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4. Testes bacterianos




* Importancia da enumeracao de coliformes em alimentos

= Microrganismos indicadores de condi¢cGes higiénico-sanitarias
Insatisfatorias: sao grupos de organismos que quando
presentes em um alimento fornecem informacgcdes sobre a
ocorréncia de contaminacao de origem fecal, sobre a provavel
presenca de patogenos.




Caracteristicas de um bom indicador de
contaminacao fecal

Réapida e facil deteccéao

Nao deve estar presente como contaminante natural do
alimento

Habitat exclusivo:trato intestinal

Ocorrer em numeros altos nas fezes




- Caracteristicas de um bom indicador de contaminacéo fecal

- Em alimentos processados, a presenca de um numero
consideravel de coliformes indica:

- Processamento térmico inadequado e/ou recontaminacao pos
processamento

- Proliferacao microbiana que poderia permitir a
de mos patogénicos




Caracteristicas de um bom indicador de contaminacao fecal

E. coli como indicador: habitat: trato intestinal de animais;
COLIFORMES TOTAIS OU GRUPO COLIFORME:

Familia Enterobacteriaceae

Bastonetes Gram negativos, nao formadores.de esporos,
fermentam a lactose com producdo de acido e gas a 35-
37°C/24-48h

Existem os fermentadores tardios de lactose!!!!
Géneros:

Escherichia (s0 a E. coli tem como habitat primarioto trato
intestinal). E. coli € um bom indicador: habitat: trato intestinal
de animais;

Enterobacter
Citrobacter
Klebsiella






COLIFORMES FECAIS (termotolerantes)

- Os coliformes termotolerantes fazem parte do grupo
coliformes totais.

Caracteristica: continuam fermentando a lactose com
producao de acido e gas quando incubados a 44,5 0,5°C /24-

48h:
90% das culturas de E. coli sao positivas;

Apenas algumas cepas de Enterobacter e Klebisiella
apresentam esta caracteristica;

E. coli (varios sorotipos)



« Aspectos da Escherichia coli
+ CLASSIFICACAO

ENTEROPATOGENICA CLASSICA (EPEC)
ENTEROTOXIGENICA (ETEC)

ENTEROINVASORA (EIEC)

ENTEROHEMORRAGICA (EHEC)
FACULTATIVAMENTE ENTEROPATOGENICA (FEEC)
ENTEROAGREGATIVA (EAggEC)



. Enterites por E. coli - EPEC

e EPEC ("Enteropathogenic E.coli" ; E.coli Enteropatogénica)
é uma doenca diarreica, do tipo nao sanguinolento
epidémicas em criancas, especialmente em paises pobres.

Gastroenterite em criancas
Dores abdominais, vomito e febre
Duracao 6h a 3 dias

Capacidade de adesao a mucosa intestinal- destruicao das
vilosidades intestinais



« Enfermidade transmitida por alimentos - EIEC

- EIEC ("Enteroinvasive E.coli" ; E.coli Enteroinvasiva): sao
Invasivas e destrutivas da mucosa Iintestinal, causando
ulceras e nilamacao. O resultado é diarreia aquosa inicial
seguida de diarreia com sangue e muco, semelhante a da
disenteria bacteriana, em 8 — 44 horas.



http://pt.wikipedia.org/wiki/Mucosa
http://pt.wikipedia.org/wiki/Inflama%C3%A7%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Disenteria_bacteriana
http://pt.wikipedia.org/wiki/Disenteria_bacteriana
http://pt.wikipedia.org/wiki/Disenteria_bacteriana

+ Enfermidade transmitiada por alimentos -
ETEC

Capazes de produzir enterotoxinas
Diarréia aguosa, febre baixa, doresa bdominais, nauseas

Forma mais severa: semelhante a colera: fezes tipo agua de
arroz —desidratacao

Pl: 8-44h




Enfermidade
EHEC

e (Gado reservatorio natural
e Sintomas:

E. coli. O157:H7 —"doenca do
hamburguer”

Producao de citotoxinas

e Colite  hemorragica: dores

abdominais severas e diarréia
aguda, seguida de diarréia
sanguinolenta, sem febre

Pl: 3-9 dias

Pode evoluir para sindrome
urémica hemolitica (grave)

transmitida

PoOr

alimentos
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ESCHERICHIA COLI

Nomes populares:
Diarreia sanguinolenta;

Colite hemorragica.




ESCHERICHIA COLI

Agente causador:

e Bacilo Gram-negativo - Famila
Enterobacteriacea -  Escherichia »,.coli
produtora de verotoxinas (V11 e VT2) ou
toxina de Shiga (STX1 e STX2) tambéem
conhecidas como VTEC ou STEC. A cepa
tipo € a E. coli 0157:H7. Mais de 400
sorotipos diferentes de E. coli produzem
verotoxina.



ESCHERICHIA COLI

e Espeécies acometidas:

e Ruminantes: bovinos, ovinos, caprines.

- .




ESCHERICHIA COLI

Sintomas nos seres humanos:

e Diarreia;

e Diarreia sanguinolenta,

e Sindrome Hemolitica Uréemica (SHU);

e PUrpura Trombocitopénica Trombotica
(PTT).



ESCHERICHIA COLI

Formas de transmissao:

e Humanos: Ingestao de agua e alimentos
contaminados por fezes de  animais
Infectados.

e Animais: Geralmente ocorre por ingestao de
agua ou alimentos contaminados por fezes de
animais doentes ou de portadores.



ESCHERICHIA COLI

Diagnostico:
e Humanos: Isolamento da E. coli O157:H7

ou pela deteccao de verotoxinas livres em
fezes diarreicas e nos alimentos suspeltos.

e Animais: Isolamento da E. coli O157:H/
nas fezes.



ESCHERICHIA COLI

Notificacao Obrigatoria:

Sim.




Historico

e A partir da decada de 1980, inumeros
surtos e casos esporadicos de infecgoes por
O157:H7 foram descritos na Americando
Norte, Europa, Africa, Asia e América
Latina.



Ciclo Epidemioldgico e g
e Cepas VTIEC sobrevivem, por meses, nas

fezes, No solo e na agua contammados com
matéria fecal.

e A E. coli O157:H7 pode sobreviver em
condicoes de baixo pH como nos sucaos e nas
carnes fermentadas. As verduras podem Ser
contaminadas durante o cultivo atraves da
Irrigacao com agua contaminada.

e Ruminantes saudaveis, incluindo bovings,
ovinos, veados e cabras, carregam cepas
\VA =&



Evolucao da Doenca

e periodo de incubacao varia de trés a oito
dias, com um periodo mediano de.trés a
quatro dias. ApOs esse periodo, »0S
pacientes apresentam dores abdominais e
diarreia nao sanguinolenta, progredindo na
maioria dos ESCHERICHIA  COLI
ENTEROHEMORRAGICA O157:H7 72
casos para diarreila sanguinolenta, apos
dois a trés dias.



Formas de Transmissao

I




Prevencao e Controle

e A deteccao do patogeno E. coli O157:H7 deve
ser notificada, assim como o0 material de
laboratorio devera ser encaminhado. para o0
Instituto Adolfo Lutz para outros testes de
ESCHERICHIA ) COLI
ENTEROHEMORRAGICA  0O157:H7 Iz
confirmacao ou subtipagem (Pulsed-field). Os
obitos por doenca diarreica aguda devem ser
Imediatamente  notificados a  vigilancia
epidemiologica. As notificagcoes devem ser feitas
as equipes de vigilancia regional, Municipal, ou
entdo, a Central de Vigilancia Epidemioldgica.



 TESTES DA COLIMETRIA
Dividido em:

PRESUNTIVO

CONFIRMATIVO

COMPLETO




Teste presuntivo

Este teste € realizado tanto para coliforme total como para
coliforme fecal.

Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST) com tubos de Durham
Invertidos

Trés séries de trés tubos
Incubacao :35-37-C por 24-48 h.

Leitura: Os coliformes utilizam a lactose produzindo acido e
gas, sendo este detectado no teste presuntivo atraves da
retencao de gas no tubo de Durham.



Execucio do teste

Teste presuntivo

al tomar uma bateria contendo 15 tubos de ensaio
distribuidos de 5 em 5;

nos primeiros 5 tubos, (o5 que contém caldo
lactosado de concentracio duplal inocular com
pipeta esterilizada, 10 ml da amostra de agua a ser
examinada, em cada tubo. (Diluicdo 1:1);

nos 10 tubos restantes (os que contém caldo lactosado
de concentracio simples), inocular nos 5 primeiros, 1
ml da amestra (Diluicio 1:10] e nos 5 Gltimos tubos,
inocular 0,1 ml da ameostra, em cada tubo. (Diluicio
1:100). Ver pagina 15;

misturar;
incubar a 35 = 0,5% C durante 24/48 horas;

se no final de 24/48 horas, houver a formacao de
gas dentro do tubo de Durhan, significa que o teste
Presuntivo foi Positivo. Neste caso, fazer o teste
confirmativo. Se nao houver a formacao de gas durante
o periodo de incubacio, o exame termina nesta fase
e o resultado do teste € considerado negativo.

Observacio: Mo lugar do caldo Lactosado pode ser usado o
caldo Lauril Triptose.




25z da annstra + 225ml
=5P0,1%

Incubacio a
> 35°C/48h

LST 10-3

LST 10-2




 Teste confirmativo para Coliforme Total

Os tubos positivos no teste presuntivo sdo semeados em
Caldo Verde Brilhante Bile Lactose (VBBL) com tubos de
Durham em seu interior

Incubacao:35-37-C por 24-48 h.

Leitura: os tubos com producéo de gas = positi
confirmativo.

Calculo do Numero Mais Provavel (NMP)
ColiformesTotals.



Teste confirmativo

al tomar o numero de tubos do Teste Presuntivo que
deram Positivos (Formacido de gas) nas 3 diluices 1:
1; 1:10 e 1:100;

bl tomar igual nimero de tubos contendo o meio de
Cultura Verde Brilhante Bile a 2%;

c/] com a alca de platina, previamente flambada e fria,
retirar de cada tubo positive uma porcao de amostra

e inocular no tubo correspondente contendo o
meio Verde Brilhante. Este procedimento chama-se
repicagem;

d) identificar os tubos;

e incubar durante 24/48 horas a 35 = 0,5°C;

fl se no final do pericdo de 24/48 horas houver a
formacaoc de gas dentro do tubo de Durhan o teste &
considerado Positive. Caso nao haja formacae de gas,
o teste &€ considerado negativo.




Fases do teste

Inccular em Cl ou CLT &

nocular por 24 = 2 hs a 75=
o 5hC

4| Faormagio de gpas owu IF| Awsénoia de ga: ou
crescimento forte. produgio duvidesa. Incubar
Confirmarem VF a 35 = 0.5'C € »

durante 2448 hora:

por + 24 horas

il it
= . el -
y Tl i i ¥
1} Mio produz pas. 2| Produz gis. Il Frodegio de pis ou 2| Amifmcla de pis.
Anséncly do prupe Crupo colHorma produpie duvidosa = teste mapathve para o
oolifarms confimado. crasciranco farms. grupo celforrne

Conflmaar coreo am (A

Nota: CL = Caldo lactosado
CLT = Caldo lauril triptose
VB = Verde brilhante bile a 2%




Expressao dos resultados

a)

os resultados sao expressos em N.M.P (MOmero Mais
Provavel) /100 ml de amostra.

para se determinar o M.M.P, verifica-se a combinacao
formada pelo niumero de tubos positives que
apresentaram as diluicdes 1:1; 1:10 e 1:100 no Teste
Confirmative.

Exemplo:

a)

b

c)

)
)

nos 5 tubos da diluicdo 1:1, obtiveram-se 3 tubos
positivos;

nos 5 tubos da diluiciao 1:10, obtiveram-se 2 tubos
positivos;

nos 5 tubos da diluicdo 1:100, obteve-se 1 tubo
positivo;

formou-se, portanto, a combinacio 3-2-1;

determina-se o N_M.P consultando a tabela 1.

Se nao quiser trabalhar com 15 tubos para determinar o NMP
fazer apenas 5 tubos na diluicio 1:1 {10 ml do meio de
cultura + 10 ml da amostra) e calcular o NMP consultando

a tabela 2.




Tabela 1 — do NMP com limite de confianca de 95% para
varias combinacoes de resultados positivos quando 5 tubos

sd0 usados para cada diluicido (10 ml, 1,0 ml e 0,1 ml) MNMPR 100 ml mm
-3- 240 10 'i|-1-|:

0-0-0 5 .

0-0-1 N 10 1o 5-5-1 Fo0o 1 0:0 15300
g-1- z 1.4 e 5-5-1 500 100 2000
oa : o " 5-5-F 300 00 2900
1-0-1 4 1o I3 5-5-4 1600 o0 5300
1-1-0 4 1.0 15 - )

1-1-1 8 1.0 18 5-5-5 =1a00 - -
1-2-0 § 20 15

o 2 - - Fonte: APHA. 1985

210 7 10 T

2-1-1 ] 7.0 24

224 ] 7.0 23

230 12 5.0 19

3-0-0 7 7.0 24

3-0-1 1" 40 19

3-1-0 1 40 19

3-1-1 14 6.0 75

3-2-0 14 6.0 73

3-2-1 17 7.0 40

100 7 5.0 78

201 7 7.0 43

210 I; 7.0 46

411 21 0.0 35

FRE) 26 12 &7

4240 22 8.0 36

FEE 26 12 &3

430 27 12 &7

FER 77 15 77

249 74 16 g0

5-0-0 23 g 56

5-0-1 70 ] 10

5-0-2 40 10 140

5-1-0 7 10 120

5-1-1 50 0 150

§-1-2 &0 30 1580

5-2-0 50 0 170

§-2-1 70 30 20

§-2-3 %0 40 250

5-3-0 g0 30 250

§5-3-1 110 40 700

§5-3-2 140 &0 760

5-7-3 170 g0 210

5-4-0 130 50 790

§5-4-1 170 70 250

§5-4-3 220 100 560

§5-4-3 250 120 &30




Coliformes termotolerantes
Metodo dos tubos multiplos

Material necessario:

al tubos de ensaio com Meio EC;
b} bico de Bunsen ou lamparina a alcool;
c) alca de platina;

d) banho-maria.
CEEEEEE— |



Execucio do ensaio

al

c)

|

e

f)

tomar todos os tubos do Teste Presuntive que deram
Positivos (Formacao de gas) e todos os tubos negativos

em que houve crescimento apos 48 horas, nas 3
diluicoes (1:1; 1:10 e 1:100J;

transferir, com alca de platina tlambada e fria, uma
porcio para os tubos de ensaio contento o meio EC;

misturar e deixar todos os tubos em banho de agua
durante 30 minutos;

incubar em banho-maria a 44,5 + 0,22 C durante 24 =
2 horas;

se no final de 24 horas ou menos houver a formacao de gas,
esta indicado a presenca de coliformes de origem fecal;

calcular o N.M_P consultando a tabela 1.

ota: Este enszaio deve ser realizado zimultaneamente com o

Teste Confirmativo para Colitormes: Totais.

bservacio: Fazer sempre este exame toda vez que forem

realizado: testez confirmativo para coliformes
totais.




Tubos LST positivos:
Exermplo
diuicdn 10-1
3 tubos positrvos \\

Z NMP

Caldo {“aldo VEEL
EC

35-37 *Cf24-43h

445 °C.124-45h







Teste confirmativo para Coliforme Fecal (coliformes
termotolerantes)

Tubos positivos no teste presuntivo - Caldo Escherichia coli
(EC) contendo tubos de Durham em seu interior.

Incubacao: 44,5 =+ 0,5°C por 24-48 h.

Leitura: os tubos com producao de gas = + para o teste
confirmativo.

Calculo do Numero Mais Provavel (NMP) para
45°C.

a



« Teste em placa para coliformes termotolerantes e E. coli.

Os tubos positivos no teste confirmativo (VBBL) foram
semeados para o meio EMB (Eosina Metileno Blue) - possui
sais biliares que inibem o crescimento de bactérias Gram (+),
favorecendo o crescimento das Gram (-).

A placa foi dividida de acordo com o numero de, diluicoes
positivas no VBBL,;

Semeadura por estriamento do inoculo no meio de cultura.
Incubacao foi a 35-37°C por 24h;

Leitura: As UFC sao petras com ou sem brilho \verde
metalico (suspeita de E. coli), os outros CT (Enterobacter,
Citrobacter e Klebisiella) apresentam UFC mucdides el com
tendéncia a se confluirem.






Tubos LST positivos:

Ezemplo
dibuicdo 10-1
3 tuhos positrvos

s
sl

Caldo Caldo VEEL
EC

44,5 DC. .||124'48h 35'3? D':fzq'-'q'gh

—




Il. Indicadores microbioldgicos: coliformes fecais na agua
e alimentos.

A agua potavel é isenta de microrganismos patogénicos e de
bactérias indicadoras de contaminacao fecal.

Os Indicadores de contaminacao fecal, tradicionalmente
aceitos, pertencem a um grupo de bactérias denominadas
coliformes. O principal representante desse grupo de bactérias
chama-se Escherichia coli. Outros géneros sao Enterococcus,
Citrobacter, Klebsiella. A familia € Enterobacteriaceae

Avalia-se a presenca de coliformes totais e coliformes
termotolerantes, no caso, visando E. coli.

Outra possibilidade € a contagem de bactérias heterotroficas
em geral. A contagem padréo de bactérias nao deve exceder a
500 Unidades Formadoras de Colonias por 1 mililitro de

Y Ve o Vol B ol N N AN



Il. Aspectos gerais.

Bactérias do grupo coliforme sao bacilos Gram negativos,
aerobios ou anaerobios facultativos que fermentam a lactose a
35-37°C, produzindo acido, gas e aldeido em um prazo de 24-
48 horas. Sao oxidase-negativos e nao formam esporos.

Os coliformes totais sao expressos em NMP/200 ml, que
significa nUmero mais provavel de organismos / 100 mil.

Justificativa:

- estao presentes nas fezes de animais de sangue guente,
Inclusive os seres humanos;

- Sua presenca ha agua possui uma relacao direta com'o grau
de contaminacao fecal. Permanecem mais tempo na agua do
gue outras bactérias, sendo menos exigentes, mas nao Se
multiplicam; sao mais resistentes aos saneantes;



Il. Indicadores microbiologicos: coliformes fecais.

- sao facilmente detectaveis e guantificaveis;

- O grupo dos coliformes €& pratico em termos de descricao:
sao G-, anaerobicos facultativos, pequenos bacilos que
fermentam lactose para produzir acido e gas em 48 h a 35°C.

termotolerante. A
Importantéyporque

- O subgrupo onde encontra-se E. coli
Incubacéao e feita a 44,5°C. Esta distincao
exclui os coliformes ambientais.

é
é

- Mesmo no subgrupo de E. coli, é preciso diferenciar-se de
outra bactéria, Klebsiella, por técnica especifica.



Il. Indicadores microbiologicos: coliformes fecais.

O uso de coliformes fecais como indicadores da qualidade da
agua remonta a 1892 e foi proposto por Shardinger

Os Iindicadores sao principalmente a contagem padrao e
densidade.

A contagem padrao € expressa em NMP. Na primeira fase,
conclui-se o NMP para coliformes totais. Ha o teste presuntivo
(meio LST) e o teste confirmativo (meio BGLB).

Depois procede-se o NMP para coliformes | fecais
(termotolerantes). Trata-se de um teste confirmativo com meio
EC, incubado agora a 44-45°C.



Il. Indicadores microbiologicos: coliformes fecais.

A seguir, pode-se confirmar que trata-se de E. coli com meio
de cultura especifico. Uma alca do tubo EC positivo é
Inoculada em placa de Petry com meio L-BEM, 18-24 h a 35°C.
Cinco coldnias suspeitas sao novamente subemtidas a
Inoculacao e preparo de Gram. Pode resultar num NMP
especifico de E. coli.

Algumas vezes é usada a simples presenca de ‘E. coli, ypor
metodo colorimétrico.

A FUNASA descreve metodologia baseada em Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater.

Estudar as etapas da deteccao no manual da FUNASA.



" incubacdo :35-37°C por 24 h.
. Leitura: As UFC sdo pretas com brilho verde
- metalico (suspeita de E. coli).
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- Teste de toxicidade aguda com Vibrio fischeri (Sistema
Microtox®)

O teste de toxicidade aguda com a bactéeria luminescente
Vibrio fischeri foi elaborado para avaliacdo da qualidade da
agua e de sedimentos.

V. fischeri € uma enterobactéria, Gram negativa, pertencente
a familia Vibrionaceae, uma grande familia consistindo em
muitas espécies, que sao caracterizadas pela

cooperacao e interacao com tecidos de outros animais.

V. fischeri tem uma distribuicao global, principalmente em
aguas temperadas e subtropicais onde ocupa uma variedade
de nichos.



- Teste de toxicidade aguda com Vibrio fischeri (Sistema
Microtox®)

A Dbioluminescéncia produzida pela bactéria marinha V.
fischeri € a base para varios bioensaios de toxicidade, onde &
utiizada para avaliar desde a toxicidade de agua
contaminada, sedimentos de solo, agua pluvial, entre outros.

- Em todos esses sistemas a toxicidade € avaliada medindo
até que ponto a substancia causa inibicao sobre.a emissao de

- luz pelas bactérias.

- De acordo com White (2000) bioluminescéncia € a emissao
de luz por organismos vivos. Dentre os diversos organisSmos
gue emitem luz podemos encontrar representantes das algas
(dinoflagelados), fungos, camarfes, Iinsetos, peixes e
bacterias.



- Teste de toxicidade aguda com Vibrio fischeri (Sistema
Microtox®)

Embora alguns vivam no solo ou em ambientes de agua
doce, a maioria sao organismos marinhos.

De fato, a maioria das espécies que vivem a uma
profundidade de aproximadamente 200 — 1000 metros séao
bioluminescentes.

- A vantagem de sobrevivéncia de um organismo_especifico
gue € bioluminescente sem duvida nenhuma reflete no nicho
desse organismo.

- Em alguns casos, bioluminescéncia ¢é usada' para
comunicacgoes intraespecificas, para cacar ou atrair presas.



- Teste de toxicidade aguda com Vibrio fischeri (Sistema
Microtox®)

- Com relacao a bacteria luminescente é razoavel sugerir que
a habilidade para bioluminescéncia seja um fator para a
bactéria ser alojada por um hospedeiro e assim conseguir um
beneficio no meio ambiente, inclusive nutrientes.

- Assim podemos imaginar que a bactéria que normalmente
vive no intestino de peixes pode aumentar a probabilidade de
ser ingerida se ela emitir luz num ambiente' escure, de
profundezas enquanto coloniza particulas que ‘0S peixes
poderiam ver com mais facilidade e entao ingeri-las.

- Bactérias marinhas luminescentes podem ser isoladas de
Intestinos de peixes e Iinvertebrados, em crescimento
saprofito em organismos marinhos mortos (peixes,
crustaceos), principalmente em crescimento simbiontico, nOs
orgaos leves de peixes, camardoes em parte do plancton.



- Teste de toxicidade aguda com Vibrio fischeri (Sistema
Microtox®)

- Sao muitas as vantagens para o organismo que hospeda as
bactérias luminescentes.

- Algumas espécies de bactérias luminescentes vivem em
associacao de simbiose nos orgaos leves de peixes. Orgaos
leves nos peixes consistem em tubos ou canais,.densamente
preenchidos extracelularmente com bactérias, que ecenectam
com o exterior por poros do qual a bactéria pode saim.nos
Intestinos ou na agua do mar, dependendo da localizacao de
orgao leve.

- A maioria dos o6rgaos que abrigam bactérias, sdo internos e
sao derivados de extensOes do trato intestinal.

- Provavelmente o objetivo desses orgaos internos leves seria
no auxilio aos peixes numa iluminacao controlada por eles.



- Teste de toxicidade aguda com Vibrio fischeri (Sistema
Microtox®)

A bactéria V. fischeri vive a densidades muito altas
(aproximadamente 10 1t células/mL).

Também ocorre em vida livre no oceano, mas em
densidades bem mais baixas (menores de 102 células/ml).

Os resultados sao apresentados como classificagao em
classes, conforme a toxicidade das amostras. A expressae, é
CoOmo:

CE,,, concentracao da amostra que causa 20% de efeito
toxico (inibicdo de emissao de luz da bactéria).



 Teste de toxicidade aguda com Vibrio fischeri

Esse teste se baseia na medida da luminescéncia produzida
naturalmente por uma cultura de aproximadamente um milhao
de células de Vibrio fischeri.

Quando a bactéria entra em contato com substancias
toxicas, as bactérias diminuem ou cessam a emissao de luz.

Esta diminuicao na emissao de luz pelas bactéerias € medida
em porcentagem de inibicao da luminescéncia.

Uma amostra é considerada toxica quando a mesma causar
uma Inibicao da luminescéncia igual ou maior que. 20%,
guando comparada com um controle negativo, gue ‘neste
caso € uma solucéao de cloreto de sodio 2% (m/v).

Como controle positivo do ensaio utliza-se testes com
solucao de ZnS0O4.7H20 100 mg/L.
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Figura 1 — Esquema do procedimento geral do teste de toxicidade aguda com a bacteria luminescente V.
1scheri.




» Teste de toxicidade aguda com Vibrio fischeri
O tempo de exposicao é geralmente de 15 minutos.

A emissao de luz € medida com um luminémetro de precisao.

Exemplo de um artigo: 5 réplicas de solubilizado de areia,
foram testados em dose Unica maxima e comparados com 5
replicas do controle negativo (solucdo de NaCl 2%n(m/v), a
mesma utilizada para a solubilizacao das amostras).

A cultura cultura bacteriana liofilizada foi reconstituida, e
diluida 1:10 em NaCl 2% (m/v) e volumes de 100 ‘uL sao
transferidos para cada uma das dez cubetas-teste.

Apos 15 minutos de estabilizacado da bactéria, mede-se a luz
emitida pela solucao de bactéria.



 Teste de toxicidade aguda com Vibrio fischeri

Entao adiciona-se 900 uL da solucao utilizada como controle
negativo em cinco cubetas-teste e 900 yL do solubilizado da
amostra nas outras cinco.

Apos 15 minutos, mede-se novamente a luz emitida.

Calcula-se a media das leituras finais do controlesnegativo
(Xc) e a média das leituras finais da amostra (Xa)ae a
porcentagem de inibicao da luminescéncia (%) causada pela
amostra, em relacao ao controle, usando a seguinte formula:

% = (Xc - Xa x 100) / Xc

As amostras cujos resultados da inibicao da emissao de luz
da bactéria foram superiores a 20% foram consideradas
toxicas.



Tabela 1. Relacdo das amostras coletadas e os respectivos Tahela ?. Médias da porcentagem de inibicdo das cinco

processos de moldagem.

Processo de

Numero de Amostras

réplicas dos solubilizados das amostras de areia virgem
avaliadas pelo teste de toxicidade aguda com ¥ fischeri. Entre

Empresa parénteses_ intervalo de confianca 95%.
moldagem Virgens  Residuais
Areia verde (areia/ . 1 Porcentagem de Inibicao da
hentonita/carvao) A 2 4 Amostra Luminescéncia (%)
B 1 2 A 13 (7.2a17)
F 1 2 A? 5(-1,7a12)
Resina B 21 (17 a 26)
. _ B 1 2
£& fenolica B2 2.6 (-1,326,6)
EY- . 1 2 C 23 (182 28)
2§  Resina C ] 2 D 08 (13a1l)
= .=  alquidica
= % Resina D2 -29(-59a0,1)
furanica 2 4 E 14 (11 a 16)
Total 9 18 F 0.6 (-5.4 a 6,6)




 Teste de toxicidade aguda com Vibrio fischeri

No teste com areias, concluius-e que o teste de toxicidade
aguda com Vibrio fischeri foi eficiente para comparar as
caracteristicas das areias virgens com as areias descartadas
de fundicoes com diferentes processos de moldagem,
possibilitando ainda correlacionar os resultados com o ligante
utilizado, diferenciando as amostras de areias verdes das
areias ligadas quimicamente.

Os residuos provenientes dos processos de moldagem que
empregam areias ligadas quimicamente apresentaram-se
positivos para o teste utilizado.

Mais estudos sdo necessarios para se elucidar quals 0S
compostos sao responsaveis pela inibicao de luz observada.



« Qutros aspectos do teste com Vibrio fischeri

Em alguns trabalhos com efluentes, os resultados sao
apresentados como categorias de toxicidade do materia.

Na tabela abaixo, observa-se estas categorias de acordo
com a diluicdo do efluente. A diluicao minima neste modo é
de 81,9%, acrescentando-se 1% de soluc;éio salina.

Tabela 15 Classmcai;am d::: teste de to:rlmdade aguda

 com Vibrio fischeri

NAO TOXICA CEx > 81,9%
MODERADAMENTE TOXICA|  50%< CEx =81,9%
25< CE,y = 50%
MUITO TOXICA CEx =25%




Teste de toxicidade aguda com Vibrio fischeri:
comparacoes com toxicidade sobre Daphnia magna.

Tabela 7 - Resultados dos testes de toxicidade
aguda no extrato solubilizado

Amostra Fator de toxicidade

Bactéria Vibrio fischeri  Microcrusticeo Daphnia magna

Residuo 01
Residuo 02
Residuo 03
Residuo 04
Residuo 05
Residuo 06
Residuo 07
Residuo 08
Residuo 09
Residuo 10
Residuo 11
Residuo 12
Residuo 13
Residuo 14
Residuo 15
Residuo 16
Residuo 17
Residuo 18




Universidade Estadual do Rio Grande do Sul
Bacharelado em Gestao Ambiental
Componente curricular: Microbiologia Ambiental
Aula 12b

Professor Antonio Ruas

1. Créditos: 60
2. Carga horaria semanal: 4
3. Semestre: 2°
4. Testes bacterianos: Salmonella /microsso




- Teste de genotoxicidade Salmonella / microssoma

OS PRINCIPIOS DO TESTE DE AMES (SALMONELLA/
MICROSOMO):

A avaliacao das substancias em relacao a mutagenicidade e
genotoxicidade sao baseadas em uma combinacao de testes
gue servem para a deteccao dos possiveis danos genéticos
associados a doencas humanas: mutagdo genética
(mutacOes pontuais, ou seja, exclusbes / Insergdes que
afetam o0s genes); clastogenicidade, ou seja, alteracoes
cromossOmicas estruturais e aneuploidia (aberracoes
cromossOmicas numericas).

Mesmo que se considere que nenhum unico ensaio detecte
todos os possiveis danos ao DNA, o teste de mutagenicidade
(conhecido como teste de Ames) deveria ser aplicado a
gualqguer nova substancia antes da mesma chegar a
populacao.



« Teste de genotoxicidade Salmonella / microssoma

O teste de Ames — desenvolvido pelo Dr. Bruce Ames e
colaboradores, — utiliza cepas de Salmonella typhimurium
com mutacbes em loci especifico responsavel pela
biossintese do aminoacido histidina, isto €, essas bactérias
nao sintetizam esse aminoacido e logo proliferam somente
em meio de cultura acrescido do mesmo.

O cientista percebeu que guando esses mutantes eram
submetidos a acao de um agente mutagénico, o genotipo his-
poderia ser modificado, revertido (his+).

Em contato com o agente mutagénico, algumas ceélulas
revertiam, passavam a proliferar e a formar colonias. A
reversao Indicava que existiam alteracbes nos codons
permitindo a célula bacteriana sintetizar o aminoacido €
multiplicar-se (Figura 1A e 1B).



« Teste de genotoxicidade Salmonella / microssoma

Ames e seus colaboradores agruparam algumas dessas
cepas de S. typhimurium com a intencao de serem usadas
para determinacao de substancias com potencial mutagénico
/ carcinogénico.

As cepas tinham como caracteristicas:
(1) determinar o tipo de lesédo no DNA;

(2) possuir um gene que confere aumento wha
permeabilidade da membrana (rfa) facilitando a entrada da
substancia teste pela ceélula bacteriana;

(3) apresentar mutacao do tipo delecao no gene (uvrB) gue
confere reparo a luz UV evitando que a célula consertasse o
dano induzido pelo agente teste;

(4) apresentar em plasmideos, marcadores de resisténcia a
antibioticos de forma seletiva evitando contaminacao| por
outras bactérias.



« Teste de genotoxicidade Salmonella / microssoma

O principio do teste é a deteccao de coldnias bacterianas
gue se formam em meio nutriente de composicao definida e
tornou-se muito difundido e internacionalmente aceito e
exigido pelos orgados que regulamentam o uso de farmacos,
cosméticos, pesticidas, e até alimentos, entre outras
aplicacoes.

As cepas padrao de S. typhimurium sugeridas para 0 ensaio
sao TA97, TA98, TA100 e TA102. No entanto, outras cepas
sao comparativamente usadas com estas, como as cepas
TA1535 e TA1538 para TA100 e TA98, respectivamente.



Tabela 1- Caracteristicas genotipicas e fenotipicas das cepas padrio sugeridas para o ensaio de teste de

Ames:

Cepa Mutacdo em His | Plasmideos Outras mutagdes Tipo de mutagio detectavel

TA97 ;::g?gjg pKM101 rfa AfuvrB chl bio) | Frameshift Adi¢do de um par G:C
TA98 hisD3052 pKM101 rfa AfuveB chl bio) | Frameshift Delecio de um par G:C
TA100 | hisG46 pKM101 #fa A(uveB chl bio) | Substituicio | G:C para A:T

TA102 | pAQI1 (hisG428) |pKM101, pAQ1 |rfa Substituigio | A:T para G:C

TA1535 | hisG46 #fa A(uveB chl bio) | Substituicio | G:C para A:T

TA1537 | hisC3076 #fa AfuveB chl bio) | Frameshift Adi¢do de um par G:C
TA1538 | hisG46 rfa AfuvrB chl bio) | Frameshift Delegdo de um par G:C




Teste de genotoxicidade Salmonella /  microssoma

O teste portanto, emprega linhagens de S. typhimurium
derivadas da linhagem parental LT2, auxotroficas para
histidina (his-), especialmente construidas para detectar
mutacoes do tipo deslocamento de quadro de leitura ou
substituicao de pares de base no DNA.

Essas linhagens sao incapazes de crescer em imeio de
cultura minimo, sem histidina, a menos que oOcokram
mutacdes que restaurem a sintese deste aminoacido.

A frequéncia de mutacao reversa e facilmente medida pela
contagem do numero de colonias que crescem em mMmeio
minimo apos a exposicao de uma populacao de celulasia um
agente mutageénico.



Teste de  genotoxicidade  Salmonella /  microssoma

A ativacao metabolica dos genotdxicos e carcinogénicos é
fundamental no teste e decorre da adicao de fragmentos do
microssoma, ou microssomais, de mamiferos.

Microssomas sédo areas ou partes do Reticulo
Endoplasmatico responsaveis pela metabolizacao de
moléculas toxicas. O microssoma usado € de ratos.

Desta forma o teste com bactérias simula o que ocorrereia
no organismo humano.



« Teste de genotoxicidade Salmonella /  microssoma

- Os compostos quimicos podem ser testados diretamente ou
dissolvidos em solventes apropriados, como por exemplo
agua destilada ou dimetilsulféxido (DMSO).

- As amostras ambientais liquidas como agua bruta, tratada e
efluentes podem ser testadas diretamente apos. esterilizacao
por membrana filtrante, porém s&o mals usualmente
submetidas a processos de concentracado e extracao
organica.

- Existem varios meéetodos de extracao organica, cada um
sendo preferencial para determinados grupos de substancias
quimicas, devendo-se, portanto, escolher o metodo| mais
apropriado para o tipo de amostra a ser analisada.






ENSAIO SALMONELLA/MICROSSOMA

- Teste de curta duracao = potencialidade
carcinogénica de substancias quimicas

 Alta Correlacao — organismos superiores

Aplicacao: substancias puras, farmacos
insumos agricolas

Uso em diagnostico ambiental
Utilizado em varias matrizes ambientais

!

LEGISLACAO




Ensaio Salmonella/microssoma

=S

Salmonella typhimurium

As bactérias voltam

aminoacido e formar
colénias (his+)

na presenca de um
agente mutagénico

a produzir o e

reverte a mutacao

Auxotroficas para o
aminoacido
Histidina (his’)

Em meio de cultura
minimo (sem
histidina) nao forma
colonias




ENSAIO SALMONELLA/MICROSSOMA

— Continuo aprimoramento — validacao internacional

— Ferramenta fundamental no conjunto de testes que
definem a potencialidade de compostos
cancerigenos genotoxicos

Revertentes para histidina 2 Difererjtes tipos de
mUtaQOeS No operon
da histidina




GENOTOXICIDADE

Y Teste de Ames - Ensaio Salmonella/microssoma

Metabolizacao hepatica: fracao microssomal S9

Degrada as substancias tornando-as menos
complexas; expressao da atividade mutagénica de
substancias que precisam ser metabolizadas




GENOTOXICIDADE

¥ Teste de Ames - Ensaio Salmonellamicrossoma

SUBSTANCIAS QUIMICAS
AMOSTRAS DE AGUA - rios, efluentes industriais

AMOSTRAS AMBIENTAIS SOLIDAS - residuos,
sedimentos e solos

v COMPARTIMENTO ATMOSFERICO
gases e material particulado

¥ Intensidade por unidade de amostra:

porcao linear da curva dose-resposta; expresso como numero de rev/g/L/m?



Universidade Federal do Rio Grande do Sul
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AVALIACAO GENOTOXICA PELO TESTE
SALMONELLA/MICROSSOMA E DETERMINACAO DE

“ONTAMINANTES QUIMICOS DE AMOSTRAS DE AGUA
SUPERFICIAL DA BACIA DO GUAIBA



Tabela 1 - Utilizagdo do feste SalmonellaMicrossoma na detecgdo de

contaminantes de agua com potencial genotoxico

Autorfano Amostra Sontaminaca Resultado

VARGAS et al | Rio Cai, Brasil Industrial, rural e Genotoxico
1988; 1993; 1995 urbana

ROLLA, 1995 Lago Guaiba, Brasil | Industria de polpa | Nao Genotoxico
e papel

FILIPIC. 1995 Rio Sora. Slovénia | urbana e aqgricola Genotoxico




Sistema Desligado

— .r’_'“] Ftp_Ermr:lr LA,
.

_— L 0
B _,l". T
_,—I-'--'-'-'- .I'. -\-\---\"—\_\_\__
_*—-'--- H: __-__'-—_
e
¢ ! ¢ T i fH i
1 [ {1 | ] [
rech l | A Genes Alo
Agente

GenotoXico p.\.ace Rech ativada

ﬂ_ T :' . Expressdo ou

: & ¥ Chvagem do super expressio
Dano ';'ﬂ DNA greca+ aTP 'yif] repressar Lexa ;, ; n
g & b3 ' A
:_- .__‘- ] ekl I',I_..'I et .

.. % Smal S0S5 Fal

s E:j] Ty | T- ,f’ NF 1'.__..'r
| | | | | |

rech JI ﬁ'n:. lexA Genes Ao

Reparacdo do Dano




Compostos Citocromo P- 450 no

Carcinogénicos ¢ Reticulo endoplasmatico
oukos poluenies
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Figura 2 — Esquema mostrando ativagao metabdlica de compostos policiclicos
apolares pelo sistema do citocromo P — 450 em uma célula tipica de mamifero,
formando intermediarios reativos que se ligam aos centros nucleofilicos do
DNA (Adaptado de FRIEDBERG et al.. 1995)



