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RESUMO. Os protocolos sobre os testes com biopesticidas
fornecem subsidios e dados a serem enviados para o
processo de registro de agentes microbianos. O objetivo
deles é avaliar a seguranga dos biopesticidas. Tais testes
sfo realizados visando estabelecer os possiveis efeitos em
seres humanos ¢ animais domésticos em trés fases
sucessivas, quando as analises microbiologicas sdo
realizadas em véanos tecidos, 6rgdos e fluidos corporais.
Entretanto, a abordagem desenvolvida para as andlises
quimicas, em relagio a estimativa da incerteza e validagiio
do método, nio é diretamente aplicavel a microbiologia e
nio ha um método geral especifico descrito para
biopesticidas. Também, a estimativa da incerteza quanto a
contagem do nimero de coldnias vidveis é dificil devido a
grande variabilidade do mimero de coldnias que determina
uma grande parte da incerteza. Dado o crescente interesse
nas analises microbiologicas de pesticidas, em particular
com a finalidade de acreditacdo de laboratdrios, o presente
trabaltho foca a estimativa da incerteza no contexto da
validagiio dos testes com mamiferos. Para tanto, ¢ discutido
um procedimento baseado na ISO/TS 19036 para
determinagBes quantitativas. A seguir, sera determinada a
viabilidade da adogdo deste procedimento. A validagio do
método ajudard na avaliagio comparativa das analises dos
biopesticidas em mamiferos realizadas em diferentes
laboratérios.

L.- Introducio

Uma vez que a sustentabilidade ambiental é um tema
abrangente a ser seguido, a politica agricola deve envolver
acdes que contribuem neste sentido. Porém, o uso de
insumos agricolas pode levar a um desequilibrio ambiental
desde que o homem através de suas a¢des pode
freqiientemente transformar um certo agro-ecossistema. O
interesse no uso de alternativas mais economicamente
vidveils e menos agressivas tem crescido consideravelmente
em resposta aos efeitos destas agSes & ao uso dos insumos
agricolas como também reflete o interesse crescente na
conservagdo dos recursos biolégicos e seu uso sustentavel.
Neste sentido, o uso de agentes microbianos de controle de
pestes agricolas tem sido uma prética efetiva e apropriada
para estes propositos.

No inicio da década de 90, foi observado no Brasil, um
aumento significativo no nimero de produios para controle
biologico. Este aumento pode ser creditado ao uso de

diretrizes e a implementagio de leis especificas brasileiras,
compativeis com o regulamento internacional. Desde 1994,
a Embrapa Mcio Ambiente vem trabalhando com essas
questdes, estabelecendo uma abordagem do potencial de
risco ambiental e¢nvolvido com a pratica do uso desses
agentes em agOes da area de pesquisa e de politicas
publicas (Castro et al., 1999, 2000, 2001), inicialmente
com a colaboragdo de pesquisadores da Agéncia de
Protegdo Ambiental dos Estados Unidos - USEPA. Bascada
nesta colaboragfo, foram propostas na ocasido dirstrizes
que subsidiam as agéncias regulatérias no Brasil.

Além do uso de agentes microbianos de controle
bioldgico, e de forma semelhante, a recupcragdo de areas
poluidas e degradadas pode ser feita pelo bioremediagéo
com o uso de agentes microbianos. Este processo introduz
processos biolégicos para a decomposigdo dos residuos que
favoreccrdo ¢ aumentardo a velocidade do processo de
degradacdo mnatural. A legislagio para os agentes
biorcmediadores est4 na fase final de andlise mas é
semeclhante a dos biopesticidas.

Os possiveis efeftos adversos produzidos pela introdugdo
de um microrganismo, biopesticida ou bioremediador,
podem ser resumidos em danos diretos e indiretos em
organismos ndo-alvo da comunidade local, inclusive a flora
¢ representantes de fauna dc importdncia econdmica,
ecolégica & ou social. Os possiveis efeitos adversos,
produzidos pela introdu¢do de um microrganismo, podem
ocorrer direta e indiretamente sobre organismos nio-alvo
da comunidade local. A possibilidade de sobrevivéncia,
multiplicag8o, persisténcia, disseminago e estabelecimento
de patogenicidade e toxicidade estfio envolvidas no risco
que um microrganismo pode apresentar para o ambientc.
Assim, a andlise de risco do uso desses agentes envolve a
obtengdo de medidas em laboratdrio antes de sua liberagéo,
por exemplo, sobre a satide, sobrevivéncia e reprodugio
dos organismos nfio-alvo.

2.- Material e Métodos
2.1 Biopesticidas e protocolos experimentais

A grande maioria dos agentes microbianos usados como
biopesticidas, uma vez que ocorrem naturalmenie e
geralmenie sdo especificos para a espécie-alvo, sido
supostamente seguros. Apesar disso, a avaliagdo de risco
destes agentes tem crescido de importancia. Estes agentes
biopesticidas, diferentemente de quimicos, podem
sobreviver e reproduzir no ambiente, e infetar ou ocasionar
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doenga em outros organismos vivos. Os agentes biologicos
sdo mais apropriadamente caracterizados quanto a satde e
seguranca ambiental por testes que levem suas
caracteristicas em conta. Deste modo, os protocolos de
teste sdo especificamente projetados para descobrir
quaisquer destas caracleristicas (USEPA, 1996a).

Devido a isto, existe uma necessidade de protocolos
experimentais a fim de determinar o potencial de efeitos
prejudiciais para seres humanos e animais domésticos
causados por estes agentes em trés vértices relativos aos
efeitos patogénicos ¢ toxicos além do potencial de
infectividade (USEPA, 1996a):

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

(2) Persisténcia ndo usual e/ou Infectividade dos agentes
microbianos € de seus contaminantes.

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

O atual esquema de avaliagdo dos agentes microbianos foi
adaptado da legislagdo internacional, seguindo ¢ esquema
de fases. Neste sistemna, os organismos teste sdo submetidos
na fase I a uma dose desafio do agente em uma bateria de
testes de curta duragéo, que oferece a maxima oportunidade
para os efeitos negativos se expressarem. Caso seja
encontrado um efeito significativo na fase I, entdo se
procede aos testes da fase II e assim sucessivamente.
Assim, se houver evidéncia de patogenicidade elou
toxicidade, procede-se aos testes da fase seguinte at€é um
maximo de trés fases para testes referentes a satde humana
em roedores € quatro fases para organismos aguaticos e
outros nio-alvo (aves, abethas). No caso dos estudos em
mamiferos, na Fase I é avaliada uma situa¢io particular
quando se observa toxicidade ou infectividade na fase I
porém ndo ha evidéncia de patogenicidade. Ja a fase III
contém testes para avaliar a patogenicidade detectada na
Fase I, e detecglo de efeitos de parasitas intracelulares de
células de mamiferos. Esta ultima fase inclui testes
especificos - reprodugdo e fertilidade, oncogenicidade,
imunodeficiéncia e patogenicidade/infectividade em
primatas (USEPA, 1996a, Castro et al., 2000).

Contudo, nfio existe nenhum periodo minimo de tempo
para definir a infectividade ou persisténcia incomum de um
agente em um anima} teste. Acredita-se que estas condicdes
sdio melhores definidas no contexto de dados que sdo
obtidos na bateria de estudos, segundo o tipo de
microrganismo e a via de exposigdo. Os dados sio
interpretados levando em conta as curvas de declinio
gerado, e também considerando qualquer evidéncia que o
agente mierobiano se reproduz no animal teste (USEPA,
1996a,b). Para avaliar a infectividade e eliminagdo do
organismo, o agente deve ser quantificado em tecidos,
orpdos, e fluidos corporais de animais de ambos os sexos,
sacrificados em diferentes intervalos apods a exposigdo. O
nimero de periodos de sacrificio exigidos dependera da
natureza do microrganismo de teste, € deve ser suficiente
para estabelecer um padrdo de liberagdo adequado
(USEPA, 19%ab, Castro et al.,, 1999). Isto, métodos
analiticos sio exigidos para a determinagio dos agentes
microbianos.

de seus

Para a avaliagio estatistica dos estudos ecotoxicolégicos
com animais ou plantas, podem ser usados modelos que
avaliam o significado de diferencas expressas em dados
obtidos de diferentes grupos de testes. Nos testes de
toxicidade/patogenicidade/infectividade em mamiferos, &
possivel estabelecer curvas de declinio do agente
microbiano quando exposto por via oral (clearance) mas
ndo existe nenhuma comparagfo ecstatistica possivel em
relacdo ao controle, Na fase I, € recomendado testar uma
dose de pelo menos 10° unidades do agente microbiano por
animal teste, em volumes diferentes de acordo com a via de
exposi¢do. O problema € aquele em roedores o volume
méximo possivel ¢ pequeno, como 2 g.Kg' peso corporal
por gavage (oral), Por sua vez, 0 volume no teste pulmonar
agudo em roedores normalmente nio deve exceder 0.3
mL.100 g peso corporal.

2.2 Métodos analiticos

Ha, porém, uma crescente demanda pela implantagéo de
sisternas de qualidade e por programas de credenciamento
de laboratorio perante os érgaos oficiais para subsidiar a
confecgdo de laudos emitidos pelos laboratorios, quer para
testes de substincias quimicas quer para produtos
biologicos. Os principios de qualidade que s@o exigidos
para testes de substdncias quimicos também sdo exigidos
para produtos bioldgicos.

Os laboratorios de microbiologia, assim como a
comunidade analitica em pgeral, estio cada vez mais se
preocupando com a estimativa da incertcza de medida dos
resultados produzidos. A principal razdo para esta
tendéneia ¢ certamente o credenciamento de laboratério na
ISO 17025 que exige dos laboratorios a estimativa da
incerleza associada aos seus resultados. Caso o calculo
valido de incerteza ndo seja possivel, os componentes de
incerteza devemn ser identificados e razoavelmente
estimados. Porém, a variabilidade associada com muitos
métodos para a quantificagdo de coldnia na microbiologia &
grande (Lombard, 2006).

A incerteza pode ser definida como um pardmetro
associado ao resultado de uma medida, que caracteriza a
dispersfio dos valores que razoavelmente podem ser
atnbuidos 20 measurando (Eurachem / Citac Gua CG 4,
2000). As abordagens desenvolvidas para andlises quimica
em relagdo a estimativa de incerteza e validagio de método
ndo sdo diretamente aplicaveis para microbiologia € ndo
existe nenhuma descri¢io de um método especifico para
biopesticidas.

A validagio de procedimentos analiticos € um aspecto
vital para propdsitos regulatérios, Em peral, a validagdo de
métodos microbiologicos devena refletir condigdes de teste
reais. Em alimentos, isto pode ser alcangado naturalmente
usando produtos contaminados ou amostras de produtos
com um nivel predeterminado de contaminagdo;, embora a
contaminagdo de uma matriz s6 imita de modo superficial a
presenga de contaminantes naturais. Porém, ¢
freqientemente a melhor solugéo disponivel.

O padrdo adotado para estimar a incerteza para qualquer
tipo de medida ¢ descrito pelo Guia EURACHEM/CITAC
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para quimica analitica (Ellison et al, 2000) e pode scr
aplicado também para microbiclogia quantitativa onde a
matriz ¢ relativamente simples e homogénea. Porém, esta
abordagem ndo foi recomendada por ISO/TC 34/SC 9 para
microbiologia de alimentos. E considerado que tal processo
poderia menosprezar o valor da incerteza real no caso do
andlise microbiologica; cujo modelo abrangente do
processo de estimativa & dificil de estabelecer (Lombard,
2006).

No Guia Turachem FEA 04/10, os
microbiologicos  qualitativos deveriam ser validados
determinando, se apropriado, valores relativos a
repetibilidade ¢ reprodutibilidade. O conceito de incerteza
ndo pode ser diretamente aplicado para testes qualitativos.
Porém, fontes individuais de variabilidade, como por
exemplo a interpretagdo do analista, dcveriam ser
identificadas ¢ demonstradas estar sob controle. Para
métodos microbiolégicos quantitativos, a especificidade,
sensibilidade, repetibilidade, reprodutibilidade entre outros
devem ser considerados e, se necessario, quantitativamente
determinados em ensaios. As diferen¢as devido as matrizes
devem ser levadas em conta.

A respetto da estimativa de incerteza, o Guia Eurachem
EA 04/10 coloca que os testes microbiologicos estdo
geralmente na categoria daqueles que impedem o calculo
rigoroso, metrologicamente e por estatisticamente valido da
estimativa de incerteza. Geralmente ¢ adequado estimar a
incerteza com base na reprodutibilidade e repetibilidade,
mas de preferéncia incluindo os dados de resultados de
testes de proficiéneia. Os componentes individuais de
incerteza devem ser identificados e demonstrados estar sob
controle bem como terem a sua contribuigdo avaliada para
a variabilidade de resultados. Alguns componerntes (por
exemplo pipetagem, pesagem e diluicio) podem ser
medidos e avaliados, mas geralmente demonstram uma
contribuicio desprezivel para a incerteza geral. Outros
componcntes (por exemplo estabilidade da solug@io e
preparo de amostra) nio podem ser diretamente medidos e
sua contribui¢fo nfo pode ser avaliada de forma estatistica
mas a sua importancia deve ser também considerada para a
variabilidade de resultados.

O mesmo processo parece também ser apropriado para
biopesticidas. O processo de quantificagio de colonias- &
complexo e inclui varios passos, sendo os mais
importantes: amostragem da porgdo de teste, preparagdo da
suspens3o inicial e das diluigdes decimais consecutivas,
isolamento, incubac¢do, quantificagiio de coldnias. Entdo,
parece dificil estabelecer com precisdo a contribuigdo de
cada passo individual do processo analitico desde que o
analito é um microrganismo vivo, cujo estado fisiologico
pode ser largamente varidvel.

métodos

2.3 Estimativa da incerteza

Os diferentes meios, as condi¢des de incubagdo e os testes
de identifica¢fio oferecem a versatilidade precisa para a
quantificagdo de diferentes organismos. Porém, esta
versatilidade nfo ¢ refletida nos principios da estimativa de
incerteza desde que pardmetros como reprodutibilidade e

repetibilidade ndo sdo geralmente
microbiologia (Niemi e Niemeld, 2001).

Devido a necessidade de obtengdo de documentos de
referéncia harmonizados ¢cm particular para propositos de
credenciamento de laboratério em microbiologia de
alimento, est4 sendo estabelecida uma especificacio de ISO
Técnica (ISO/TS 19036) relativa a estimativa de incerteza
para determinagSes quantitativas. Uma abordagem geral foi
escolhida, baseada no desvio padrio de reprodutibilidade
do resultado de final do processo dc medida (Lombard,
2006).

Em andlise microbiologica de alimento, uma estratégia de
amostragem significa um procedimento planejado para
selecionar amostras de uma populagdo e para conduzir a
amostragem para obter as informa¢des necesséarias. Este
plano determina como os resultados podem ser
interpretados € se as informagdes de sistemas diferentes sdo
compardveis ou ndo. Para a estimativa da incerteza, o
protocolo descrito na 1SO deve ser repetido para pelo
menos 10 amostras para uma dada combinagdo de fatores.
O numero de tipos de matrizes para ser testado depende da
diversidade das matrizes analisadas em rotina pelo
laboratorio.

Ao contrario da analise microbiolégica em alimento, nédo
existe escolha sobre amostragem em andlise de
biopesticidas. Além disso, o protocolo fica menos
praticavel quando os laboratorios analisam uma grande
variedade de matrizes — cada 61gd0 é uma matriz diferente
e exige uma avalia¢do de incerteza separada.

Desde que habitualmente nio existe prova de proficiéncia
inter-laboratorial, o laboratério que realiza testes de
biopesticidas pode wusar o desvio padrio de
reprodutibiidade do método para estimar 4 sua propria
incerteza. Neste caso, o0 método usado habitualmente pelo
laboratorio tem que ser submctido para estudo de
validagdo. No contexto de biopesticidas, o resultado
aceitavel dcve ser considerado cuidadosamente em uma
avaliagfio caso-a-caso.

Um protocolo experimental, adaptado daquele descrito na
ISO/TS 19036, pode ser cntio usado para validagdo do
método. Neste caso, dois técnicos diferentes podem
apresentar 0 mesmo teste ¢ na mesma dose (10°
unidades.ml. ') scparadamente em pelo menos duas
condi¢des de laboratorio diferentes como meto de cultura e
reagentes, pHmetro, incubadoras, tempo de andlise, etc..
Como em andlise de alimento, o objetivo é refletir o limite
provavel de resultados individuais a ser obtido no mesmo
laboratdrio.

O estudo intra-laboratorial para valida¢do deve incluir
animais expostos ao agente microbiano, animats de grupo
de controle ¢ um grupo dosado com agente microbiano
mativado a fim de avaliar as propriedades toxicas do agente
microbiano. A mativagdo deve ser feita através de um meio
que permite a manutengdo razodvel da integridade
estrutural do agente microbiano (Castro et al, 1999,
USEPA, 1996a,b).

A fim de estimar a incerteza geral, é necessério tratar cada
fonte de incerteza separadamente para obter a contribui¢iio
total. E importante recomhecer que nem todos os

aplicaveis em
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componentes fardo uma contribui¢do significativa para a
incerteza combinada, realmente, na pratica é provavel que
s6 o faga um pequeno nimero (Ellison et al., 2000).
Embora scja constderado que ¢ dificil construir um modelo
completo do processo de estimativa de incerteza em analise
microbiolégica, € apresentado aqui um exercicio para
avalar os fatores que podem contribuir para a variabilidade
de resultados na analise de biopesticidas.

2.4 Exemplo da estimativa de incerteza em um teste com
biopestida

Atualmente, a biotecnologia esta buscando o isolamento
e/ou a melhoria de microrganismos especializados para a
degradagdo de eficientc de poluentes. Baseadas nestas
observagdes, a Pseudomonas possui potencial para a
degradagdo de grande variedade xenobidticos (Castro e
Melo, 2007).

Para tal estudo ¢ realizada uma série de procedimentos
descritos a seguir:

a) caracteristicas da colonia de P. putida - a coloma € de
cor amarelo esbranquigada, gram negativa, sensivel a
tetraciclina e canamicina, apresentando fluorescéncia. Ela
fol 1dentificada por métodos moleculares (seqlienciamento
da subunidade 16S rDNA) com similaridade de 98% ¢
confirmado pelo método de identificagdo por cromatografia
gasosa dos acidos graxos da membrana celular.

b) obten¢do do isolado - O isolado €é inieialmente
repicado, ficando armazenado em BOD até aguardar seu
crescimento. Na fase exponencial 18 h ap6s o semeio em
placa, o isolado ¢ centrifugado por 15 min em 5000 g,
lavado em solugio tampéo fosfato (pH 7,0) e ressuspendido
no tampfo (Chobchuenchom et al., 1996).

c) doses e tratamentos - A h em testada é
administrada a ratos, em suspensdes de 10" células mL™*. E
preparada uma suspensdo concentrada e s3o realizadas
vanas dilui¢des com as células bacterianas que sio colhidas
do meio de cultura. A concentragio da suspensfio
administrada é ajustada com auxilio de espectrofotémetro
(Asoo = 0,3) que corresponde a 10° ufemL”, segundo
Lelliott e Stead (1987). Sdo utilizados trés tratamentos para
cada via: bactéria ativa, bactéria inativada e o veiculo de
administragdo da bactéria, como controle.

d) observacdo de sinais e sintomas dos animais - Os
animais sdo observados diariamente com relagdo ao
aparecimento de alteragdes clinicas. Foram verificados os
seguintes itens: pele ¢ pélo; olhos e mucosas; aparelho
respiratério e sistema circulatorio; sistema nervoso
periférico e central (tremor, diarréias, convulsio, letargia e
salivag@o); padrfio comportamental e tempo de morte.

€) observagdio de patologias durante a necropsia - Os
animais s3o sacrificados e necropsiados com observagio
macroscopica dos orgios em diferentes intervalos apos a
administragio da bactéria. A necropsia foi realizada dentro
de uma cémara de fluxo laminar. A fim de estudar
infectividade da bactéria no organismo animal, sio
semeadas amostras de sangue, figado, rim, mesentério ¢
pulmio em placas de Petri contendo meio King B com
propani] (Geels ¢ Schippers, 1983), seguida de incubagio ¢

contagem das colonias.

f) quantificagdo das colénias de P. putida - O material sob
anilise, devidamente pesado e homogeneizado em solugio
salina (NaCl 0,9%), é submetido a diluigdes seriadas (107,
107 e 10‘3), em tnplicatas para cada dilmgdo. A
quantificagdo de colbnias ¢ realizada sob luz ultra-violeta
uma vez qQue a bactéria emite fluorescéneia. O nimero de
colbnias obtidas por placa ¢ anotado € o resultado expresso
como média de repeti¢des, transformando segundo calculo
de diluigdes, pesos e volumes, apresentado como urudades
formadoras de colénias (ufc.mL™).

g) identificagdo das colénias de P. putida - A fim de
confirmar a espécte das bactérias recuperadas dos orgdos
necropsiados, realiza-se a extragdo de acidos graxos da
parede celular por meio da identificagdo dos isolados em
cromatografta gasosa (Svec et al., 2004; Kaur et al., 200S;
Bacon et al, 2006). As bactérias a serem identificadas sio
coletadas por meio de uma alga de metal ¢ colocadas em
tubos especificos. Na seqiiéneia, sdo executadas quatro
etapas para extragdo dos acidos graxos cclulares, sendo
elas: saponificacio, metilagdo, extragdo, onde a fase aquosa
(inferior) ¢ descartada & posterior lavagem. Apos agitagdo €
centrifugagéio, cerca de 75% da fase orgéanica sdo pipetados
e repassados para um vial especifico para o aparelho da
Agilent 6580 e detector Flame Ionization Detector (FID),
com injetor automatico. A identificagiio comparativa é feita
entre 0 cromatograma obtido e uma biblioteca mterna ao
aparelho, fornecida pelo software Sherlock (Microbial
Identification System), que calcula o indice de similaridade
obtido para o isolado. A bactéria ¢ considerada como
perfeitamente identificada quando é encontrado um indice
de similaridade maior que 0,600 ¢ a diferenca entre a
primeira e a segunda identifica¢des ¢ de até 0,100 no indice
de similaridade.

A fim de estudar os efeitos de agente microbianos como a
P.putida em ratos em condi¢les laboratoriais visando o
credenciamento na norma ISO, deve ser examinada a lista
de fontes de incerteza. A lista é baseada na descrigdo
acima, com excecdo da identificagio de colonias que &
dependente da bactéria. Uma vez que os componentes da
incerteza tendem a ser independentes em medidas
microbiologicas (Niemi e Niemelsd, 2001), a incerteza
combmada é composta da soma das incertezas relativas que
contribuem para os dados, como apresenta como segue:

1 - Para o preparo da suspensio: 1) Preparacdo do meio de
cultura e crescimento das colénias de bactéria, 2) pesagem
de tubos contendo solugfo salina 0.9 % & mclusdo neles de
uma pequena quantidade de bactéria seguida de agitagdo,
3) tomada de um volume pequeno desta suspensdo e
realizagfio de leitura no espectrofotdmetro (A600) e 4)
dilui¢io da suspensdo até 10° ufc.mL”’ (Lelliott & Lugar,
1987).

II - Para quantificaciio de agente microbiano em tecidos,
orgdos, e fluidos corporais para determinar a infectividade
¢ a eliminac3o: 1) Pesagem do tecido, orgdo ou fluido
corporal, 2) homogeinizagio em solucdo salina 0.9%, 3)
prossiguimento da diluigfio decimal (10-3, 10-2 ¢ 10-1), 4)
plaqueamento em triplicata, 5) incuba¢fio ¢ 6) contagem as
colonias nas placas.
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Baseada nesta lista, a incerteza combinada pode ser
proposta como resultante da leitura no espectrofotdmetro,
da diluicdo para o plaqueamento por pipetagem, da
temperatura de incubagdo ¢ da contagem de colonia do
agente considerando técnicos diferentes. Como o resultado
¢ feito em “ufc.g’ tecido”, também é necessario para
incluir a incerteza da pesagem da matriz.

Existemn alguns pontos adicionais para considerar em
testes de biopesticidas em mamiferos. O comportamento
dos organismos depende de condigdes ambientais no
laboratorio (Morel et al., 2006). Pode ser avaliar se as
condigdes de instalagdes como temperatura e luminosidade
do biotéric podem afetar os resultados e contribuir para a
incerteza. Parece que a variagio na temperatura ambicntal,
mantida em 22.0+£2°C, ndo ¢ suficiente para afetar a
resposta de organismo para o agente microbiano. O mesmo
é valido para um ciclo 12-h claro/fescuro mantido com a
fase leve comecando as 7:30 da manhi Também, a
influéncia do peso corporal dos animais pode ser avaliada.
Como o protocolo recomenda que a variagio de peso de
animais adultos usados no teste ndo deva exceder + 20 %
do peso médio para cada sexo, a sua influéncia pode nio
ser considerada em principio.

3.- Conclusae

A valida¢do do método ajudard a comparagdo dos dados
obtidos das andlises da toxicidade/patogenicidade/
infectividade de biopesticidas em mamiferos realizada em
diferentes laboratérios. Em resumo, o estudo intra-
laboratorial para validag@o pode ser feito por dois técnicos
diferentes com a mesma dose (10° umitsmL™)
separadamente em pelo menos duas condi¢des diferentes
de laboratdrio como meio de cultura, equipmentos e
condigdes de anilise. Este procedimento deve ser feito para
animais expostos ao agente microbiano, animais de grupo
de conirole ¢ ammais expostos ao agente microbiano
inactivado. Durante a validagdo, os tecidos, drgios ¢
fluidos corporais devem sofrer analise quantitativa e onde
cada um pode ser interpretado como uma matriz diferente ¢
limitado em mimero, como sangue, figado, pulmio, bago
e/ou rim. Outros tecidos ou orgdos camo linfonodos
representativos podem ser feitas apenas durante o teste de
um novo agente microbiano. Estes procedimentos podem
ser feitos em trés animais de um s6 sexo, sacrificado em
um intervalo depois da exposi¢do.

Embora a estimativa da incerteza microbiologica
contribua para a identifica¢@o da fonte principal de erro no
procedimento analitico., a variagdo em numero de
microorganismos nas fontes de amostra pode ser muito
grande (Niemi e Niemeli, 2001). A incerteza adicional
devido a variagdes quanto a estabilidade da preparagdo é
um grande desafio para o microbiologista.

Usando o modelo descrito neste estndo, a validagdo do
método de biopesticidas pode ser mais facilmente avaliada.
O passo seguinte deste estudo sera determinar a viabilidade
de ado¢Ho destes procedimentos, dependendo dos dados
facilmente disponivel para a estimativa de incerteza ¢ as

mformagéses adicionais exigidas.

Com a execugdo e aprimoramento destes protocolos
haverd maiores subsidios técnicos para gerenciar os
possiveis riscos envolvidos na liberagdo e/ou uso de um
determinado produto. A cadeia produtiva agricola scra
beneficiada desdc a produgdio até os processos de
exporta¢io devido a menor contamina¢do do ambientc ¢
dos produtos agricolas bem como menor exposi¢do dos
trabalhadores. No caso dos biopesticidas, as informagdes
garantirdo o registro de produtos biolégicos mais seguros,
favorecendo a oferta dcsses agentes, o que por sua vez
poderd auxiliar o processo de exportacdo pois cstard
reduzida a contaminagdo por produtos agroquimicos.
Também o wuso seguro de biorcmcdiadores para
recuperacdo das areas contaminadas beneficiard a saude
ambicntal da drca tratada.

Agradecimentos. A autora deseja agradecer ao Dr Pierre Morel pelas
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