In
the case of volatile weak acids and bases, pH is the
master variable in the culture medium, and any
change in this parameter reflects in the toxic
response observed. For most metals, complexed and
free species, as well as reduced and oxidised forms
may present different toxicity to the same fest
organism. For instance, Babich and Stotzky (1979)
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Figure 1 Varoiation in {he concentration of total
mercury ({Hg"] + [Hg +]) as a function of time in the
culture medium containing 2% (+) and 4% (%) glucose
compared 10 the same medium with no ﬁlucasc ().
Initial metal concentration of 50 ug L™ supplied as
mercuric ions and at 37°C.

compared the toxicity of mercury to bacteria and
bacteriophages in marine and fresh waters. Both
organisms showed higher resistance to the metal in
the presence of chloride when compared to low
salinity waters, indicating that complexed species
(HgCls /HgCls ) were much less toxic than Hg*
ions,

The behaviour of Hg?* species in the culture
medium under the experimental conditions used in
the bioassays is shown in Figure 1. It is important
to mention that values plotted as a function of time
refer to the total metal concentration, where
[Hg] = [Hg% + [Hg™]. It can be seen that, when
spiked with 50 ug L™ of Hg®" ions, the total
mercury concentration in the medium remains
basically the same over 60 min in the absence of
glucose. However, when in the presence of 2% and
4% of glucose, a slight decrease in total mercury
concentration was observed in the same interval of
time, reaching 38.7 and 38.6 pg L respectively. In
the sugar-free medium, this value was 45.9 pg L,
This corresponds to an average loss of 22% in the
glucose enriched medium compared to 10%
observed in the absence of glucose.

Figure 2 shows the variation in the
concentration of the Hg” species alone under the
same experimental conditions. In the presence of
2% and 4% glucose, the concentration of Hg’
increases in the first 15 min up to a maximum,
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Figure 2 Varumon in the concentration of elemental
mercury (Hg ) as a function of time in the culture
medium containing 2% (+) and 4% (*) glucose

compared to the same medium with no glucose (-).
Other conditions as in Figure 1.

showing after this a steady decrease, reaching 38.6
and 37.5 pg L1 respectively. This corresponds to an
average loss of 24% of the initial concentration,
most probably caused by volatilisation of metallic
mercury favoured at 37°C, and formed due to the
reduction of mercuric ions by the glucose present in
the culture medium. As expected, m the absence of
glucose, the concentration of Hg® is much lower,
decreasing from 9.9 down to 4.8 pg L~ during the
length of the experiment. As expected, when citrate
is used instead of glucose, the reduction of mercuric
ions was largely inhibited.

Although the data discussed so far are of
extreme importance to elucidate some key aspects
of mercury aqueous chemistry and their correlated
toxic effects on microbial communities, they were
obtained in a bacterial-free culture medium. Since
particulate matter (bacterial cell walls in this case)
can act as strong adsorbent m aqueous medium,
possible adsorption of both Hg® and Hg?*, species
onto the microbes were aiso investigated. The
results obtained using 50 pg L™! of Hg?* and 5,000
ng L' of Hg? are presented in Table 1. Here, the
values obtained as a function of time refers to the
total concentration of mercury present in the culture
medium, As can be seen, the concentration of total
mercury present in the medium spiked with 50
pg L! of Hg?* decreases from 47.1 to 13.8 pug L1
within 60 min, whereas in the presence of 5,000
pg L1 of Hg, this variation was not so marked and

Table 1 Total mercury concentration present as
dissolved form in the culture medium containing 8
16® celis mL™!

Time Hg** Hg?
(min) (50 pgL™) (5x10° pgL )
0 47.1 84
20 420 72
40 264 84
60 13.8 103
/L.
6 Hgl (wg/L)
s -
4 -
2 -
o ] 1 ) 1 3 't
0 10 20 30 40 50 80 70

Time (min)

FI?I‘E 3 Variation in the concentration of Hg {.) and
(*) in the culture medium containing 2%
glucose in the presence of bacteria and contaminated

with 5,000 mg L™ of Hg®.

the mercury concentration oscillated around 8
pg L! in the aqueous phase. Since mercury
speciation was not carried out under these
conditions, preferential adsorption of Hg?* and Hg®
onto E. coli cells could not be evaluated.
Another aspect of extreme importance
observed in this study concerns the solubilisation
followed by oxidation of mercury in the medium
contaminated with 5,000 pg 1! of Hg?, as predicted
by equations (1) and (2).
Hg® ) <= HE? (ag) (1)
Hgl H)@ng",qﬁ% E®=-0.85 )
Figure 3 shows the variation in the
concentration of both Hg® and Hg?* species detected
in the microbial culture medium containing bactena
as a function of time. As the concentration of Hg®
increases from 1.2 to 3.3 pgL™! due to the
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Figure 4 Inhibition in the respiration of E. coli
cultures contammated with 10 and 50 ng L™ -1 of ng"',

and 5,000 pg L~ of Hgo compared to the control that
received no mercury.

solubilisation of metallic mercury, the concentration
of Hg?" ions varies around the value of 7 ug L™ in
the same interval of time.

Based upon this data, if one assumes that
mercuric ions are the major responsible for the
inhibition in the respiration of E. coli, then the toxic
effects observed using 5,000 ug L' of Hg? should
be equivalent to the effects observed in a solution
containing approximately 10 ugL™' of Hg?".
Indeed, hypothesis has been proved to be correct as
shown in Figure 4.

Bacteria response to the stress caused by 10
and 50 pg L of Hg?* compared to 5,000 pug L™ of
Hg® are presented in Figure 4. As expected, the
inhibition in the microbial respiration, compared to
the control that received no spike of metal, is very
similar to the one observed when in the presence of
10 ppb of mercury, but slightly lower than the one
observed in the medium with 50 ppb of metal.

Conclusion

It has been shown that glucose (E° = -0.72 V),
provided as the organic carbon source in microbial
culture media is able to reduce Hg?* 1ons to the
much less deleterious elemental form (Hg®. When
citrate is used to replace glucose, no substantial
reduction is observed.

Acute toxicity tests using E. coli show that the
inhibition in the microbial respiration stressed with
5,000 pg L™ of Hg® were similar to that observed
for 10 ug L' of Hg?* after 60 min. This difference
in the microbial response was predicted based upon

the aqueous chemistry of the Hg?* species in the
presence of glucose acting as reductant in the culture
medium.

The reduction of the very toxic Hg?* species to
the much less deleterious form of the reduced metal,

followed by losses from the culture medium due to

volatilisation, poses a totally new situation
compared to the initial conditions set in the bioassay,
since the toxic species may no longer play an
important role under this actual scenario.
Consequently, the assessment of mercury impact in
the environment, which is heavily subsidised by
data from acute toxicity tests, may be much
influenced by bias generated under experimental
conditions similar to the ones described in this

paper.
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Errata

No artigo encontrado no apéndice considerar a seguinte corregio:
onde se 1& 5,000 »g/L substituir a unidade por mg/L.



