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Introdução

Os estudos sobre a resistência de cepas microbia-
nas ao óxido de etileno foram iniciados na década de
19506 envolvendo Bacillus cereus var. terminalis,
Bacillus polymyxa, Bacillus subtilis var. niger e Ba-
cillus megaterium. Relativamente à toxonomia,
Church e col.6 fazem menção de que esporos bacte-
rianos citado em 1948, como sendo de Bacillus glo-
bigii, sejam provavelmente correspondentes ao de
Bacillus subtilis var. niger. Segundo o catálogo da
"American Type Culture Collection" (ATCC)
19851, a nomenclatura da bactéria correspondente
ao ATCC 9.372 é Bacillus subtilis var. niger, cuja
sinonímia é Bacillus globigii, também conhecida dá
cepa vermelha. A Farmacopéia Norte Americana20

adota a nomenclatura de Bacillus subtilis subespécie
niger, referindo-se à mesma.

As condições ambientais durante a esporulação

bacteriana têm significante importância sobre a re-
sistência ao processo esterilizante, cuja carac-
terística deve ser constante. Composição do meio
de cultura, bem como tempo e temperatura de in-
cubação e a lavagem dos esporos podem, também,
influenciar sobre o desempenho do monitor
biológico2,4,11,13,15.

Quanto aos meios de cultura para esporulação de
Bacillus subtilis, tem-se evidenciado a variabili-
dade entre os meios complexos comercializados,
enquanto que resultados melhores têm sido obtidos
com meios líquidos de composição quimicamente
definida10. Dadd7 cita, entretanto, as dificuldades
de trabalhar com meios sintéticos, com esporulação
50 vezes inferior aos que contêm triptona.

O presente trabalho teve como propósito inves-
tigar aspectos de rendimento e resistência dos es-
poros em função da natureza do meio de cultura
empregado para a esporulação.

Material e Método

As características de resistência dos esporos de
Bacillus subtilis var. niger obtidos em dois meios
de composição diferente foram objeto de estudo
frente ao tratamento com óxido de etileno.

Os repiques de manutenção foram em ágar para
dosagem de antibióticos no1 (Difco), conforme as
técnicas recomendadas pela United States Pharma-
copeia (USP) XXII21. A cultura assim obtida foi



inoculada em 20 ml de caldo caseína-soja (Difco),
com incubação idêntica à anterior. Desta sus-
pensão foram inoculadas alíquotas de 2 ml para
cada garrafa de Roux contendo 200 ml de ágar
para esporulação (lotes 1 a 10) ou 20 ml para 250
ml de meio líquido sintético10, contido em erlen-
meyer (lotes 11 e 12).

Os meios para esporulação apresentavam a se-
guinte constituição:

- Ágar para esporulação (pH=7,2)

- Meio líquido sintético (pH=7,2)10

A incubação das garrafas foi em estufa a 35±
2oC, durante 7 a 14 dias, período em que foi efetu-
ado o acompanhamento diário, através de obser-
vação microscópica, do grau de esporulação. O
meio líquido sintético foi incubado em estufa, a
35± 2oC, durante 5 a 7 dias, sob agitação e a com-
provação quanto à esporulação foi realizada da
mesma forma.

A massa celular de cada garrafa foi retomada
com 15 ml de água destilada esterilizada e trans-
ferida para erlenmeyer, passando por filtro de 3
camadas de tecido poliéster. O meio líquido foi
submetido à centrifugação, a 50,0 Hz, durante 15
min e a massa celular foi retomada em 20 ml de
água destilada esterilizada.

O tratamento térmico aplicado aos 12 lotes de
suspensão de esporos foi em banho de água 70±
2oC, durante 30 min, seguido de 3 lavagens21.

A contagem dos esporos de cada lote foi por
técnica de semeadura em profundidade após di-
luição seriada decimal em água destilada, usando
ágar caseína-soja (Difco)21. Aleatoriamente algu-
mas colônias de diferentes placas referentes a to-
dos os lotes foram submetidas à identificação mi-
croscópica após coloração de Gram. Mediante o
número de UFC/ml, cada suspensão foi diluída
com água destilada a fim de ajustar a concentração
para 107 UFC/ml.

A partir de cada lote de suspensão padronizada

foram preparados os bioindicadores, distribuindo
0,1ml para cada suporte de papel de 10 x 25 mm.
Cada tira foi embalada em papel cirúrgico e filme
poliéster-polietileno, sendo conservada em refri-
gerador até o momento do teste.

As condições empregadas nos ciclos subletais
envolveram umidade relativa de 60 a 70%, tem-
peratura de 45 a 50°C, concentração de óxido de
etileno de 600 mg/1 e tempos de exposição de 5,
10 e 20 min. O equipamento foi da Fabber-Primar
Indústria Ltda., modelo com controle automático e
câmara cilíndrica horizontal de 38 cm de diâmetro
e 57 cm de profundidade.

A contagem dos esporos sobreviventes ao
processo foi antecedida da dispersão das fibras ce-
lulósicas em solução fisiológica, por agitação em
liquidificador delta eletrônico, em rotação média.
A técnica envolvida para a quantificação foi idên-
tica àquela adotada para padronização da sus-
pensão de esporos e os dados obtidos permitiram a
construção dias curvas de letalidade e cálculo dos
respectivos valores de D19,22.

A análise estatística envolveu regressão linear,
cuja significância foi avaliada através de teste de
Student3.

Resultados

Os dados pertinentes aos 12 lotes de suspensão
de esporos estão apresentados na Tabela 1.

Os valores de contagem de UFC/suporte dos 12
lotes de bioindicadores são expressos na Tabela 2,
cuja análise estatística, quanto a apresentarem ou
não condição de regressão linear, está na Tabela 3.

Discussão

O monitor biológico, e em essência o bioindica-
dor, deve apresentar características adequadas e
padronizadas, de qualidade de concepção e de
processos de preparo nos diferentes aspectos, a
fim de que seu desempenho seja confiável.

Dadd e Daley8 estudaram, especificamente, a
resistência de esporos de Bacillus subtilis var. ni-
ger ao óxido de etileno. Esses autores associam a
resistência de esporos à espessura da cobertura, as-
sim como à presença de grupos tiólicos. Assim, o
elevado número de grupamentos alquiláveis, além
da espessa camada de cobertura, evita a morte,
uma vez que a alquilação deixa de ser letal.

No presente trabalho, empregou-se para a es-
porulação, o meio líquido sintético indicado por
Hodges e col.10, considerado pelos autores como
vantajoso frente aos meios sólidos convencionais,
pelo elevado índice de esporulação. Kujala e



Kauppinen11 recomendam, no caso de meio
líquido, a utilização de no máximo 30%, em vo-
lume, do inóculo em relação ao meio de esporu-
lação, a fim de evitar a perda da sincronia de es-
porulação. Tal recomendação foi respeitada no
presente trabalho quando se utilizou volume de
20 ml como inóculo para 250 ml do meio líquido
sintético.

Observou-se, entretanto, que, se de um lado a
percentagem de esporulação efetivamente se man-
tinha desde os primeiros indícios de turbidez, em
torno de 100%, o aumento na massa celular se fa-
zia de forma extremamente lenta. Esta constatação
conduziu à alteração no planejamento inicial do
trabalho, restringindo-se a apenas 2 os lotes em
meio sintético. Sabe-se que esta desproporcionali-
dade é criticável no aspecto estatístico.

Segundo alguns autores10,16,17, a recomendação
de meios líquidos fundamenta-se no fato de que,

quando exauridos certos nutrientes específicos,
essa situação induz à esporulação uniforme.

Efetuando-se a cultura em meio sólido obtinha-
se, no geral, exuberante desenvolvimento de mas-
sa microbiana. É bem verdade, entretanto, que nos
primeiros dias de incubação se observou tímida
evidência de esporulação, que se intensificou no
decorrer do acompanhamento. Este fato é coe-
rente, pois há redução no número de forma vegeta-
tiva na medida em que a concentração de nutri-
entes vai-se esgotando14.

Por outro lado, a recomendação dos meios
líquidos sintéticos reside no fato de que a unifor-
midade de composição favorece a obtenção de
esporos com características idênticas. Apesar dis-
to, ainda são rotineiramente empregados os
meios complexos, onde se deve admitir variação
lote a lote9. Hodges e col.10, por exemplo, de-
monstraram a relação entre diferentes lotes e fa-



bricantes do meio complexo e sintético e a varia-
bilidade dos esporos. Em vista dos resultados,
recomendam o uso de meios sintéticos na prática
rotineira.

No presente trabalho, o meio líquido sintético
contendo íons manganês, cálcio e magnésio como
elementos indutores à esporulação contou com a
glicose como fator de limitação de crescimento.
Segundo Hodges e col.10 essas condições permi-
tem 95% de esporulação. Entretanto, consideran-
do-se, particularmente, os números de UFC/ml nas
suspensões obtidas, e pensando-se na produção de
esporos destinada à fabricação de monitores
biológicos, quer para a uso próprio, quer para a co-
mercialização de bioindicadores, isto deixa muito
a desejar.

O ágar de esporulação, embora não tenha obe-
decido formulação de outros pesquisadores, res-
peita a recomendação quanto à adição de íon
cálcio, visto ser importante na característica de re-
sistência dos esporos, fato relacionado à
biossíntese do dipicolinato de cálcio12,18. Quanto
ao elevado teor de ágar, teve apenas função prática
de maior consistência, facilitando a remoção da
massa celular com pouca incorporação de resíduos
de fragmentação do meio. Considerou-se como
vantajoso o meio sólido em vista de seu elevado
rendimento.

Quanto à dispersão no número de esporos, ob-
servada pelos dados da Tabela l, considerou-se tal
fato perfeitamente aceitável, haja vista a variação

permitida no método oficial da USP XXII21, sendo
de 104 a 109 esporos por suporte.

Os valores de tempo de redução decimal (Tabela
3) foram calculados a fim de certificar se todos per-
tenciam ou não à mesma população. Para cada uma
das 12 regressões lineares obtidas a partir de 12
lotes, testou-se a relação de dependência linear en-
tre UFC/suporte e tempo de exposição e se isto re-
fletia a realidade. Aplicou-se, para tanto, individu-
almente, a hipótese de nulidade H0:B = O, onde se
passa do coeficiente angular (m) da amostra para B
populacional. O teste usando parâmetro estatístico t
(student's) permitiu concluir pela rejeição de H0 em
todos os lotes numa probalidade de 5% ou menos,
evidenciando a significância das regressões.

Observando os dados da Tabela 3, o menor va-
lor de coeficiente de correlação linear (r) é visto no
lote 4. Conforme Cerf5 a não homogeneidade da
resistência dos esporos pode conduzir a inexistên-
cia de correlação. Apesar disso, excluindo-se fa-
tores como cinturas mistas ou mesmo condições
adversas de exposição ao agente esterilizante, os
12 valores de D obtidos são oriundos de esporos da
mesma população.

Conclusões

1. As condições de produção, se em meio
sólido ou líquido, não interferem na resistência
dos esporos ao gás.



2. Para a produção industrial de bioindicadores,
o meio de esporulação recomendado é o sólido, de
composição complexa.
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