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INTRODUGCAO
A distribuicdo de bacteriofagos, virus que atacam as bacterias, em

diferentes tipos de agua vem sendo investigada em varios estudos so

bre poluigdo da dgua, mas ainda ndo esta bem elucidada.

A detecgado de niveis de bacteriofagos na agua poluida por esgoto vem
sendo proposta por diversos autores como uma forma de avaliar o ni

vel de contaminagao dessa agua.

Os virus.bacterianos, especialmente aqueles.que infectam a E.coli,
sao freqglientemente propostos como indicadores adicionais para assegu
rar a capacidade virucida dos processos de tratamento de égua. De
acordo com Havelaar et alii, 1984, os bacteriéfagos comumente detec
tados pela cepa hospedeira E.coli, isto &, os colifagos, sao um gru
po heterogéneo, com diferentes caracteristicas de sobrevivéncia. Ja
os bacteridofagos RNA de fita simples, ou pacteriofagos F-especificos,
pertencentes ao grupo morfolégico E, sao relativamente homogéneos
e sao capazes de infectar bactérias E.coli com pili sexual ou F, como
também outra bactéria relacionada que possua o plasmideo F. Eles per

tencem a familia Leviviridae, tém um diametro de 20-27 nm ‘e consis

tem de uma estrutura simples de RNA envolta por uma capside proteica.
A sua estrutura e tamanho sao similares a dos enterovirus, sendo es
ta semelhanca uma das principais razoes na consideragao dos fungos

F-especificos como modelos de virus.

Estudos experimentais tém demonstrado que os bacteriofagos F-especi
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ficos sao capazes de sobreviver aos processos de tratamentpckaégua e
esgoto e sao relativamente resistentes a inativagao por desinfetan
tes, tratamento téermico e luz solar.

Varias pesquisas tém sido realizadas para se padronizar méetodos  de
isolamento de fagos para varios tipos de agua. Estes métodos  inclu
em filtragoes, concentragoes, placueamento direto e outros.e vém
sendo utilizados para determinar a sobrevivencia e o destino desses
virus em aguas de esgoto e em outros tipos de agua, bem como para
avaliar a eficiencia dos processos de tratamento de agua e esgoto na
elimina956\ desses microrganismos. Na metodologia de enumeragao de
bacteriofagos F-especificos vem sendo correntemente utilizada uma
bactéria hospedeira Ft que permite uma contagem direta dos fagos exis
tentes em uma amostra ambiental atraves do procedimento.do plaquea

mento em dupla camada de agar.

1 OBJETIVO

1.1 Esta Norma prescreve o método para determinagao de bacteriofa
gos F-especificos em amostras de agua.

2 NORMAS E DOCUMENTO COMPLEMENTARES

Na aplicagdo desta Norma € necessario consultar:

- M1.001 - Lavagem, preparo e esterilizagao de materiais em labo
ratorio de microbiologia

- L5.215 - Prova de adequabilidade biolégica da égua destilada pa
ra fins microbiologicos

-~ L5.216 - Controle de qualidade de meios de cultura

L5.225 -~ Determinagao de colifagos em amostras de agua
Guia de Coleta e Preservégéo de Amostras de Agua, da CETESB.

3 DEFINIGOES

Para os efeitos desta Norma sao adotadas as definigoes de 3.1 a 3.8.

3.1 Bacteria F' ou Hfr

Sao bactérias que possuem organelas especiais, denominadas pili-F mais
longas que os pili ou fimbrias comuns, que parecem constituir o tinel
de conjugacdo, através do qual o DNA da bacteria rt é introduzido na
bacteria F .

3.2 Pili

Sao finos apendices. filamentosos que se originam em corpusculos ba
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sais localizados na membrana citoplasmética de bactérias, sendo cons
tituidos por proteinas rigidas. Uma das possiveis fungSes dos ~ pili
é a de facilitar a aderéncia das bactérias em outras celulas. Os
pili-F ou pili sexuais sao importantes para que ocorra um dos pro
cessos de recombinacao genética em bactérias, a conjugagao.

3.2 Plasmideos

Sao elementos genéticos extracromossomais que possuem a capacidade

de se replicar independentemente dos cromossomos bacterianos. Um tipo
especial de plasmideo é aquele gue pode replicar em dois estagios al
ternativos: integrado ou independentemente do cromossomo da bacteria.
Como exemplo desse tipo de plasmideo, pode ser citado o plasmideo F
(importante na conjugagao bacteriana). Os plasmideos contém  informa
coes cujos produtos sao dispensaveis para a viabilidade bacteriana e

podem ser transmitidos de uma célula para outra.

3.4 RNA
Acido ribonucleico.

3.5 Placas

Areas circulares incolores na camadse de crescimento bacteriano con.

fluente, visiveis quando a bactéria hospedeira infectada e lisada.

3.6 EDTA

Acido etilenodiaminotetracetico.

3.7 p.a.

Para analise.

3.8 g.s.p.

Quantidade suficiente para.

4 APARELHAGEM

4,1 Materiais e equipamentos

4.1.1 Estufa para esterilizacao e secagem

A estufa deve ser capaz de acondicionar pipetas, placas de Petrl, fres
cos para coleta e toda a vidraria e aparelhagem que puder ser esteri
lizada por calor seco, e ter capacidade para permitir a circulagao do
ar quente ao redor do material a ser esterilizado. Deve ser equipa
da com um termometro e um termostato e operar normalmente a uma tem
peratura de 170 a 180°C. 0 tempo de esterilizagao para a maior parte
da vidraria é de 2 horas, a temperatura de 170 a 180°C.

4.1.2 Autoclave
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Deve ter tamanho suficiente para permitir a circulagao do vapor ao
redor do material a ser esterilizado e ser equipada com véivula de
seguranca, manometro e termometro, cujo bulbo ficara na diregao da
1linha de escape do vapor condensado (dreno). A autoclave deve ser
normalmente operada a uma pressao de vapor de 105 kPa e produzir,
em seu interior, uma temperatura de 121,6°C, ao nivel do mar. Deve-
-se observar, em seu funcionamento, a substituigéo por vapor de to
do o ar existente na camara. A operagao total da autoclave deve du
rar no maximo uma hora, sendo recomendado o acompanhamento dos ci
clos de operagdo e os registros de tempo-temperatura. E recomenda
vel que a autoclave atinja a temperatura de esterilizagao de 121°C
em 30 minutos e mantenha essa temperatura durante o periodo de este

rilizagao.

4.1.3 Incubadora bacteriologica

Deve ser equipada com termostato e projetada de tal forma que a tem
peratura em todas as partes utilizadas seja de 35 ¥ O,Soé,, com ca
pacidade para permitir a circulagao do ar ao redor de todas as cul
turas, quando o material de trabalho estiver sendo incubado. Para
verificar a temperatura de uma incubadora grande, devem ser coloca
dos um ou mais termometros, com o bulbo submerso em égua, gli
cerina ou oleo mineral, em lugares representativos da camara e fei
tos registros periédicos de temperatura. A incubadora deve . manter
75 a 85% de umidade relativa e ser colocada em local onde a tempe

ratura permanecga preferencialmente na faixa de 16 a 27°%.

4.1.4 Banho-maria

Equipado com termostato para temperatura de 55°C, com capacidade para comportar
recipientes com meios de cultura.

4.1.5 Destilador de égua ou aparelho para desionizagao

Deve produzir agua ndo toxica, livre de substancias que impegam ou
interfiram na multiplicagao bacteriana.

4.1.6 Potenciometro

Deve ter escala bem legivel e medir com precisao minima de 0,1 uni
dade de pH. A calibragdo do potenciometro deve ser feita pelo menos
duas vezes ao dia, com tampoes de pH 4,0; pH - 6,86 e pH 9,18.

4.1.7 Balanga

Com sensibilidade minima de 0,1 g ao pesar 150 g.

4,1.8 Refriggpador

Certificado para manter a temperatura na faixa de 2 a 8°C, com capa
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cidade para camportar recipientes com os meios de cultura’e solugoes
a serem mantidas sob refrigeracao. Sua limpeza e desinfecgao devem

ser feitas periodicamente.

4,1.9 Congelador

Com regulagem para manter a temperatura abaixo de —ZOOC. E destinado
ao armazenamento das suspensoes da bactéria padrao ~ Salmonelia
typhimurium. A limpeza ‘e desinfecgao devem ser feitas periodicamente.

4.1.10 Contador de colonias

Tipo Quebec ou similar, preferencialmente com o campo escuro, ou OU
tro modelo que fornega aumento eguivalente (1,5 diametros) e possi

bilite visualizagao satisfatoria das placas a serem contadas.

4.1.11 Espectrofotometro

Com monocromador de espectro continuo na faixa visivel de 520 nm, trans

mitancia de 0-100% e absorvancia de 0-2.

4.1.12 Materiais para preparagao de meios de cultura

Recipientes de vidro ou ago inoxidavel. O material de aquecimento e
0s bastdes devem estar limpos e isentos de qualquer substancia toxi

ca (nunca devem ser de cobre).

4.1.13 Frascos para coleta de amostras

De ‘vidro neutro ou plastico autoclavavel nao toxico, com capacidade

minima de 125 mL, boca larga e tampa a prova de vazamento.

4.1.14 Pipetas
Pipetas tipo Mohr de 1 mL, 5 mL ¢ 10 mL, com graduagéo em décimes

da capacidade, erro de calibragao inferior a 2,5% e com bocal para
tampao ide ‘algodao. Sao guardadas em caixas de ago inoxidavel, poden
do tambem ser embrulhadas individualmente em papel. Sao esteriliza

das por calor seco a 170—180°C, durante duas horas.

4.1.15 Tubos de ensaio

Tubos de ensaio de borossilicato (pyrex) ou vidro neutro, com capa

cidade adequada para conter o volume necessario de meio de cultura
e o0 indculo da amostra. Usualmente sao empregados tubos de ensaio de
12 mm x 120 mm e 16 mm x 150 mm.

4,1,16 Placas de Petri

Devem ser de borossilicato (pyrex) ou vidro neutro de boa qualidade,
com fundo perfeitamente plano, sem ranhuras nem bolhas de ar, com

100 mm de diametro e 15 mm de altura.

4.1,17 Bico de Bunsen
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4.1.18 Tripe E

4,.1.19 Tela de amianto
De tamanho 22 x 22 cm.

4.1.20 Alga de inoculagao

De platina, platina—iridio ou niquel—cromo, com 7 a 8 cm de compri
mento e 0,5 mm de diametro, apresentando na extremidade uma parte en
curvada, formando um aro com diametro de 3 mm; com cabo de metal (cg
bo de Kolle).

4.1.21 Estantes
Para tubos de ensaio de 12 mm x 120 mm e 16 mm x 150 mm, pddendo ser

de arame galvanizado (para utilizagao em incubadoras), ago inoxidavel

ou arame galvanizado plastificado (para utilizagao em banho-maria).

4.1.22 Porta-pipetas de ago inoxidavel

4.1.23 Seringa automatica

Tipo Cornwall, de 10 mL.

4.1.24 Alcoometro

4.1.25 Flaconete

Do mesmo tipo utilizado para condicionar penicilina, com capacidéde

de 5 mL € tampa de borracha.

4.1.26 Algodao hidrofilo

4.1.27 Fite crepe

4.1.28 Fitas adesivas

Para controle do material submetido 2 esterilizagao em estufa ou au

toclave.

4.1.29 Papel aluminio

4,1.30 Papel Kraft

4.1.31 Membrana filtrante

De éster de celulose, com porosidade de 0,22 pum, com diémetrode47nm.

4.1.32 Porta-filtro

De aco inoxidavel, diametro de 47 mm.

4.1.33 Pera de sucgao ou pipetador de seguranga

4.1.34 Pinga dente de rato

4.1.35 Pincel demarcador

Para escrita em vidro.
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4.1.36 Tubos Eppendorf B

4.2 Meios de cultura e solugoes

4,2.1 Reagentes

4.2.1.1 Para a preparagao dos meios de cultura e solugoes utiliza
dos nesse ensaio sao os seguintes os reagentesneceSsérios:

a) acido cloridrico fumegante (HC1) p.a.;

b) acido nalidixico; '

c) agar;

d) alcool etilico comercial;

e) cloreto de calcio (caCl,.2H 50). p.a.;

f) cloreto de soédio (NaCl)- p a.;

g) dextrose:

h) EDTA p.a.;

i) extrato de levedura;

J) glicerol p.a.;

k) hidroxido de sodio (NaOH) p.a.;

1) peptona de SOJa ,

m) +1ossulfato de SOle (Nags O ) p.a.;

p) trlptona.
4.2.1.2 Os reagentes devem ser de grau bacteriologico e proceden01a

idGnea, apresentar odor, cor e consistencia inalteradas, ser livres
de elementos bactericidas ou bacteriostaticos inespecificos bem como
de carboidratos inespecificos.

4.2.2 Preparo de meios de cultura

4.2.2.1 Caldo com triptona, extrato de levedura e glicose

Formula:
TriptonNaA..ceeseeeseeescccosencns seesaaescaneens 8,5 g
Peptona de S0Ja ..civeeerecccssnsasacs ceeracens 1,5 ¢
Extrato de levedura...ceeeeeeecocceosscsnsoncnce _ 1,0 g
Cloreto de s0dio (NaCl) Pefuveieeeeccnnnnnn e - 8,0 g
Agua destilada....cceeeeeeeeceaeeancenss e 1 000,0 mL
Preparo:

Pesar os reagentes e acrescentar 1000, Orm,de agua destilada fria. Ajus
tar o pH para 7,3 com solugao de hidroxido de sodio ou acido clori
drico 0,1 ou 1N. Tamponar e esterilizar em autoclave a 121°C durante
15 minutos.

4.2.2.2 Agar com triptona, extrato de levedura e glicose a 1,5% (para as
placas)
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Formula: .
Triptona....ceeeeteoesssccscaccncsnssnons ceen e 8,5 g
Peptona de soja.......... eiterenean cesseracaas 1,5 g
Extrato de levedura.....cceeeeceeeceas cecaveenes 1,0 g
Cloreto de so0dio (NaCl) P.@.eeeeecces R 8,0 g
Agar....iieeeieiinn, et teee e e 15,0 g
Solugao de calcio-gliCoSe..cuererneeneraannnns 10,0 mL
Agua destilada.....eeeeeinernncenronnnns e 1 000,0 mL

Preparo:

Pesar os reagentes e acrescentar 1 000,0 mL de agua destilada fria.
Ajustar o pH para 7,3 com solugdo de hidroxido de sddio ou acido clo
ridrico 0,1 ou 1N.Tamponar e esterilizar em autoclave a 121°C duran
te 15 minutos. Estabilizar em banho-maria a 48-50°C e acrescentar,em
condigoes de assepsia, 10,0 mL da solugao de calcio-glicose previamen
te preparada. Distribuir assepticamente, com seringa automatica tipo
Cornwall, o volume de 20,0 mL em placas de Petri de 15 mm x 10 mm. Arma
zenar em geladeira.

4,2,2.3 Agar com triptona, extrato de levedura e glicose a 1,5% (pa

ra os tubos)

<

Formula:
Triptona.....cceeeees e et eceteeesaaseas ceeaesan 8,5 g
Peptona de soja.......... s eeessessaeasrone oo 1,5 g
Extrato de levedura......... ceeesascaae ceeanen 1,0 g
Cloreto de 50dio (NaCl) Pe@eveeeecoacens S eeenn 8,0 g
Agar. ittt e eetecrieeeeenan .. 15,0 g
Acido NalidixXico. e e eieeneeenneennoeoannncnnns 4,0 mL
Agua destilada......... e eeeieeeaa. e ceee 1 000,0 mL

Preparo:

Pesar os reagentes e acrescentar 1000,0 mL de agua destilada fria.
Aquecer em banho-maria agitando freagiientemente, atée a completa disso
lugao. Em seguida,acrescentar 4,0 mLda solugao de acido nalidixico.
Distribuir volumes de 50,0mL em erlenmeyers de 125 mL. Tamponar e este

rilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Nota: No momento do uso, fundir, estabilizar em banho-maria za.48—ﬂfh

e acrescentar 0,5 mL da solugéo de célcio—glicose a cada 50,0 mL
do meio. Distribuir volumes de 5,5 mL em tubos de ensaio de

16 mm x 150 mm para analise.

4.2.3 Preparo de solugoes
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4.2.3.1 Solugao de acido cloridrico 1N R

Formula:

Acido cloridrico fumegante (HCl) Pe@.ivecreoecsonns 83,5 mL
Agua destilada Q.S.D.ceceecersracracssssassssessss 1000,0 mL

Preparo:
Diluir vagarosamente 83,5 mL de acido ¢loridrico fumegante em 1 11
tro de agua destilada. Adicionar o acido a agua e nunca a agua sobre

o acido.

4.2.3.2 Solugao de acido nalidixico

Formula:
Acido NAalidiXicCO.e.eeeeeseeeeeensesecassssssnncanss 125 mg
Agua destilada...ceeecececscnsesssooassnsesnsasnns 4,0 mL
Preparo:

Pesar 125 mg de acido nalidixico. Dissolver o reagente com 1,0 mL de
hidréxido de sodio 1N. Em seguida, acrescentar 4,0 mL de agua  desti
lada.

4.2.3.3 Solugao de alcool a 70%

Preparo:

A 700,0 mL de alcool etilico comercial acrescentar quantidade de agua
suficiente (aproximadamente 200,0 a 300,0 mlL) para obter uma solugéo
de Alcool a 70%. Essa verificacdo ¢ feita através do uso do alcoometro.

4.2.3.4 Solugao de calcio-glicose .
Formula:
Cloreto de calcio (CaCl,.2H,0) Peleerreranncnecenns 3,0 g
Glicose."......-...o...-...-.-......oo.............. 10,0g
Agua destilada....eeecscscscncscsscsssnsssassssases 100,0 mL
Preparo:

Pesar os reagentes e acrescentar 100,0 mL de égua destilada fria. Es
terilizar por filtrag¢ao com pressao positiva, utilizando porta-filtro
que contenha membrana de éster em celulose com a porosidade de 0,22 pm.
Todos os materiais e equipamentos utilizados na filtragao deverao
ser esterilizados previamente por autoclavagao a-121°C durante 15 mi
nutos. Distribuir a solugao filtrada em volumes de 25 mL. Armazenar
em geladeira.

4.2.3.5 Solugao de tiossulfato de sodio a 1,8%
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Formula: B
Tiossulfato de sodio (Na25203) DeBeveveacas R 18,0 g
Agua destilada Q.S.Pecececcocececeens ireeesesaees. 1000,0 mL

Preparo:
Pesar 18,0mL de tiossulfato de sodio e dissolver em 1 000,0 mL -de égua
destilada. Armazenar em frasco bem vedado. '

4.2.3.6 Solucao de EDTA a .15%

Formula:
EDTA (acido etilenodiaminotetracetico) Pe@.eeeececses 150,0 g
Agua destilada Q.S.Peeeceroccacccscanen teeeeesesses.. 1000,0 mL
Preparo:

Pesar 150,0 g de EDTA e dissolver em 1000,0nL de hgua destilada. Ajus

tar o pH para 6,5. Armazenar em frasco bem vedado.

4.2.3.7 Solugao de hidroxido de sodio 1N

Formula:

Hidroxido de s6dio (NaOH) pP.@eeececenss e eeeaaanen .. 40,0 g
Agua destilada Q.S.P.ceececaasosse e eeeaen ... 1000,0 mL

Preparo:
Pesar 40,0 g de hidroxido de sodio, colocar em um balao volumetrico e

completar o volume para 1000,0 mL com agua destilada. Homogeneizar bem
até a completa dissolugdo do hidroxido de sodio.

5 EXECUGAO DO ENSAIO

5.1 Principio’do metodo

A determinagao de bacteriofagos em uma amostra baseia-se no princi
pio de que, definindo condigoes de nutrigéo, hospedeiro, temperatura
e tempo de incubacgao, se houver fagos na agua, haveré formagao de placas que
serso visualizadas apos determinado periodo de incubagao. Para tal,
volumes adequados da amostra sao inoculados, juntamente com a cultu

ra da bacteria hospedeira Salmonella typhimurium, em placas de Petri

contendo meio de cultura especifico. Os bacteriofagos infectam e se
multiplicam na bactéria sensivel e, apos um periodo de incubagao
de 18-24 horas a 35°Cc formar-se-ao areas circulares de descontinuida
de do crescimento bacteriano (placas) em todos os locais onde as bac
térias foram lisadas por particulas de fagos. Cada bacteriofago infec

tante produz na célula do hospedeiro aproximadamente 200 descenden
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5.2.1.4 Transporte e conservagao: apés a coleta, a amostra deve ser

enviada ao laboratorio o mais répido possivel. O tempo maximo ideal
entre a amostragem e inicio do exame € de 8 horas, sendo que o tempo
limite nao deve exceder 24 horas. As amostras devem ser transporta
das sob refrigeragao (4 a 10°C) e conservadas assim até o inicio do

exame.

5.3 Procedimento

5.3.1 }Preparagao da cultura bacteriana hospedeira

Para a execugao da analise de bacteriofagos F-especificos em amos

tras de agua & utilizada como bactéria hospedeira a Salmonella typhimurium

phage type 3 Nal® (F'42 1ac:: Tn 5), que deve ser preparada conforme
descrito nos itens 5.3.1.1 a 5.3.1.5.

5.3.1.1 A partir de ume ampola liofilizada, colher o ihéculo da cul

tura estoque de Salmonella typhimurium e transferi-la para 50 mL de

caldo com triptona, extrato de levedura e glicose.

5.3.1.2 Incubar esse meio a 35 t O,SOC durante a noite.

5.3.1.3 Apos o periodo de incubagao e obedecendo aos cuidados de as
sepsia, acrescentar 10,0 mL de glicerol no frasco que contem 50 mL de

caldo de triptona, extrato de levedura e glicose.

5.3.1.4 Homogeneizar a suspenséo bacteriana e, oom uma pipeta este
rilizada, transferir volumes de 0,5 mL dessa suspensao para tubos Eppendorf
ou flaconetes estereis e tamponar. Durante o tempo de distribuigéo

manter a suspensao bacteriana em banho de gelo.
5,3.1.5 Estocar em congelador a -70°C.

5.3.2 Realizagao do ensaio

5.3.2.1 Antes de iniciar o trabalho, desinfetar . a bancada do labo
ratorio, usando uma solugdo de alcool a 70% ou outro desinfetante

que nao deixe residuos.
5.3.2.2 Para o inicio da analise proceder da seguinte maneira:

a) Descongelar o tubo com a bacteria hospedeira Salmonella typhimurium;

b) Transferir 0,5 mL da cultura bacteriana para 50 mL de cal
do com triptona, extrato de levedura e glicose;

¢) Incubar a 35 pa O,5°C durante 2 a 3 horas, sob agitagéo
constante, até obter uma densidade optica de 0,5 a 520
nm (essa medida e equivalente a 1 x 109 bacterias/mL). As

leituras da densidade 6ptica devem ser realizadas em
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d)

e)

f)

g)

h)

i)

J)

espectrofothetro previamente calibrado com ealdo esté
ril;

manter a suspenséo bacteriana, assim obtida, em banho de
gelo, durante o teste;

fundir um erlenmeyer com 50 mL de agar com triptona, ex
trato de levedura e glicose a 1,5% e estabiliza-lo em ba
nho-maria a 48—50°C. Acrescentar assepticamente, 0,5 mL
da solucgao de calcio-glicose;

dispor em uma estante, 4 tubos estereis de 16 mm x 150 mm
e estabiliza-los em banho-maria a 48—5000.anmfeﬁn~5,5 mL
do meio de cultura descrito no item anterior para cada
um dos tubos, mantendo em banho-maria durante o teste;
efetuar a marcagéo de 4 placas de Petri contendo égar com
triptona, extrato de levedura e glicose.a 1,5% anotando,
nas tampas das placas, o numero designado pelo 1aboraté
rio na ficha de registro de exames, o tipo de agua e a
diluicdo, se utilizada;

homogeneizar a amostra por agitagéo manual , inclinando
o frasco (formando um angulo de aproximadamente 45° entre
o brago e antebrago). Repetir vigorosamente a operagéo
no minimo 25 vezes;

para amostras que contenham menos que 1000 colifagos/100,0 mL
homogeneizar segundo o item 5,3.2.2-h e proceder a inocu
lagao conforme descrito em 5.3.2.3;

para amostras que contenham mais de 1 000 colifagos/100,0 mL
efetuar diluigGes decimais com égua destilada estéril,pqz

cedendo da seguinte forma:

_ anotar em cada frasco de agua destilada estéril, o nume
ro da amostra e a diluigao que devera conter;

- homogenéizar a amostra (como em 5.3.2.2-h) e, com uma
pipeta estéeril de 10,0 mL - e obedecendo aos cuidados de
assepsia, transferir 10,0 mL da amostra para um  frasco
previamente identificado, contendo 90,0t 2,0 mL de agua
destilada estéril. Estara preparada assim a primeira
diluigao decimal (10—1), sendo que 1 mL da mesma cor
respondera ao volume de 0,1 da amostra;

- repetir a operagao segundo o item anterior, com o fras
co contendo a diluigao feita anteriormente (10—1) e des

ta, com uma nova pipeta estéril de 10,0 mL, transferir
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10,0 mL para un novo frasco, previamente identificado,
contendo 90,0 ¥ 2,0 mL de agua destilada estéril. Prepa
ra-se assim a 22 diluigao decimal (10—2), sendo que

1,0 mL da mesma corresponde ao volume de 0,01 mL da
amostra;

- se necessério, proceder dessa maneira na seqﬁéncia
das diluicoes desejadas (1075, 1074,..... 1078, ....);

- apés o preparo das diluigoes, selecionar a diluigéo
apropriada e proceder a inoculagao como descrito em
5.3.2.3.

5.3.2.3 Com uma pipeta esterilizada de 5,0 mL e obedecendo aos cuida
dos de assepsia, transferir 5,0 mL da amostra ou da diluigéo apropria
da para cada um dos 4 tubos de égar com triptona, extrato de  levedu

ra e glicose a 1,5%.

5.3.2.4 Com pipeta de 1,0 mL, inocular cada um dos tubos com 1 mL da

bacteria hospedeira Salmonella typhimurium.

5.3.2.5 Homogeneizar lentamente o conteudo dos tubos e verter cada um de
les em placas de Petri, contendo égar com triptona, extrato de leve

dura e glicose a 1,5%.

5.3.2.6 Homogeneizar cada placa de Petri com movimentos em forma de
oito (=), aproximademente dez vezes consecutivas. Os movimentos devem
ser moderados para nao projetar o agar com o inoculo na tampa da pla
ca. '

5.3.2.7 Apbs a solidificacdo do agar, incubar as placas em posigao

invertida, a 35 t-O,SOC durante 18 a 24 horas.

5.3.2.8 Apos o periodo de incubagao, efetuar a contagem de todas as
placas de lise formadas no égar com o auxilio de um contador de co

lonias Quebec ou similar.

6 RESULTADOS

6.1 O nimero de bacteridfagos F-especificos e obtido multiplicando-se
por 5 a somatoria da contagem das placas de lise nas 4 placas de Petri
utilizadas. O resultado e expresso em unidades formadoras de placa
(UFP) por 100,0 mL da amostra.

Exemplo:

Placas de Petri I 1II I1I IV Total
Placas de lise 4 5 9 6 - 24
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calculo: o
24 x 5 = 120 placas/100,0 mL

6.2 Quando forem utilizadas diluigdes da amostra, o calculo € obti
do multiplicando-se o resultado pelo fator de diluigao corresponden
te. No exemplo descrito no item 6.1, considerando ter sido utilizada
a diluigéo decimal 10_1, o resultado final sera 1 200 placas/100,0 mL

(120 multiplicando pelo fator de diluigao 10).

/ANEXO A
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ANEXO A - ESQUEMA DE PROCEDIMENTO .0

As figuras Al, A2, e A3 mostram um esquema de procedimento para apli

cagso do metodo.

Salmonella typhimurium, ampola liofilizada -

;

50 mL de caldo com triptona, extrato de levedura e

glicose, incubar a 35 b O,SOC durante a noite

Acrescentar 10 mL de glicerol

'

Distribqir 0,5 mL em tubos Eppendorf estereis, com tampa

'

Congelar a -70%C

Figura A1 - Fluxograma da preparagéo da suspensao

bacteriana estoque

/FIGURA A2
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Descongelar um tubo Eppendorf e acrescentar o conteudo a
50 mL de caldo com triptona, extrato de

levedura e glicose

!

Incubar a 35 = 0,56C sob agitagao, durante £ 3 horas
até obter um valor de 0,5 em espectrofotometro
a 520 nm

Y

Manter em banho de gelo durante o teste

Figura A, - Fluxograma da preparagao da suspensao

bacteriana no momento do uso

/FIGURA A3
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Amostra de égua Bactéria hospedeira
V ou S. typhimurium
diluigao apropriada PHAGE TYPE 3 Nal®
(F142 lac :: Tn5) - com 1x10°

cels/mL, em banho de gelo

\l

Inocular 5 mL da amostra e 1 mL da

bacteria em cada um dos 4 tubos com
égar com triptona, extrato de levedura e
glicose a 1,5% (estabilizados a 48-50°C)

!

Inocular em cada uma das 4 placas

contendo égar com triptona, extrato de
levedura e glicose a 1,5%,

18 a 24 horas a 35 ¥ 0,5°C

'

Contagem de todas as placas de

lise formadas no agar

! .

Expressao dos resultados
Unidades Formadoras de Placa/100,0 mL

Figure A, - Fluxograma da realizagao do ensaio

3

/ANEXO B
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ANEXO B - RECOMENDAGCOES DE ORDEM GERAL -

B-1 Cuidados especiais com a vidraria

Devem ser obedecidas as prescrigoes da riorma CETESB M1.001.

B-2 Controle da eficiencia da autoclave

Utilizar ampolas com suspensao de esporos de Bacillus stearothermophilus

em meios de cultura, colocando-os no centro da caixa que contém os
meios de cultura a serem esterilizados. Estas ampolas, depois da auto
clavagao sa0 incubadas em banho-maria a 55°C durante 24 a 48 h. Se hou
ver mudanga da coloragao da suspenséo contida‘nas ampolas de rosa pa
ra amarela, isto significa que a esterilizagao foi insuficiente, pois

houve desenvolvimento de baectérias.

B-3 Controle de qualidade da agua destilada

A agua destilada, a ser empregada no preparo de meios de cultura e
solucoes, deve ser de alta qualidade, livre de substancias toxicas
ou nutritivas que possem influenciar a sobrevivencia e crescimento
de microrganismos. £ recomendavel a avaliagao periodica de sua qua
lidade, . através da realizagdo de ensaios especificos. Ver norma CETESB
1.5.215.

B-4 Cuidados no preparo dos meios de cultura

B-4.1 O égar utilizado nos meios de cultura deve ser o purificado; es
pecial para analises microbiolégicas.

B-4.2 A hidratagéo dos meios deve ser -realizada com égua fria, prin
cipalmente para os meios que contem agar, pois, se for utilizada agua
quente, formar-se-a imediatamente em torno de cada particula de agar
uma pelicula que protegera o nicleo. Com a elevagao da temperatura
ocorre um aquecimento seco do nacleo, que impede que a particula se
umedeca totalmente. Por esse motivo, aconselha-se  deixar de molho
os meios que contenham égar durante 15 minutos em égua destilada fria,
égitando a mistura freqiientemente e utilizando recipientes ch volu
mes duas ou tres vezes maiores do que o seu conteudo para facilitar

a homogeneizagao.

B-5 Controle de aualidade dos meios de cultura

B-5.1 Todos os reagentes usados no preparo dos meios de cultura de

vem ser de grau bacteriolégico. Isto e particularmente importante,
pois certas impurezas quimicas encontradas em reagentes de grau inferior ou
comercial podem estar presentes em concentragaes suficientes para su
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primir ou inibir o crescimento bacteriano, ou possibilitar a - ocorrég
cia de reagdes inespecificas.

B-5.2 Antes e apés a esterilizagao, deve-se determinar o pH de. cada
partida de meio de cultura preparado, anotando seu valor, a data e o
nomero de controle do lote. Esta determinagdo é fundamental, pois ha
a possibilidade de ocorréencia de erro na pesagem, aquecimento excessi

vo e contaminagao quimica.

B-5.3 Apos terem sido preparados e antes de serem usados, o0s meios
de cultura devem ser rotineiramente testados guanto a presenga de

bacterias e fungos.

B-6 Precaugoes

B-6.1 Ao fundir o agar de soja e triptona modificado evitar:

a) colocar excesso de égua no recipiente que ira conter os tu
bos com o agar, pois esta, ao ferver, podera ocasionalmen
te entrar nos tubos, contaminando o meio;

b) exposigao prolongada a temperatura elevada durante e apés
a fusao;

¢) fundir quantidade do meio superior a que sera usada.

/ANEXO C
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