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INTRODUCAQ |

Devido ao acelerado crescimento unbano e industrial nos aLtimos anos,
tem aumentado a complexidade dos nesiduos e produtos toxicos tangados
no meio ambiente provocando senios problLemas toxicologicos. Entre
esses compostos, aquefes com atividade mutagénica tem recebido espe
cial aten¢do pois podem causar mutagbes no genoma das celulas somati
cas e geaminativas dos individuos expostos, podendo aumentar a ined
deneia de cancer e doencas hereditarnias  nas populagoes.

.

-

Com o objetivo de avaliar a mutagenicidade de produtos quimicos, va
nios ensaios foram desenvolvidos, especiafmente aqueles que “empregam
michonganismos devido a gacitidade de execugao, ad napida nesposta e
neprodutividade. Dentre eles, o teste de Ames tem sido o ensaio mais-
amplamente utilizado para analise de produtos quimicos. Amostras amb4i
entais, tais como extratos organicos de efluentes industriais, mate
nial parnticulado de ar, dgua bruta e tratada, podem sexn submetidas
tambem ao teste de Ames; ponim, tem-se observado Limitagdes de empre
go deste teste em diferentes condigoes devido a pequena quantidade de
compostos mutagenicos extraldos dessas amositnras, muitas vezes com con
centragdes infeniones ao Limite de detecgdo do teste de Ames.

Com o objetivo de toanar o teste de Ames madis sensivel, Kado ¢ cof.,
em 1983 desenvolveram uma metodologia baseada no aumento da quantida
de de bactinias utilizadas no ensaio e na redugdo da quantidade de a
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mostra e mistura S9, aumentando assim em dez vezes a sensibifidade do
teste de Ames. '

Este ensaio utiliza Linhagens de Salmonella typhimurium que sdo capa
zes de detectar - ‘compostos que causam mutacdes do tipo substituigdo de
pares de base e destocamento do quadro de Leitura do DNA. 0 ensalo e
rnealizado na presenca e ausencia de sistema de atdivagdo metabdlica,
permitindo a detecgdo de mutdgenos dirnetos e indinetos. Porntanto,
considenando sua alta sensibilidade, o teste de Kado tem sido paopos
to como instrumento auxifiar na deteccdo de mutdagenos ambientais, es
pecialmente em estudos de triagem e monitoramento.

1 OBJETIVO

1.1 Esta Noama prescrheve o teste de microssuspensao com  Safmonella
typhimurium - teste de Kado, utifizado na detecgao de substincias
mutagénicas quando se dispde de pequenas quantidades de material para
teste, com as seguintes aplicagoes:

a) contrnolar o processo de tratamento de agua de abastecimento
pabLico em nelagdo a:

- nemogdo de compostos mutagénicos presentes nos manancials
que abastecem as estagoes de tratamento;

- possivel adigdo de substdncias mutagendicas durante o pro
cess0 de tratamento;

- presenga de substancias com atividade mutagenica na  agua
de consumo;

b) avalian a eficiincia dos processos de tratamento de esgoto e’
efluentes industriais na nemogdo ou presenca desses compos
tos; ‘

¢) avalian aditivos alimentarnes, corantes, agrotoxicos, pesticd
das, produtos natunais, fuildos conporeos (urina, fezes  ou
sangue de individuos expostos), medicamentos e materiais u
titizados em biomedicina ou na gfabricagdo de produtos deécag
taveis para uso externo ou de asselo corporal;

d) caracterizan poluentes mutagénicos em estudos de impacto am
biental ¢ protecdo de ecossistemas, visando a tomada de medi
das cornetivas e preventivas;

e} LRocalizar fontes potenciais de compostos mutagehicos no axr
(material panticulado), solo, agua e alimentos, em areas 4n
dustrializadas, agnlcolas e urnbanas, visando o controle dos
refenidos poluentes.
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2 NORMAS COMPLEMENTARES o
Na aplicag¢do desta Nomma & necessario consultar:

- L5.215 - Prova de adequabifidade biofLogica de dgua destilada pa
na §ins micrnobiologicos (CETESB).

- L5.010 - Avaliacdo de Laboratorios de analises bacteniologicas
de agua (CETESB).

- NBR 9898- Preservacdo e tzcnicas de amostragem de efluentes LI
quidos e corpos neceptornes (ABNT]).

- M1.001 - Lavagem, preparo e esterilizagdo de matendiais em Labo
natonio de microbiologia (CETESB).

-~ L5.216 - Controle de qualidade de meios de cultura (CETESB).

- L5.009 - Seguranca e higiene do trabalho em Laboratorios de mi
enobiologdia ambiental (CETESB).
- L5.620 - Mutacgdo génica nevensa em Salmonella Lyphimurium - Tes

Ze de Ames (CETESB).

3 DEFINICUES

Para o4 efeitos desta Noama sao adotadas as definicoes de 3.1 a 3.14.

3.1 ADN

Reido desoxianibonucledco.

3.2 Auxotrnofico
Organismo mufante que apresenta exdgencias nutrnitivas alem  daquelas
apresentadas pelo organismo sefvagem.

3.3 Openron '
Conjunto de genes que comandam a biossintese de uma protelna.

3.4 Mutagado v

Mecanismo biolGgico universal que promove modificac¢des geneticas nos
onganismos. A nlvel molecular, ¢ a alteragdo da molZcula de ADN, ne

sultando na foamacdo de proteinas alternadas ou ausentes no onganismo
que 40freu a mutagdo.

3.5 Mutacdo pon deslocamento do quadro de Leitura ("frameshift")
Mutacdo causada pela adigdo ou delegdo de nucleotidios na molLecula
de ADN.

3.6  Mutacdo xfa

Mutagdo que causa modificagies na camada Lipopolissacaridica da pare
de celulan bacterniana, propiciando uma maior permeabilidade de cilula
a moleculas grandes.
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3.7 Mutacdo por substituicdo de pares de bases ("base pair subsdtitution")
Mutagio causada pela troca ou substituigdo de nucleotldios na mole
cula de ADN.

3.8 Mutacdo uvaB

Mutacdo causada por delegdo de um dos genes responsdvels pelo reparo
de excisdo, a qual impede a bacteria de neparar alguns tipos de danos
causados ao ADN, tornando-a mais sensivel a agentes mutagenicos. Por
nazoes tecnicas, a delegdo do gene uvaB se estendeu ate o gene da
biotina e consequentemente as cepas se Lornaram auxotroficas para bio
tina (bio—).

3.9 Mutdgeno ou agente mutagenico

Agentes quimicos ou §Zsicos que interagem com o ADN, causando muta
coes.

3.10 Plasmidio pAQl

PLasmidio presente em miltiplas copias, que contem a mutagdo hisG 428
e conferne a4 cclula nesistencia a tetraciclina.

3.11 PlLasmidio pkKM101
PLasmidio que contim o gene muc, responsdvel pela ativagao do reparo
S0S ¢ confene d cZlula nesistlncia a ampicilina.

3.12 Prototrndfico
Onganismo do tipo selvagem.

3.13 p.a.
Para andlise.

3.14 q.8.p.
Quantidade suficiente para.

APARELHAGEM

1.1 Agditadon do tipo vortex

4
4.1 Equipamentos
4
4

1.2 Autoclave
Deve ten tamanho suficiente para permditir a cdinculagdo do vapor ao re
don do matenial a sen estenilizado e equipada com valvula de seguran
¢a, mandmetro e teamdmetro, cujo bulbo fique na diregdo de escape do
vapor condensado (dreno). A autoclave & noamafmente operada d pressao
de vapor de 103 426 Pa (15 psdi), produzindo em seu interior a fempera
tura de 121,60C ao nZuel do man. Deve-se observan, em seu funcionamen
to, a substitui¢do, por vapor, de todo o an existente na cimara. A 0
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peracdo Zotal de uma autoclave deve durar no maximo uma hoxra, sendo
necomendado o acompanhamento dos ciclos de operagdo e 04 registros
de tempo-temperatura. E necomenddvel que a autoclave atinja a tempera
tuna de estenilizagdo de 1210C em 30 minutos e mantenha essa tempera
turna durante o penlodo de esternilizagao.

4.1.3 Balanga analitica
Deve ten sensibifidade minima de 1 mg ao pesar 10 g.

4.1.4 Balanca semi-analitica
Deve ten sensibilidade minima de 0,1 g ao pesar 150 g.

4.1.5 Banrnho-mardia

Equipado com teamostato para manutengdo da temperatura a 559C, com ca
pacidade suficiente para comportar recipientes qde.contenham medlos de
cultura, cuja temperatura deve sen estabifizada antes de sua  disiri
buigdo em placas de Petri.

4.1.6 Banho seco

Equipado com teamostato para manutencao da Zemperatura a 45°C e supor
tes com capacidade suficiente para conterem o4 tubos de ensaio a  se
nem utilizados dunante o teste. Para verificar a temperatura deve sen
utilizado um texmdmetro com escala adequada e registros periodicos
devem sen eﬂetuadda.

4.1.7 Capela de seguranca biofbgica (camara de §luxo Laminar verticak)

Equipamento que possibilita a nretengdo de particulas do ar pon um §4L
tro adequado, sendo o ar fiftrado dinigido em gorma de §Luxo  dineto
sobre a drea de trabafho. 0 equipamento deve ser de seguranga biold
gica CRasse 11 - tipo B, com exaustdao externa que proporcione grande
seguranga nas manobras, as quais devem sen nealizadas em condigoes
de estenitidade, e na manipulacdo de pequenas quantidades de produtos
voldteis penigosos. i

4.1.8 Centrnilfuga nefrigerada
Com velocidade ate 10 000 g, que tenha rotonres com cagapas para volu
mes de 20 a 30 mL e permita operagdo a 49C.

4.1.9 Congeladores

Com negulagem para manter a Zemperatura no Antenvalo de -200C . a
-700C. Destina-se ao armazenamento de solugoes e culturas de bacte
nias. Sua Limpeza e desinfeccdo devem sen feitas periodicamente.

4.1.10 Contador de colonias
Automatico, tipo Biotran; ou manual, tipo Quebec.
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4.1.11 Destilador de agua ou aparelho para desionizagao .
Deve produzin dgua ndo toxica, Livre de substdncias que tenham efeito
toxico ou mutagenico.

4.1.12 Estufa para esternilizagdo e secagem

A estufa deve acondicionar pipetas, placas de Petni, frascos para co
Leta, tubos e toda vidrarnia e aparelhagem que possam ser  esteriliza
das pon calor seco, e ten capacidade suficiente para permitin a cirecu
Lacdo do an quente ao nedorn do matenial a sen esterilizado. Deve sen
equipada com um termometro e um teamostato, e operar normalmente a
uma temperatura de 170-1800C. 0 tempo de esterilizagdo para a maior
parte da vidraria ¢ de duas horas, a uma temperatura de 170-1800C.

4.1.13 Tncubadora bacteniofdgica

Deve sen equipada com tenmostato e projetada de tal forma que a tempe
natuna, em todas as pantes utilizadas, seja de 370C; sua  capacidade
deve sen suficiente para permitin a cirnculagdo do ar ao redor de  to
das as culturas, quando o material de trabalho estiver sendo  incuba
do. Para verificar a temperatura de uma incubadora grande deve ser co
Locado um ou mais teamdometrnos, com o bulbo submenso em adgua, gliceri
na ou 0Leo minenal, em Lugares representativos da cdmara, e feitos re
gistnos peniddicos da ztemperatura. A Lincubadora deve manter 75 a 85%
de umidade nefativa e sen colocada em Local onde a temperatura peama
neca no inteavalo de 16 a 270C.

4.1.14 Mesa agitadora alternativa ("shaker")

Equipamento portdatif de dimensdo adequada para ser acondicionado na
incubadora bacteniologica, capaz de imprimin de 100 a 200 movimentos
por minuto. Deve conter garras apropriadas para frascos e tubos.

4.1.15 Placa aquecedora
Com temperaturna neguldvel atz 1000C.

4.1.16 Potenciometnro

Deve tern escala bem Leglvel e medin com precisdo de 0,1 unidade  de
pH. A calibragdo do potencidmetro deve ser feita pelo menos duas ve
zes ao dia, com tampoes de pH 4,00, pH 6,86 e pH 9,18,

4.1.17 Regrigerador

Centificado para manter a temperatura no intervalo de 2 a 80C; sua ca
pacidade deve sen suficiente para conter 04 meios de cultunra, s0lu
¢0es e amostras a serem mantidas sob nefrigeragdo. Sua Limpeza e  de
sinfeccao devem sern feitas perdiodicamente.
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4.7 Vidraria .

4.2.1 Enlenmeyens
De borossdilicato ("pyrex") ou de vidro neutro, com tampa noscada, ndo
toxica, e capacidade de 125 mlL.

4.2.2 Frascos de coleta
De bonrossilicato ("pyrex") ou vidrno neutro, com capacidade de 5 Litros.

4.2.3 Frascos para preparo de meio de cultura
De bonossilicato ("pynex") ou vidro neutro, com capacidade de 1T a 5
Litrnos, Limpos e isentos de qualquern substdnedia toxica.

4.2.4 Frascos para so0fugoes

De borossilicato ("pyrex") ou vidro neutro, com tampa de kosca,  nao
toxica, com capacidade de 50 e 100 mL, e §rascos dmbar, com capacida
de de 30-50 mL.

4.2.5 Pipetas

Pipetas do tipo Mohn, de ImL, 5 mL ¢ 10 mL, com graduagdo de 1/10 e
enno de calibragao inferiorn a 2,5%, e com bocat para tampao de  algo
ddo. Devem sen acondicionadas em caixas de ago inoxidavel ou embrulha
das individualmente em papel Kraft, e esterilizadas por calor seco a
170-1800C durante duas horas.

4.2.6 Placas de Peitri de vidro

De borossilicato ("pyrex") ou vidro neutrno de boa qualidade, com fun
do perfeditamente ptano, sem nanhunas ou bolLhas de an, medindo 100 mm
de didmetno ¢ 15 mm de altura. Devem ser embrulhadas em papel  Kraft
¢ estenilizadas por calor seco a 170-1800C por duas horas.

De bornossilicato ("pynex") ou vidro neutro, de medidas aproximadas
de 18 x 180 mm e 15 x 120 mm, com tampas de ago inoxidavel, e de medi-
das de 20 x 120 mm, com tampas de rnosca de matenial ndo toxico. Devem
den estenilizados por calor seco a 170-1800C, durante duas horas, ex
cluindo-se as tampas de nosca, que sao embrulhadas individuatmente  em
papel de afuminio e estenilizadas em autoclave a 1210C por 15 minutos.

4.3 0utno&'mdt¢¢£ai4

De platina, com um comprimento de 7 a & cm e didmetro de 0,5 mm, apre
sentando na extrnemidade uma parte encurvada, gformando um aro com did
metrno minimo de 3 mm, com cabo de metal (cabo de Kolle).
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4.3.2 Ampolas descartdveis .

De polipropileno autoclavaveis, com tampas apropriadas para  congela
mentos a -700C ou -1960C (nitrogénio £Iiquido) para volumes  maximos
de 2 mL.

4.3.3 Bico de Bunsen

Com funcionamento adequado para permitin uma combusido completa.

4.3.4 Estantes
De arame galvanizado para suporiarem ftubos de ensaio.

4.3.5 Filtros para estenilizagado
Tipo Swinnex, de polipropileno, com didmetro de 13 mm.

4.3.6 Fita crepe

4.3.7 Lampada germicida (UV)
Lampada germicida (UV), de 15 W.

4.3.8 Luvas cirungicas

....... L RN JP TR 7

4.3.9 Mdscara de protegdo nespinatoria contra gases
Equipada com §iltrno apropriado contra gases, acidos e outrnos compos
tos voldateis, com protegdo facial de acrllico.

4.3.10 Mascanas de protecdo nespiratoria conira pos toxicos
Equipada com §iltro apropriado contra pos toxicos.

B 7 -

4.3.11 Membranas gfiltrnantes esfleneds
De Zster de celulose, com porosidade de 0,22 ym e 13 mm de didmetro.

4.3.12 Miernopipetadores

Pipetadores digitais com capacidade para medin volumes de 2, 10, 50,
100, 500 pL com ponteinas de polipropileno apropriadas e autoclava
vels. As ponteinas devem sen embrulhadas em papel de aluminio e papel
Kragt e estenilizadas em autoclave a 1210C durante 15 minutos.

4.3.13 Papel de §iltro
4.3.14 Papel Kragt

4.3.15 Paragilme
Petlcula termoplastica fLexlvel e semitransparente, utifizada para
vedacgdo.

4.3.16 Pera de sucgao

4.3.17 Pingcas
De ago 4inoxidavel, com extremidades arredondadas.
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4.3.18 Placas de Petni descarntdveis ,

Devem sen de boa quatidade, medindo 90 mm de didmetro e 12 mm de aliu
na. € essencial que a esternilizagdo sefa realizada pelo processo de
naio gama cobalto (Co). NAO devem ser utifizadas placas estenifizadas

por processos quimicos.

4.3.19 Porta-pipetas de ago inoxidavel

4,3.20 Protetor facial
Proteton facial com clpula e coroa de polietileno articulada, regula
gem com catraca, viseina em acnilico, anatoémico, Lncolonr.

4.3.21 Seningas automaticas do tipo Cornwall de 5 e 10 mL.

4.3.27 Seningas hipodinmicas descartaveis

4.3.23 Tela de amianito
De 22 x 22 cm.

4.3.24 Tnipe

4.3.25 Tubos de centrlfuga paxa 20 mlL
Tubos de polipropileno tipo Nalgene, autoclavdveis, com capacidade pa
ra volfumes de 20 mL. '

4.3.26 Vasilhames de nitrogenio Liquido

Com capacidade para conservagdo de 50 Litrnos de nitrogénio  Riquido a
temperatuna de -1969C e equipado com sels recipientes para comporiar
a8 ampolas com culturas bacterianas.

5 EXECUGAO DO ENSATO

5.1 Princlpio do metodo

Este ensaio ¢ uma modificacdo do teste de Ames e se baseia no aumento
da concentracdo de bactenias e no decnescimo da quantidade de amostra
utilizada no ensaio, elfevando assim a sensibifidade do teste em apro
ximadamente 10 vezes. Diferentes cepas de Salmonella Zyphimurium auxo
trnoficas para o aminodeido histidina (2.10° celulas) sdo expdstas a
difenentes concentragoes de amostra em teste (em volume de ZuLlcom e
sem ativagio metabdlfica porn 90 minutos. Apos esse penlodo de pre-incu
bacdo, a mistura ¢ plaqueada em agan minimo, as placas Lincubadas por
66 honas a 379C e as colonias neverntentes sdao contadas. Um aumento
significativo do nimeno de nevertentes nas placas Zteste em relagdo as
placas-controle indicam presenga de atividade mutagenica na  amostra
em teste. Dada a composicdo do meio de cultura, 40 formardo colonias
celulas prototroficas para histidina (ﬁ£i+) provenientes de mutagoes
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espontineas ou induzidas pela amostra.

5.2 Reagentes

m———

dos neste ensaio 840 necessarios os reagentes de 5.2.1.1 a 5.2.1.30.

5.2.1 Para a preparacdo dos meios de cultura e das solfugoes

L2.1.1 2 aminoantraceno (2AA).

.2.1.2 Keddo cltnico (C Hg0,.H,0] p.a.

.2.1.3 Aecddo clonldnrnico (HCE) p.a.

.2.1.4 Acido nitnico (HNO;] p.a.

.2.1.5 Acddo sutfarico (H,S0,]1 p.a.

.2.1.6 Ampicilina.

.2.1.8 Bacto agar (Difcol.

.2.1.9 g-nicotinamida adenina dinucleotideo fosgato (NADP].

.2.1.11 Caldo de s0jfa e trnipitona.

5
5
5
5
5
5
5.2.1.7 Azida sodica (NaNg).
5
5
5
5
5

.2.1.12 Cloreto de magn2sio (MgCL,.éH,01 p.a.

2
2
.2.1.10 D-Biotdina.
2
2
2

.1.13 Cloreto de potdasio (KCE) p.a.
5.2.1,14 Clonreto de 80dio (NaCL) p.a.

5.2.1.15 Crnistal violeta.

5.2.1.16 Dimetilsulgoxido (DMSO).

5.2.1.17 Fosfate de potdssio dibdsico (K,HPO4 p.a.

5.2.1.18 Fosfato de s5dio e amdnia (NaNH,HPO,.4H,0) p.a.

5.2.1.19 Fosfato de s5dio dibdsico (Na,HPO,] p.a.

5.2.1.20 Fosfato de 80dio monob@sico (NaH,P0,l p.a.

utiliza

5.2.1.21 Fnragdo S9 - homogenado de §lgado de rato, induzido com Axro
clon 1254 Riofilizado, proveniente da Moltox - MofLecular  Toxicology

Tne. 111 Gibraltar St., Annapoldis, MD, 21401, USA.

5.2.1.22 Glicose.

5.2.1.23 D-GRicose 6-fosfato.

5.2.1.24 Hidrdxddo de s5dio (NaOH] p.a.
5.2.1.25 L-histidina HCE.
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5.2.1.26 Nutaient Broth n9 2 (0xodid). -
5.2.1.27 Metilmetanossulfonato (MMS).

5.2.1.28 4;nitnoquino££na, 1 oxido (4NQO) (Sigma).
5.2.1.29 Suklfato de magnesio (MgSO, .7H,0) p.a.

5.2.1.30 Tetraciclina.

5.2.2 0s neagentes devem ser de grau p.a. ou bacteniologico e de pro
cedéneia idbnea, apresentar odorn, cor e consdisténcia inalterados, sen
Livhe de elementos bactericidas ou bacteriostdticos  inespecificos,
bem como de carboidratos inespeclficos.

5.3 Medios de cultura

5.3.1 Kgar minimo

Foamula:
Rgarn gliCcOse..ueeuinans P 900,0 mL
Meio de Vogel-Bonner ME"™ [10X).eiuiveeenannenn 100,0 mL
Solugdo de blotina/histidina....coovvviiennn. 10,0 mL
Preparo:

Este meio deve sen preparado como segue:

a) preparar o meio agar glicose, com 04 seguintes componentesd:

BACEO BGAM. e vveenenenooncassssnistsnsnsossnsnns 15,0 g
GlACOB .. s et e ieeeneesesasasasesssasssssosnssansssas 20,0 g
Agua dedtiladd. ..cveeeiiiorasenssosassnaaaneansns 900,0 mL

Para o preparo deste melo pesar 04 componentes e acredcentar 900 mL
de dgua destilada §ria. Aquecer, agitando §reqientemente ate a com
pleta dissolucdo das substincias, tomando cuidado para que nao s¢ -
ja atingida a temperatura de ebuligao. Estenilizar em autoclave a
1210C por 15 minutos e deixan estabifizar em banho-maria a 550C.
b) preparar o meio de Vogel-Bonner "E" (10X), com o4 seguintes compo

nentes:

Sulfato de magnesdio (MgS0,.7H,0) p.a............. 2,0 g
Kedido cltrdico (C6H807.H20) ....................... 20,0 g
Fosfato de potdssio dibasico (K PO ). e e 100,0 g
Fosgfato de s0dio e amon&o (NaNH HP04 4,01 . . 35,0 g

Agua desdtiladd. o vvvieieinrereanoeenassnsnsnnnsas 1,0 L
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Para o preparo deste meio pesar as substdncias acdma nas quantida
des especificadas e dissolver em 1 L de dgua debtitada'gala. Este
nilizan em autoclave a 1210C pon 15 minutos e dedixar  estabilizanr
em banho-maria a 559C.

¢) juntan assepticamente 04 meios agan glicose, Vogel-Bonnern "E"(10X)
e 80Lucdo de biotina/histidina (item 5.4.1) nas quantidades especd
§icadas acima e distribuin volLumes de 24 mL em placas de Petrni es
tenilizadas, com auxilio de uma seninga automdtica. As placas que
contem agar minimo podem sen armazenadas sob refrigeragao(2 a 89C)
durante um perlodo maximo de 7 dias.

5.3.2 Agar minimo com biotina

Formula:
RGan gRACOBEC. cvvverevnenrnunenonensacaons ceee 900,0 mL
Meio Vogel-Bonner "E" (10X).....viuennnnnnnns 100,0 mL
Solucdo de biotina 0,5 mM.....oeiiiinneianans 6,0 mL
Prepanro:

Preparan o meio dgar minimo de acorndo com 5.3.1-a) e b) e, antes da
distrnibuicdo em placas, adicionar assepticamente 6 mL de solugdo  de
biotina 0,5 mM (item 5.4.2). Distrnibuin volumes de 24 mL em placas de
Petni estenilizadas com o auxllio de Aeaznga\automﬁtica. As placas
que contem agar minimo com biotina podem ser armazenadas sob nregrige
nacdo (2 a 89C) durante um penfodo maximo de 7 dias.

5.3.3 Kgarn mInimo com histidina/biotina

Formula: .
RGan gLACOSL. . uvvereinererinninieeeenninnnns 900,0 mL
Melo de VogelL-Bonnen "E" {10X)....cciveviennnn 100,0 mL
Sofugdo de biotina 0,5 mM....oieeiieeeneenns 6,0 mL
Solucdo de histidina 0,5%.....c000iueeeuianns 10,0 mL
Preparo:

Preparar o meio agan minimo de acordo com 5.3.2-a) e b) e, antes. da
distnibuicdo em placas, adicionar assepticamente 6 mL de solugdo de
biotina 0,5 mM (item 5.4.2) e 10 mL de s0fugdo de histidina 0,5%
(item 5.4.3). Distnibuin volLumes de 24 mL em placas de Petri  previa
mente estenilizadas. As placas que contém agar minimo com biotina e
histidina podem sen anrmazenadas sob nefrigeragdo (2 a 89C) durante um
perlodo maximo de 7 dias.

5.3.4 Xgan mIinimo com histidina/biotina e ampicilina
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Formula:
Kgarn glicose ....... ceeeaen Ceeereeaneeeenan - 900,0 mL
Meio de Vogek-Bonner "E" (10X]). ceeeeeas 100,0 mL
Solugao de biotina 0, B M v, 6,0 mL
Solucao de histidina 0,5%...... e eceeannan 10,0 mL
Solugao de ampicilina & mg/mL ........... coe 3,15 mL
Prepano:

Preparar o meio agar minimo de acondo com 5.3.1-a) e b) e, antes da
distnibuicao em placas, adicionar assepticamente 6 mlL de so0fugcao de
biotina 0,5 mM (item 5.4.2), 10 mL de sofugcdo de histidina 0,5% (item
5.4.3) ¢ 3,15 mL de so0lugdo de ampicilina & mg/mL (item 5.4.4). Dis
trhibuin volumes de 24 mL em placas de Petri estenilizadas com auxilio
de seningas automdticas. As placas que contem agar minimo com  bioti
na, histidina e ampicilina podem sen armazenadas s0b nefrigenagdo ( 2
a 80C) durante um perZodo maximo de 7 dias.

5.3.5 Agar minimo com histidina/biotina e ampicifina/tetraciclina

Formula:
Agarn glicose........... ettt teeeteenenaeen 900,0 mt
Meio de Vogel-Bonnen MEM (10X) . eernnneennan 100,0 mL
Solucdo de biotina 0,5 mM...covveveeennnns 6,0 mL
Solugdo de histidina 0,5%....ccccceiincannnn. 10,0 mL
Solugdo de ampicilina & mg/mL....ccoveennn. 3,15 mL
Solugdo de tetraciclina & mg/ml............ 0,25 mL

- Prepanro: :
Preparar o meio agar minimo glicosado de acordo com 5.3. 1-a) e b) e

antes da distrnibuicdo em placas, adicionan assepticamente 6 mL de 49
Lucdo de biotina 0,5 mM (item 5.4.2), 10 mL de solugcdo de  histidina
0,5% (item 5.4.3), 3,15 mL de sofucdo de ampicilina & mg/mL (item.
5.4.4) ¢ 0,25 mL de solucgdo de tetraciclina & mg/mL (item 5.4.5). Dis
trhibuin volumes de 24 mL em placas de Petni estenilizadas com auxilio
de seningas automaticas. As placas que contem agar minimo com biotdi
na, hi&tidina, ampicilina e tetraciclina podem sern armazenadas s0b re
frigernagdao (2 a 89C) durante um perlodo maximo de 7 dias.

5.3.6 Caldo nutrndiente

Formula:
Nutniente Broth n? 2 (0X0ID)...vvevveennnn 25,0 g
Agua destilada.......... Ceeeeeiceeneens cees ,0 L
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Prepano: o
Pesar o componente e acrescentar 1 000 mlL de agua destilada fria. Dei

xarn em nepouso dunante aproximadamente 15 minutos. Aquecer  agitando
freqientemente ate a completa dissolucdo do melo de cultura, ztomando
cuidado para que ndo seja atingida a temperatura de ebuli¢do. Distai
buir aliquotas de 20 mL em enlenmeyern ou grascos secos de 125 mL, com
tampas noscadas, ou aliquotas de 5 mL, em tubos de 18 mm x 180 mm,com
tampas de ago inoxidavel. Estenilizarn em autoclave a 1210C durante 15
minutos. Apos a autoclavacdo, 04 tubos que contem o meio preparado po
dem sen anmazenados s0b negfrigenacdo (2 a §9C) durante um penlodo ma
ximo de 14 dias.

5.3.7 Caldo nuthiente com ampicifina

Formula:
Nutniente Broth n? 2 (0XOID) ... veeuuieiennnnns 25,0 g
Solugdo de ampecilina 8 mg/mL,.....cccveuunn. 3,15 mL
Agua destilada........... et eeeeeeeaaananas 1,0 L
Preparo:

Preparar o caldo nutriente de acondo com 5.3.6 e, apos autoclavagdo ,
estabilizar o meio a temperatura de 550C em banho-maria e  adicionan
assepticamente 3,15 mL de so0lu¢do de ampicifina com & mg/mlL {item
5.5.4). Distnibuin aliquotas de 20 mL em enlenmeyens ou frascos de
125 mL, com tampa noscada, previamente esterilizados, ou aliquotas de
5 mL, em tubos de 18 mm x 180 mm, com tampa de ag¢o inoxidavel, previa
mente estenilizados. 0 caldo nutrniente com ampicilina poderd sen aumg'
zenado s0b nefrigeragdo (2 a 89C) dunrante um perlodo mdximo de 14 dias.

5.3.8 Agar nutrniente

Formula:
Nutrniente Broth n? 2 {(0X0ID)...eeveeennn e 25,0 g
G et iitneeeanncaassonasannns P 15,0 g
Kguq destilada.....veveu.. ceseaaai Ceeeaeeen 1,0 L
pH §inal apos esterilizagdo: 7,0

Prepanro:

Pesan os componentes e acrescentar 1 000 mL de agua destifada  fria.
Deixan em nepouso durante aproximadamente 15 minutos. Aquecer agitan
do §reqiientemente atz a completa dissolucdo dos ingredientes, tomando
cuidado para que ndo seja atingida a temperatura de ebuligao. Esterd
Lizan em autoclave a 1210C durante 15 minutos. Apos a esterilizagao,
manten o melo preparado em banho-maria a 550C, para estabilizagao da
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temperatuna. Com todos 08 cuidados de assepsia, distribuin volumes de
aproximadamente 24 mL em placas de Petni estenilizadas. As placas de
Petrni que contém o agar nutriente podem ser armazenadas s0b regrigena
cao (2 a 89C) durante um perlodo maximo de 7 dias.

5.3.9 Agar nutriente com ampicilina

 Formula:
Nutrniente Broth n? 2 (0X0ID)..eiiierivnnnnns 25,0 g
Agan........ R R TR Ceeeeeeenes 15,0 g
SoLugdo de ampicilina § mg/mL....... Ceeeeeee 3,15 mL
Agua destilada......... Ceecieaneaeaan Cereea 1,0 L
Prepanro:

Preparar o dgar nuiriente de acordo com 5.3.8 e, apds a estabilizagdo
da tempénatu&a em banho-maria a 559C, adicionar assepticamente 3,15 mL
de so0lucdo de ampicilina & mg/mL (item 5.4.2). Com todos 04 cudidados
de assepsia, distrnibuir volumes de 24 mL em placas de Petni estenili
zadas. As placas de Petrni que contém o agar nutriente com ampicilina
podem sen armazenadas sob refrigeragdo (2 a 89C) durante um periodo
maximo de 7 dias.

' 5.3.10  Agan nutriente com ampicilina/tetraciclina

‘fF5¢mu£a:‘
B Nutniente Broth n? 2 (0X0ID)....... N 25,0 g
.Y T 7. 2 £t teeeeeeeae 15,0 g
Solucdo de ampicilina & mg/mL......o.ovvennn. 3,15°mL
Solugdo. de tetraciclina § mg/mL...... ceceean 0,25 mL
Agua destilada......cooviivnninnnnnnnnnnnnn. 1,0 L

- Prepano:
Preparar o &ga@ nutriente com ampicilina de acordo com 5.3.8. Adicdo
nan assepticamente 3,15 mL de s0Lugdo de ampicifina & mg/mL (item

5.4.4), ¢ 0,25 mL de so0lugdo de tetraciclina & mg/mL (item 5.4.5).Com
todos 08 cuidados de assepsia distribuin volumes de  aproximadamente
24 mL em placas de Petrni esternilizadas. As placas de Peiri que contem
0 dgan nutriente com ampicilina e tetrnaciclina podem sen armazenadas
s0b refrigeragdo (2 a 80C) durante um perlodo maximo de 7 dias.

5.3.11 Xgan de supernficie ("Top agar")




L CETESB/LS5.241

Formula:
Bacto aga&."‘.C...’C.“.."".'. ....... 6’09
CLoneto de 80dio (NaCl).....cvvevuennnnns 5,0 g
Agua destilad@....ooveveeesssnscnnnnnnn .. 1,0 L

-

pH ginal: 7,0

Prepano:

Pesar 0s componentes e achescentar 1 000 mL de dgua destilada  gria.
Aquecer agitando ate a completa dissolugao do medo, tomando cudidado
para que ndoc seja atingida a temperatura de ebuligao. Distribuin volu
mes de 150 mL em enlenmeyens de 250 mL. Esternilizar em autoclave a
1210C por 15 minutos. 08 frascos que contem "top-agar" podem ser arma
zenados sob nefrigenacdo (2 a 89C) durante um perlodo maximo de 14 dias.

5.3.12 Caldo de s0fa e trnipitona

Formula:
L 5% of 11 Y- S Ceessresen ceeens 17,0 g
Peptona de 40§@....cvueuss Ceteececeaae .. 3,0 g
GLACOBC. vevivenanaas Ceeetreeers st tansnne 2,5 g
Cloneto de 80dA0..vunueeeennienneeennnnns 5,0 g
Fosdato de potassio dibasdico.......covun. 2,5 g
Agua destilada........oovviiniiiiennnn .. 1,0 L
pH §inak: 7,3 % 0,1

Pnegauo.

Peéan 30 g do meio desddratado "tnyptic o0y bnoth" (caldo de s0fa e
thiptona) e acrescentarn 1 000 mL de agua deAtLLada §nia, deixando em
nepouso por aproximadamente 15 minutos. Aquecer agitando ate a comple
ta dissolucdo do medio, tomando cuidado para que ndo seja atingida a
tempenatura de ebuli¢do. Se necessario, ajustar o pH para 7,3 ! 0,1
com solucdo de hidroxido de sodio 1 N. Distrnibuin volumes de 12 a 13
mL em tubos de ensaio com tampa roscada. Esterilizarn em autoclave a
1210C por 15 minutos. 08 tubos que contem caldo de s0ja e triptona po
dem sen anmazenados sob nefrigeracdo (2 a 8°C) durante um periodo ma
ximo de 30 dias. |

5.4 Sofucoes

5.4.1 Solugdo de histidina/biotina
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Formula: )
L-histidina HCL....... e, 0,138 g
D-biotina......oo00.. ceeeees et ccenes 0,117 g
Agua destilada........ Cerecieereas ceee 1,0 L
Prepanro:

Pesarn 08 componentes e dissolver em 1 L de agua destifada quente (fem
peratura de ebuligdo). Distnibuin volumes de 100 mL em frascos escu
ros. Estenilizan em autoclave a 1210C por 15 minutos. 08 frascos que
contém a solugdo de histidina/biotina podem ser anmazenados 80b refri
geragdo (2 a §9C) durante um penfodo maximo de 30 dias.

5.4.2 Solucgdo de biotina 0,5 mM

Formula: |
D-biotina.......... ctiesesetesanens ceee 0,012 g
Rgua destilada.....ovuuen. Ceeeeeetsene 100,0 mL
Prepanro:

Dissolven a D-biotina em 100 mL de agua destilada quente (temperatura
de ebulicdo). Distnibuin volumes de 50 mL em frascos escurnos. Esterns
Lizan em autoclave a 1210C por 15 minutos. 08 frascos que contem a 40
Lucdo de biotina 0,5 mM podem ser armazenados s0b negnigenagao (2 a
§0C) dunrante um peaZodo maximo de 30 dias.

5.4.3 Solucdo de histidina 0,5%

Formula:
L-histiding HCL. . ovveununeenneosonnnes 0,5 g
Agua destilada....coveveveiennancnocnns 100,0 mL
Preparo:

Dissolver a L-histidina HCL em 100 mL de dgua destilada quente( Zempe,
rnatuna de ebulicdo). Distribuin volumes de 50 mL em frascos escunod.
Estenilizan em autoclave a 1210C por 15 minutos. 0s frascos que  com
tem a solucdo de histidina 0,5% podem sen anmazenadas s0b  refrigera
¢do (2 a 89C) durante um penlodo maximo de 30 dias.

5.4.4 Solugdo de ampicilina 8 mg/mlL

" Fonmula: |

AMPACALANG . c o vvv e i iannstnnenoenans 0,08 g
Hidnoxido de s0dio 0,0ZN q.8.p.coveen.. 10,0 mL
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Prepanro:
A so0Lucdo de ampicilina deve sen preparada como segue:

a) preparar a solugdo de hidroxido de s0dio com a seguinte composdigao:

Hidroxido de s0dio (NaOH)....iviiinnennnns 0,08 g
Agua destilada q.8.peeee... PR 100,0 mL
Para o preparo desta sofugdo dissolver o hidnoxido de sodio em

100 mL de agua destilada esternilizada fria.

b) preparar a solugdo f§inal, dissolvendo a ampicilina em 10 mL da 40
Lucdo de hidroxido de sodio 0,02 N. Estenilizan por membrana  §4L
trante (0,22 pm), em tubo com tampa roscada, previamente esternili
‘zado, ¢ envolven este em papel aluminio. 0s tubos que contem so0fu
cdo de ampicilina podem sen anmazenados s0b regrnigeragdo (2 a 80C)
durante um perlodo maximo de 30 dias.

5.4.5 Solucdo de tetraciclina & mg/mlL

Formula:
TeINACACLANG « ¢ o v v v vsvossososesnanoesossass 0,08 g
Keido clonddnico 0,02 N qud.pPeceeeennns .. 10,0 mL
Preparo:

A s0fucdo de tetraciclina deve ser preparada como segue:

a) preparar a solucdo de dcido clonldnico com a seguinte composigdo:

Reido clonidrnico (HCE) 12,1 Novvvvrnnn.. ceeen 0,14 mL
Rgua destilada q.8.peeeeeenn. Ceteetecneenaees 100,0 mL .
Para o preparo desta s0Lu¢do funtan 0,14 mL de acido clonZdrico

12,1 N a 100 mL de agua destilada estenilizada fria,

b) preparar a solugdo final dissolvendo a tetraciclina em 10 mL de
deido clonldnico 0,02 N. Estenilizan pon membrana §iltrante(0,22 pm),
em tubo com tampa noscada previamente esterilizado e envolver esie
em papet atuminio. 0s tubos que contem a sofugdo de  tetracickina
podem ser anmazenados sob nefrigeragdo (2 a §0C) durante um perio
do maximo de 30 dias.

5.4.6 Hidnoxido de sodio IN

Formula:

Hidnoxido de 80dio (NaOH).......ovvnven 4,0 g
ARgua destilada q.8.p..... e eeeccenas e 100,0 mL
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Preparos .
Dissolver o hidnoxido de s0dio em 100 mL de agua deAt&lada fria. Anma
zenar em §rascos com tampa roscada a tempenratura ambiente.

5.4.7 Solugcdo de tampao fosgato 0,015 M

Formula:
SOK&Q&O'QAIOQLLQ A ooooo R EEEREEEEEEE] ® 6o 006000000 81'0 ML
Solugdo-estoque B..viieiiiiiiiiiiiaiaian e 19,0 mL

pH f§4inal: 7,4
Para o preparo desta sofugao proceder como segue:

a) Solugao-estfoque A:
Fosfato de s0dio dibasico (Na HPO 4} oeeee ceeeens 0,213 g
Kgua destilada q.8.p...... e R 100,0 mL

Dissolver o fosfato de sadio dibasico em 100 mL de agua  destitada
fria.

b) Solucao-estoque B:

Fosfato de s5dio monobdasico (NaH,PO ). coneneenn. 0,207 g
Agua destiladd Gub.ePeeeeesieieseeeanansosssseeens 0 100,0 mL
Dissolven o fosdato de s5dio monobasico em 100 mL de agua destilada
fria.

¢) juntan a solugdo-estoque A a solugdo-estoque B e verndficar o pH.

Ajusta~Lo para 7,4 (com sofugaoc-estoque A para elevarn o pH ou com a
solucdo-estoque B para baixa-£o). Distribuin volumes de 100 mL" em
grascos apropriados. Esterilizar em autoclave a 1210C por 15  minu
tos. 05 frnascos que contim tampao fosfato podem sen anmazenados 40b
negrigenagdo (2 a 8§9C) durante um perfodo maximo de 60 dias.

5.4.8 Solugdo de cloreto de magnesio 0,4M

Formula:
CLoneto de magnesio (MgCLy.6H,0)...ovvuneennn §,13 g
Agua destilada Q.8.p.c.vevecencnnnns e eeaean 100,0 mL
Prepano:
Dissolver o cloneto de magnzsio em 100 mL de agua destilada, distni

buin em grasco apropriado e esterilizan em autoclave a 1210C por 15 mi
nutos. 0s grascos que contem a s0flucdo de cloreto de magnesio podem
sen armazenados sob nefrigeracdo (2 a 89C) durante um perilodo  maximo
de 60 dias.
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5.4.9 Sofucdo de cloreto de potaséio 1,65M

Formula:
Cloneto de potassio (KCEL)......oovvvnnn. 12,3 g
Rgua destilada q.8.P.eevieceicnsnenennns 100,0 mL
Preparo:

Dissolven o cloreto de potassio em 100 mL de agua destilada,  distri

buin em grasco apropriado e esterilizarn em autoclave a 1210C por 15
minutos. 08 4rascos que contém a solugdo de cloreto de magnesio  po
dem sen armazenados s0b nefrnigeracdo (2 a 89C) durante um perfodo ma
ximo de 60 dias.
5.4.10 Mistura S9 4%
Fonmuta:
SORUCAO Avvverrreroosenoanscsssssconnnas 915 L
Solucdo de glicose 6 fosfato TM......... 5 L
Solucgdo de NADP 0,1M.. . .vvivienennnnn .o 40 L
FARACAO S9.vviieeoensrooesnascasaoossoons 40 L
Prepano:
Esta so0lucao deve sen preparada como segue:
a) preparar a solugdo A com a seguinte composicdo:
Cloneto de potassio (KCR) 1,65 M............ 20 mL
Cloreto de magnesdio (MgCL,) 0,4 M........... 20 mL
Tampdo fosfato 0,015 M...oviiuenennns ceenne 500 mL
Rgua destiladad....ooovuvvnenannennn e 375 mL’

Esta solugdo deverda sen preparada assepiicamente em frascod previamen

te estenilizados e podend sen armazenada so0b refrigeragao (2 a
por um perlodo maximo de 60 dias.

§0C)

b) preparar a solugdo de glicose 6-fosfato 1 M com a seguinte composi

¢ao:
Glicose 6-40840L0. e eeeeeeacceennncasnns 2,821 g
Agua destilada q.8.P.ceeeeeeceniacecances 10,0 mL
Para o preparo desta solucdo dissofver a glicose é-gosfato em

10 mL de agua destilada estenifizada. Esternilizar por ‘membrana

§iltrnante (0,22 pm) em tubo com tampa noscada previamente

este

nilizado. A solucdo de glicose 6-fosfato pode sen armazenada em

"gneezen" (-200C) durante um penlodo maximo de 30 dias.
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¢) preparan a sofugdo de NADP 0,1 M com a seguinte composdigdo:

g-nicotinamida adenina dinucleotidio fosfato NADP.. 0,7654 g
Agua destilada Q.8.Pcceveencnnns Ceeeeeeatiseceaans . 10,0 mL

Para o preparo desta sofugdo dissolver a NADP em 10 mL de agua des
tilada estenilizada. Estenilizan por membrana giltrante (0,22 m)
em tubo com tampa roscada previamente estenilizado. 0s tubos que
contém a solucdo de NADP podem sen anmazenados em "freezern" (-200C)
durante um perfodo maximo de 30 dias.

d) preparar a solugdo de tampdo fosgato 0,015 M conforme item 5.4.7.

e) a solucdo final deve sen preparada em uma capela de fLuxo  Laminar
e todos 04 componentes devem ser mantidos em banho de gelo. Adicio

nar 04 componentes assepticamente, em tubos de 18 mm X 18 mm com
tampa de ago 4inoxidavel, tomando o cuidado de acrescentar o S9 por
iltimo e mantendo a solucdo §inal em banho de gelo ate o momento

de sua utilizagdo no teste. Em paralelo, fazer o controle de esteni
Lidade de cada solucdo em tubos que contem o caldo de sofa e tripto
na e o controle da fracdo S9 ¢ feito em agar minimo. Incuban 04
meios por 7 dias em estufa a 35 z 0,50C ¢ nealizarn fLeituras diarias.

Nota: A mistura S9 deve sen preparada para cada teste e deve  pexn
manecer no banho de gelo por, no maximo, 3 horas. A porgao
da mistura S9 ndo utilizada deve sen descartada. NUNCA este
nilizan a mistura S9. '

5.4.11 Solugdo de azida sodica 1 mg/mL

Formula:
Azida sodica (NaNgl............ Ceeeeeaeeeeeans 1,0 mg
Agua destilada esterifizada......ccoeveenvenenen 1,0 mL
Prepano:

Pesarn 1 mgde azida sddica, com mdscara de protegdo nespiratoria  para
pos toxicos e Ruvas cinangicas, em ampolas descatdveis. Armazenar  as
ampolas contendo a substdneia previamente pesada em freezer a -200C
por tempo indeteaminado. Na hora do ensaio, adicionar 1 mL de agua des
titada estenilizada e proceder ds diluigdes adequadas. A sofugdo deve
rd sen descartada apdos o uso, em frasco apropriade para positerion ined
neracado.

5.4.12 Solucdo de 2 aminoantraceno 1 mg/ml
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Formula: )
2 aMANOANENACENO . ot v v v e st sennccssaanaanas | 1,0 mg
Dimetilsulfoxido (DMSO)....... s e .. 1,0 mL
Preparo:

Pesar 1mg de 2 aminoantraceno, com mascara de protegdo rRespiratonia
para pos toxicos, Luvas cirnuargicas, em ampolas descatavedis. Armazenar
as ampolas contendo a substdancia previamente pesada em freezen a -209C
por tempo indeteaminado. Na hora do ensaio adicionar 1 mL de dimetil
sulfdxido e proceden ds diluicdes adequadas. A sofucdo deverd sen des
carntada apos 0 uso, em grascos apropriados para postenion incineragdo.

5.4.13 Solucdo de metilmetano sulfonato 1% V/V

Formulas:
Metilmetano sulfonato....... Ceceetcesesnsesen 0,1 mL
Kgua destilada esternilizada......... Ceeeaeene 9,9 mL

, Preparo:

Adicionan 0,1 mL de metilmetano sulfonado a 9,9 mL de agua destilada
estenilizada, com o auxilio de um micropipetador automatico, utilizan
do Luvas ciningicas e mascara de prote¢do respiratoria para gases, em

cimana de seguranca biologica Classe 11-tipo B. Essa solugdo ndo pode
sen armazenada, sendo preparada a cada ensadio.

5.4.14 Solucdo de 4-nitroquinoline oxide 1 mg/mL

Formula:
4-nitrnoquinoline R L R R R R R R PR 1,0 mg
Dimetilsulfoxido (DMSO)...veviieiiiirnnnnnnns 1,0 mL
Prepatro:

Pesar Img de 4-nitroquinofine, com mascara de protecdo contra pos 1o
xicos e Luvas cirungicas, em ampolas descantavedis. Armazenar as ampo
Las contendo a substdncia previamente pesada em freezer a -200C - poxn
tempo indeteaminado. Na hora do ensaio adicionar 1 mL de dimetit&utﬂé
xido ¢ proceden ds difuigdes adequadas. A solugdo devera sen  descan
tada apos o uso, em §rascos apropriados para postenion  incineragao.

5.4.15 Solucdo de dcido sulfirico/acido nitrico H,80,/HNO, (6:1)

Formula:
SoLucdo de dcido sulfindico 50%....0c0uveunnsn 600,0 mL
Solucdo de acido nitnico 50%............ e 100,0 mL
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Prepanro:
Esta s0lucdo deve sern preparada como segue:

a) preparar a solugao de dcido sulfurnico 50% com a segudinte compodi

¢ao:
Rcido sulfanico (HpSO0,) pede.eieeneeenennn. 500,0 mL
Rgua destilada....cooevneeeerancnsensenanans 500,0 mL

Para o preparo desta solugdo, medin 500 mL de acido sulfunico p.a.
e adiciond-Lo vagarosamente & dgua, utifizando mascara de protecao
nespinatonia contra gases, e fuvas de bornacha.

b) preparar a sofugdo de dcido nitrnico 50% com a seguinte composigao:

Reido nltnico (HNOg) pede.ioeeeeciniennnnnss 500,0 mL
Kgua destifadad...coovuveronecnnennnns Ceeeeen ' 500,0 mL

Para o preparo dessa solugdo, medin 500 mlL de acido nitrnico p.a. e
adiciond-Lo vagarosamente a agua, uiilizando mascara de phrotegado
nespiratonia contra gases, e Luvas de borracha.

¢) misturar vagarosamente 6 partes da solucdo de acido sulfuarico a 1
parte da solugdo de acido nitnico.

Nota: NUNCA adicionar a agua ao acido, sempre o acido a agua.

5.4.16 Soldg&o de cnistal violeta 0,1%

Formula:
Crnistal violeta...... eeseeceenseeeeanoe 0,1 g
Kgua destilada qu8.P.eeeeoeeancecnnnnnns 100 mL
Prepanro:

Pesan 0,1 g de crnistal violeta e dissolver em 100 mL de agua destila
da estenilizada previamente. 08 frascod que contem a solucdp de crdis
tal violeta poderndo sen armazenados a temperatura ambiente por tempo
indeteaminado. '

5.5 Amositragem

A coleta deve sexn realizada segundo NBR 9898 - "Preservagdo e teend
cas de amostnagem de efluentes Liquidos e corpos neceptones".

5.5.1 Preparo das amosiras

A amosthra deve sen bem identificada e as informagoes sobre a mesma
devem sen completas: n? e tipo da amostra, data, Locak de coleta, pH,

clonro nesidual e outras informagdes nrelevantes para que 04 nesultados
possam ser cornretamente intenpretados.
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5.5.2. Preparo das amosiras

5.5.2.1 0s compostos quimicos podem ser Zestados diretamente ou dis
solvidos em solventes apropriados como, pon exemplo, agua  destilada
ou dimetilsulgoxido (DMSO). As amostras ambientais LIquidas, como agua
bruta, tratada e efluentes, sdo normalmente submetidas a processos de
concentragdo e extracdo organica. Existem varios metodos de extragdo
ongdnica, cada um sendo preferencial para deteaminados grupos de subs
tancias quimicas, devendo-se, portanto, escolhern o metodo mais  apro
priado para o tipo de amositra a sen analisada. Recomenda-se o0 uso de
extracao pon nesdinas tipo XAD ou XAD4 para agua bruta e tratada; ex
trhacdo Liquida/Liquida para eﬁ!.uentu industrniais, cufo conteuado orgd
nico greqilentemente ¢ mais elevado e extragdo por ulira-sonicagdo pa
na nesiduos s08idos, sedimentos e matenial pariiculado de ar.

5.5.2.2 0 volume da amosira a ser concentrado ¢ variavel, pois vai
dependen do tipo de amostra e do §im a que se destina. Normalmente
concentram-se de 2-10 Litros para agua bruta e de 20-100 Litros para
agua tratada. 05 neslduos 80Lidos e sedimentos sao coletados em quan
tidades de 400 a 500 g e acondicionados em sacos plasticos atoxicos.
0 matenial panticulado de ar & coletado em amostrados apropriados em
volumes de aproximadamente 2000 m . 0s extratos obtidos podenao  sen
anmazenados, se necessdario, em freezer @ -200C e secos e ressuspendi
dos em dimetilsulfoxido no momento da analise ou um dia antes.

5.6 Onganismo indicador

Linhagens mutantes de S.Zyphimurium auxotrggicas para histidina(his-)
que detectam diferentes tipos de mutdgenos e possuem varias mutagoes
no openon da histidina que serao o4 alvos para mutacdo revensa,  bem
como mutacdes que aumentam sua sensibilidade aos agenies genotoxicos.
Podem sen obtidas atraves do Dn. B.N.Ames, Biochemistry  Depantment,
Univernsity of Califonnia, Berkeley, California 94720 (USA). As cepas
Listadas abaixo podem ser empregadas rotineinramente no teste de Kado.

5.6.1 Cepas que detectam mutdgenos que causam deslocamento do qaadno
de Leiturna do ADN.

Cepa zizz da Taxa.dg'£¢Vers§o Gendtipo
gao espontanea
TA 1537 cG 5-25 his C3076, rfa, uvrB, bio
TA 1538 CcG 15-35 his C3052, rfa, uvrB, bio
TA 97 a* CG 90-180 his D6610, rfa, uvrB, bio , pKMIOL, Ap"
TA 98 cG 25-75 his D3052, rfa, uvrB, bio , pKMIOL, Ap"
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% A cepa TA 97a ¢ sensivel a altas concentragoes de glicose, por 4s40
necomenda-se o uso de placas de agar minimo modificado contendo 0,4%
de glicose ao inves de 2% como usual.

5.6.2 Cepas que detectam mutdgenos que caudam substituigdo de  pares
de base no ADN.

cepn | Aue g [ 7o te zeveric
TA 1535 cG 20-35 his G46, rfa, uvrB, bio
TA 100 ce 75-225 his G46, rfa, uvrB, bio , pRMIOL, Ap"
TA 102 AT 240-320 his G428, rfa, pRMIOl, Ap", pAQl, TE"
TA 104 AT 245-475 his G428, rfa, uvrB, bio , pKMIOL, Ap"

5.6.3 Cepas que detectam nitrocompostos formados pelas nedutases bac
tendianas.

Cepa Alvo da Taxa de reversao  Gendtipo
mutagao espontanea
TA 98 NR| CG 25-75 his D3052, rfa, uvrB, pKMIOLl, Ap:
nitroredutase~deficiente
TA 98 ce 25-75 his D3052, rfa, uvrB, pKMIOL, Ap:
1,8 DNP6 nitropireno redutase deficiente

5.7 Manuten¢do e estoque das cepas de S.typhimurium

Nota: As culturas de S.typhimurium sdo normalmente gornecidas adsorvi

das em discos de papel, contidos em sacos plasticos com pequena
quantidade de meio de cultura semi-s0&ido.

5.7.1 Ao neceber as cultunras, retirarn o4 discos assepticamente dos sa
cos plasticos com o auxifio de uma pinga estenilizada, 6azen“ estnias
em placas de agar nutrniente e colocar o disco em caldo nutriente. Para
as cepas TA97a, TA9E, TA9ENR, TA98 1,8 DNP,, TAIO00 e TA104 deve-se utd
Lizan dgan nutniente e caldo nutriente com ampicilina; para a cepa TA
102, dagar nutniente com ampicilina e Zetraciclina.

5.7.2 1Incubar o4 caldos (s0b agitagdo - 150 a 170 npm) e as placas
(peanoite) a 370C.
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§.7.3 Cultunras-estoque permanentes -
Podem sen nealizadas a partir do cafdo, conforme 5.7.3.1 e 5.7.3.4.

5.7.3.1 Dispensar 0,9 mL do caldo em ampolas de vidro ou  plastico,
previamente esternilizadas e devidamente identificadas (n? da cepa e
data) .

5.7.3.2 Adicionan assepticamente 0,1 mL de dimetilsulfoxido (DMSO)co
mo agente crioprotetor.

5.7.3.3 Homogeinizar e Levan as ampolas ao "freezera", -200C por 24
honas. Apos este penlodo, transfeni-Las para "greezer", -700C ou ni
trnogenio Liquido (-1960C).

5.7.3.4 Recomenda-se manter um controle das cepas congeladas, regis
trando a data de congelamento e o Local de estoque, de cada cepa arma
zenada.

5.7.4 Placa "master"
Culturas para uso rotineino devem sen mantidas em placa "master” a
40C, preparadas confoame 5.7.4.1 a 5.7.4.8.

Nota: Para o preparo da placa masiern 04 meios empregados para as cul
tunas que contim plasmidios devem estar adicionados com 04 anti
bioticos especlficos (ampicilina para as-cepas TAYE, TAI00,  TA
97a, TA9ENR, TA98 1,8 DNP6 e TA 104, e ampicilind e tetrnacieldi
na para a cepa TA10Z).

5.7.4.1 Antes de inicdan o trnabalho, desinfectar a bancada ou capela
de fluxo Laminar, usando alcool 70% ou outrno desingetante que ndo del’
xe neslduos.

5.7.4.2 Retinan as ampolas com a cultura-estoque permanente do niitro
génio Liquido ou "greezea" a -700C e, com o auxilio de um palito de
inoculagdo, transfenin uma aliquota da cultura congelada para 2 enlen
meyens com 30 mL de caldo nutriente. Incubar a 370C por 12 a 16 horas
s0b agitagdo (150-170 npm). '

5.7.4.3 Apds o perlodo de incubagdo, com o auxifio de uma alga de
inoculacdo, estrian as culturas em placas de agar nutriente, de forma
a obten colonias isoladas. Incubar as placas inventidas a 379C pon 24
honas.

5.7.4.4 Selecionan 10 colonias iso0ladas de cada cepa e trans fenin
uma a uma para tubos com 5 mL de caldo nutriente. Incubar em mesa agi
tadora neciproca a 379C porn 12-16 honras, sob agitagdo de 150-170 rpm.
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Nota: NAQ adicionar tetraciclina aos caldos utilizados para a  cepa
TA102,

5.7.4.5 Apos o perlodo de incubagdo, inocular as culturas em agar mi
nimo glicosado com histidina/biotina em forma de estrnias grossas e in
cubar as placas invertidas a 370C pon 24 horas.

5.7.4.6 As plLacas "masten" devem ser vedadas com paragilme e armaze
nadas ate 2 meses, sob nefrigernacdo (49C). As placas "master" da cepa
TA102 40 poderdo sen armazenadas por 2 semanas, sendo que, apos este
perlodo, a taxa de reversdo espontdnea se efeva Aigniﬁicatiuamente,iﬂ
viabilizando sua utilizacao.

5.7.4.7 Antes do uso de uma nova Linhagem ou no preparo da placa
"masten", todas as culturas devem sern verdificadas quanto a sua  taxa
de nevensao espontanea e presenga de marcadores geneticos (dependen

cia da histidina, f§ator R, mutagdo rfa, delegao uvaB).

5.7.4.8 Se o0s caldos que deram origem as placas "master" nao apresen
tanem as caractenilsticas esperadas, estas deverdo sern desprezadas e
novas placas "master" devernao ser preparadasd.

5.8 Venificagao das caractenlsticas geneticas das cepas de S.typhimwiium
04 testes pana verificacdo das carctenlsticas geneticas das cepas de
S.typhimurium devem ser nealizadas a parntin das culturas (pernoite)
que deram ornigem d placa "master" ou culiuras de cepas novas.

5.8.1 ©Dependencia da histidina
0 cardter his™ das cepas-teste & confirmado pela demonstragdo do _ re

quenimento de histidina para chescer em placas de agar minimo.

5.8.1.1 Semear a cultura crescida em caldo nutriente em estria  ind
ca, com o auxilio de uma al¢a de £noculagdo, em placa de agarn minimo
com biotina (controle) e, a seguin, em placa de agar minimo com hisii -
na/biotina. Cinco a seis culturas podem sern testadas em uma mesma pla
ca e devem sen devidamente identificadas, mancando-se 0 numeno connes
pondente a cada cultura testada, no Local da estnia, no 5undo da pla
ca de Petnd.

5.8.1.2 Incuban as placas inventidas a 37°C (pernoite) e verificar a
presenca de crescimento.

5.8.1.3 Para todas as cepas de S.typhimurium as placas de controle,
dgar minimo com biotina ndo deverdo apresentar crescimento; as placas
com histidina/biotina devendo apresentar crescimento.
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5.8.2 Pnresenca de mutacdo rfa )
0 caratern nfa das cepas-teste e confirmado at&avéé_da sensibitidade
ao cristal violeta. ‘

5.8.2.1 Semear 0,1 mL do caldo nutriente (pernoite) em placa de &ga&
nutriente com o auxilio de uma alga de Drigalski. Dedixar secanr.

5.8.2.2 Com auxifio de uma pinga previamente fLambada, colocar no
centro da placa de agar nutriente um disco de papel de filtro esteri
Lizado, de 5 mm de didmetro, embebido com 10 ul de solucao de cristal
viofeta 0,1%.

5.8.2.3 1Incubar as placas inventidas a 370C por 24 horas e verifican
a presenca de halos de inibigao de crescimento.

5.8.2.4 Todas as cepas de S.typhimurium deverdo apresentar uma zona
de inibi¢do de crnescimento de, no minimo, 14 mm, ao redonr do disco
com solucdo de cnistal violeta.

5.8.3 Presenga de defecdo uvaB
A mutacdo uvaB pode sen confirmada, verificando-se a sensibilidade
a uv.

5.8.3.1 Semear a cultura em caldo nutriente (pernoite), na supenfl
cie de uma placa de agar nutriente, em estnias paralelas.

5.8.3.2 Retinan a tampa da placa, cobrin metade com carntolina ou pa
pel aluminio. Innadiarn a placa com Lampada geamicida de 15 W, a uma
distancia de 33 cm. Expor as cepas que contém pLasmidio pKM101 (TA97a,
TA98, TA9SENR, TA98 1,8 ONP,, TA100, TA102 e TA104) por 8 segundos; as.
cepas sem pLasmidio pKM101 (TA1535, TA1537 e TAI538), porn 6 segundos.

5.8.3.3 Incubar a4 placas inventidas a 370C por 24 horas e  verifi
carn a presenga de crescdimento.

5.8.3.4 As cepas com defegdo uvaB crescerdo somente na metade da pla
ca nio innadiada. A cepa TA102, que ndo apresenta essa delegdo, cres
cend por toda a placa (ver item 5.6.7).

5.8.4 Presenca de plasmidio pKM101

As cepas com fator R (TA97a, TA9S, TA9ENR 1,8 DNP6, TA100, TA102 e
TA104) devem sen testadas rotineiramente para a presenga do pLasmidio
pKM101, que confere resistincdia a ampicilina.

5.8.4.1 Com o auxitio de uma al¢a de inoculagdo, estriarn (em  forma
de X) uma solu¢do de ampicilina 8mg/mL, em placas de agar nutriente.
Dedixan secanr.
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5.8.4.2 Dividin a placa em quadrantes e, em cada um deles, 4inocular a
cultuna em caldo nutriente (pernoite), perpendicularmente d estnia do
antibiotico (ven Figura 1).

Cultura

. - . ’ »
Estria com antibiotico

2y N
e,
NG |
L’ ot
‘:«x N
W NG
QW '(

Placa de ﬁgar nutriente

FIGURA 1 - Placa com inoculagdao de cultura

5.8.4.3 1Incubar as placas inverntidas a 370C porn 24 horas e verificar
a oconnencia de crescimento.

5.8.4.4 As cepas nesistentes a ampicilina (TA97a, TA98, TA9ENR, TA9S
1,8 DNP,, TA100, TAT0Z e TA104) ndo serdo inibidas pelo antibiotico,de
vendo crescen continuamente atraves das estrias. As cepas sensivedis a
ampicilina (TA1535, TA1537 e TA1538) tendo seu crescimento 4interrompi
do na zona da estria da solugao de ampicilina.

5.8.4.5 Pana verificar a presenga do plLasmodio pAQ] que confere nesis
tencia a tetraciclina proceden como em 5.8.4.1 a 5.8.4.3, substituindo
a s0lucdo de ampicilina por uma solucdo de tetraciclina & mg/mL. Ape
nas a cepa TA102, nesistente a tetraciclina, ndo deverd ser inibida pe
Lo antibiotico.

5.8.5 Taxa de nreversdo esdpontdanea

A nevensdo espontdnea das cepas-teste de his para ﬁ££+ Z medida noti
neinamente, sendo que a frequéncia da nevensdo ¢ caracteristica de uma
anica cepa. As colonias nevententes, prototroficas para a  histidina,
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840 facilmente visiveis em placas de agar minimo em contrasdte com  as
colonias auxotnEﬂLcaA, que gormardo uma {Lna camada de c@e&cimento bac
zeniano ("background"). A deteaminagdo. da Zaxa de neversdo edpontdnea
deve sen nealizada cbnﬂonme 5.8.5.1 a 5.8.5.9. | . .

5.8.5.1 Fundin quantidade suficiente de agar de supenficie apos a es
tabilizacdo em banho-marnia a 45°C.

5.8.5.2 Apos homogedinizacdo, dispensar aliquotas de 2,5 mL em  Zubos
de 15 X 150 mm estenilizados, previamente estabilizados a 450C em  ba
nho seco.

5.8.5.3 Mantendo 04 tubos em banho seco, adicionar 0,1 mL do caldo nu
trniente (pernoite). Agitan porn 3 segundos em vortex a baixa velocidade
e veaten em placa de agar minimo.

5.8.5.4 Imprimin movimentos cinculares d placa, de forma que o agan
de supenficie distrnibua-se uniformemente sobre o meio de cultura.

5.8.5.5 Deixan o agar solidificar-se em uma superficie plana e  dincu
"bar as placas inventidas a 379C por 66 horas.

5.8.5.6 Cada caldo deve ser testado, no minimo, em trniplicata.

5.8.5.7 As colonias revententes deverdo sen contadas como colonias 4in
dividuais contra a §ina camada de crescimento ("background").

5.8.5.8 Caflcularn a media anitmetica para a contagem em triplicata de
cada caldo de cultuna testado. A taxa de reversdo espontdnea deverd es
tan dentro dos Limites apresentados nos itens 5.6.1, 5.6.7 ¢ 5.6.3.

.

Nota: Algumas diferengas no numero de colonias revertentes esponta
neas podem ser observadas ao Longo do tempo, mas ndo deve haver
variagao extrema de um expenimento para o outrno. Um desvio  de
contagem que estd gora das vaniagdes aceitaveis e uma indicagdo
de que as caractenisticas geneticas das cepas-teste devem  sen
verndigicadas.

5.§.5.9 Panra cada cepa, escolhen 2 caldos de cultunra que apresentaram
taxa de nevensdo espontinea dentro dos Limites normais e todas as  de
mais caractenlsticas geneticas, e proceder ao congelamento dos mesmos,
como em 5.7.3, para manter adequado o estoque de culturasd permanentes.
PLacas "masten" novas devem ser sempre nrealizadas a partin da cultura-
estoque permanente e nunca a partin de outra placa "master", devido a
possibitidade de alteragdies nas caractenlsticas geneticas das cepas e
pernda de plasmidios pon subcultivos.
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5.9

5.9.1 Semean, com auxifio de uma alg¢a de inoculagdo, pequena quantida
de do crescimento da cultura da placa "master" em 20 mL de caldo nutri
ente. Nao adicionarn antibioticos aos caldos de cultura.

5.9.2 1Incubar a 379C porn 1§ a 20 horas, so0b agitacao (150-170rpm), de
modo a obten uma densidade de 2 X 10° bacterias/mL.

5.9.3 Remover as cufturas da estufa e colocar o conteitdo dos caldos
em tubos de centrilfuga apropriados assepticamente.

5.9.4 Apos tarar o4 tubos adequadamente em balanga semi-analitica,cen
trhifugar em centrlfuga a 10 000 npm por 10 minutos a 4°C.

5.9.5 Apos centaifugacdo, descarntar o sobrenadante e nessuspendern o
conteudo em 4 mL de tampdo gosfato 0,015 M. Manter as cepas preparadas
s0b nefrigenagdo (2 a §9C) ate o momento do ensalo.

5.10 Preparno da mistura S9

5.10.1 Preparar quantidade adequada de mistura S9 conforme recomenda
coes em 5.4.10, imediatamente antes do inlcdo do ensaio.

5.10.2 Manter a mistura em banho de gelo por, no maximo, 3 horas.

5.10.3 Observar 0s cuidados de assepsia durante a preparagao e manipu
Lagao da mistura S9.

5.11 Contrnoles negativos

0 controle negativo consiste em dgua destifada ou no proprio 4solvente
utilizado para dissolugao do produto quimico ou amostra em teste.  UtL
Lizarn o mesmo volume utilizado para a amostra feste.

5.12 Controles posditivos
Todo ensaio deve ser nealizado incluindo controles posiiivos para con

finmar as propriedades de reversdo e especificidade de cada cepa, bem:
como a eficdcia do sistema de ativagdo metabolica. Recomenda-se o uso
das substdncias padrdes descritas na Tabela 1, podendo-se empregan
outnos controles, desde que em concentragoes adequadas.

5.13 Controle de toxidade

A toxidade de uma amostra ou substancia quimica pode sen verdficada
athaves do exame rotineino da presenga de "background" nas placas- ed
te de agan minimo. Nos casos ‘da presenga de toxidade ("background")au
sente ou neduzido, reduzin as concentragoes das amosiras ou substan
cias quimicas testadas.
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TABELA 1" - Controles positivos empregados no ensaio -

Concentragao
Ensaio Composto Solvente por placa Cepas
—_— {em volumes de
2 u)
Sem ativagao 4-nitroquinoline TA1537, TA1538, TA97a,
(-59) oxide Duso 0,05-0,1 ug TA98, TALO4
2-nitrofluoreno DMSO 0,05-0,1 ug TA9BNR e 1,8 DNP6
azida sodica agua destilada 2,5-5,0 pug TA1535, TA100
mitomicina C a'.gua destilada 0,5-1,0 'llL TA102
Conm ativagao ' TA1535, TA1537, TA1538,
2-aminoantraceno DMSO 0,1-0,2 ug TA97a, TA98, TA100
(+ 89) ' TA102 e TAL04

Notas: a) DMSO - dimetifsulfoxido.
b) As solucdes dos compostos acima devem sern manipulados com o

maximo cuidado, de forma a evitar qualquer contato com 0
operadon.
5.13.1 Preparar diluicdes de 10°5 a 10°8 a partir da cultura de

S.typhimunium em caldo nutriente (pernoite) a sern utifizada no ensaio.
Quando §or utilfizada mais de uma cultura, nealizar o teste de toxidade,
de prefernencia com a cepa TA9E.

5.13.2 Adicionarn 0,1 mL de cada difuigdo a 2,5 mL de agar de Aupeaﬁé.
cie ("top agar") estenilizado a 459C, que contenha diferentes concen
tracoes da amostra.

5.13.3 Em paralelo, usar um controle negativo com agua destilada ou o
s0lvente utilizado na dissolugdo das amostras.

5.13.4 Homogeinizar o agar de superfilcie ("top agar") Levemente com o
auxilio de um agitadon tipo Vontex, verter sobre uma placa de dgar nu
thiente e, apos solidificagdo, incubar as placas inventidas por 24 ho
has a 379C.

5.13.5 Contan o numeno de colfonias e comparar 04 resultados obtidos
para as diferentes concentragoes com o controle negativo. Verndificarn se
houve inibi¢do no crescimento de bactenias.

5.13.6 Utilizan como dose maxima no teste a maior concentragdo que
ndo apresentou efeito toxico sobre as cepas Ztestadas, sempre em volu
mes de 2 pul.
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5.14 Controle de viabilidade A

A viabitidade de cultura concentrada (5.9) deverd sen avaliada  apos
diluicdo a 108 e indeulo em dgar nutriente. Deve-se utilizan  cultu
nas com concentracoes de 0,5 a 2 x 101 cZlutas/mL. Valores Lnﬂenig
nes comprometem a sensibilidade do ensaio.

5.15 Procedimento do ensaio
Este teste utiliza o metodo de pre-incubagdo segundo KADO e col (1987).

5.15.1 Antes de inician qualquer operagdo, desinfectar a capela de
§Luxo Laminar, usando afcool 70% ou outro desinfefante que nao dedixe
neslduos. Trabalhan sempre em capela de fLuxo Laminan.

5.15.2 Adicionar 2 ulL das diferentes diluicgbes da amostra em  tubos
de ensaio (15 x 120 mm), com tampa de ago Lnoxid&ve{, em duplicata,
com todo cuidado, utifizando Luvas apropriadas.

5.15.3 Acrescentar a cada tubo 50 ul de cultura previamente concen
trada.

5.15.4 Adicionan em seguida 50 ulL de tampdo gosgato 0,015M para 0
ensaio sem ativacdo metabolica, e 50 ulL de mistura S9 para o  ensaio
com ativacdo metabolica.

5.15.5 Agitar cada tubo, utifizando um agitador tipo Vortex.

5.15.6 1Incubar a mistuna por 90 minutos, em estufa a 370C sem agita
¢do.

5.15.7 Fundin o dgan de supenficie ("top agar") e, apos  estabiliza
cdo a 450C, distnibuin aliquotas de 2,5 mL em cada um dos tubos pre
viamente dosados e incubados. Para este procedimento utilizar banho
seco para manten a temperatura dos tubos em 450C ate o momento da
distrnibuicdo da mistura nas placas.

5.15.8 Agitan o tubo Levemente por 3 segundos com o0 auxilio de um
Vorntex a baixa velocidade e vernter o conteuado em placa de agan minimo.

5.15.9 Impaimin movimentos circulanres d placa de ﬂonma que o agan de
Aupedé&c&e se distnibua uniformemente sobre o meio de culfura. Deixa-Lo
sobidificar-se em supenficie plana.

5.15.10 1Incubar em placas inventidas a 370C por 66 horas.

5.15.11 Realizar os controles negativos e positivos de acorndo com
5.15.1 a 5.15.8, exceto 5.15.2, onde, ao inves da amostra, devem 4sen
adicionados 2 pl do controle especifico (ver 5.12).
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5.15.12 Proceder & contagem do niamero de coldnias revertentes proto
tn064ca4 por placa com auxilio de um contadon automatico do tipo Bdo
trhan ou manual tipo Quebec e anotar os valores em §icha apropriada.

5.15.13 No momento da Leditura das placas, deve-se verificar: a  pre
senga de "backgaound" nas placas-teste e controle, a freqienecda de
aevenbao espontdnea das placas-controle (negativo) e a eﬂ&c&enc&a do
controle positivo. 0 ensaio devend ser nepetido se o "backgnound" es
tiven ausente, se a taxa de revensdo espontdnea normal estiver fora
do esperado e se 04 controles positivos ndo apresentarem atividade mu
tagenica frente ds cepas-teste. Neste ensaio, taxas de revernsdo um
pouéo mais elevadas sdo esperadas, nao inviabifizando a intenrpretacdo
dos nesultados.

6 RESULTADOS

6.1 Expressdo dos nesultados

6.1.1 0s nesultados podem sen expressos at@avéb,da razao de mutageni
nicidade (RM), para cada uma das doses ftestadas:

. _t
RM = —

E = nimero de colonias revertentes na placa-teste (revertentes es
pontdaneas + nevententes induzidas).

C = nimero de coldnias nrevententes na placa de controle negativo
(nevententes espontdaneas). .

Deve-se especificar a concentragdo da amosinra testada em pg de produ
zo s0lido em mL, Ritro, m* ou g equivalente, dependendo do tipo da a
mostra.

6.1.2 Deve-se tambem expressar os nesultados em n? de revertentes por
pg de extratos ou por mL, Litro, m* ou g equivalente da amostra, dg
pendendo da mesma. Para isso, deve-se caleular a inclinagdo da  neta
de negressdo obtida apos uma andalise estatistica adequada.

Nota: Pana este caleulo necomenda-se o uso de um programa denominado

SALMONEL deéenvo£VAdo por Dr. Lawnrence Myers do RTI, RTP, USA,
ponem outhas andltises de neghessdo Linear podendo sen emprega
das.

6.2 Interpretacgdo dos nesultados
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6.2.1 Amositrna positiva : .

Resultados positivos no teste de Kado, utilfizando-se ' S.typhimunium,
indicam que a substdancia em teste induz mutagoes de ponto por substi
tuicdo de bases ou deslocamento do quadro de Leitura no genoma desse
micronganisdmo.

6.2.1.1 Um nesultado & considerado positivo quando o nimero de cold
nias nevententes induzidas & igual ou superion ao dobro do nimero de
colonias nevententes espontdaneas do controle negativo. 0 fator 2 deve
sen usado apenas como guia, pois, quando uma cepa apresenta taxa  de
mutacdo espontdanea muito baixa, como ¢ o caso da TA1535, TA1537 e
TA1538, o niumeno de nevententes deve sen {gual ou superior ao triplo
(faton 3), a §im de assegurar a significincia do ensaio. Alem disso,
deve existin uma nelacdo de dose-resposta entre as concentragoes Zes
tadas e o nuamerno de nevententes induzidas em pelo menos 3 das doses
testadas, compaovada atraves do emprego de analises estatisticas ade
quadas .

6.2.2 Amosira negativa

Resultados negativos no teste de Kado, utilizando-se  S.typhimurium,
indicam que, nas condig¢des do ensaio, a substancia ou amostra na dose
testada ndo apresenta atividade mutagenica para a cepa-teste.

6.2.2.1 Considera-se nesultado negativo quando o nimero de colonias
nevententes da amostra e do controle negativo padronizado gor infe
nior ao dobro da taxa da revensdo das colonias revertentes espontd
neas e ndo fon observada uma nelacdo de dose-nesposta nas doses testa
das.

6.2.3 0 tLaudo tecnico sobre o ensaio deve incluin as seguintes 4infor
magoes:

a) canractenizagao completa da amosira;

b) tipos de cepas empregadas;

c) sistema de ativacdo metabolica utilizado;

d) concentracdo(oes) dals) amostrals) empregadal(s);
e) resultados do ensaio;

§) intenpretagdo dos nesultados;

g) metodo empregado;

h) nome e assinatura do nesponsavel pela analise.

7 RECOMENDACDES
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7.1 Para uma triagem rotineira da atividade mutagenica de uma  amos
tha necomenda-se o uso das cepas TA9E e TA100, as quais tém se mostra
do eficientes na detecgdo de um grande nimero de mutdgenos ambien
tais; entnetanto, dependendo da amostra, objetivo, condigoes do teste
e volume da amostra disponivel para teste, tambem poderdo sen emprega
das outras cepas lex.: TA102, TA104, TA97a, TA1535, TAI538, TA1537,
TA9SNR e TA9§ 1,8 DNPé6).

7.2 Cuidados especiais devem sern tomados com relacdo d padronizagao
da metodofogia, verificacdo das caractenlsticas geneticas das  cepas
empregadas, atividade da gragdo S9, bem como o controle da qualidade
dos neagentes, meios de cultura e vidraria utilizada no ensadio, a g4im
de assegurarn a congfiabilidade dos nesultados.

~/ANEXO A
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ANEXO A - PROCEDIMENTOS COMPLEMENTARES

A-1 Ensaios de cont&dle

A-1.1 Teste de estenilidade

Apos tenem sido preparados, e antes de serem usados, quaisquer  so0lu
goes ou meios de cultura sdo roiineiramente Ztestados, quanto a presen
ca de fungos e/ou bacterias. Este teste consiste na inoculagao de 1 mL
de cada gfrasco da sofLugcdo em teste em 2 tubos de caldo de s0ja e tnip
tona (ver 5.5.1), 04 quais, apos semeadura, sdo incubados a 350C  du
rante, no minimo, 48 horas (deve-se efetuar Leituras didrias até com
petarn 14 dias). Constitui evidincia da presenga de micronganismos
qualqden turvacdo do caldo de s0fa e triptona. Essa contaminagdo pode
sen decornnente de falhas no processo de esternilizag¢dao ou contaminagao
apos a estenilizacgdo.

A-1.2 Lavagem, preparo e esterilizagdo de materiais em Laboratonio
de micnobiologia (ver Noama CETESB M1.007)

A-1.3 Lavagem do matenial utilizado no teste de Ames
Todos 08 mateniais utilizados no teste, tais como: frascos de coleta,
placas de Petrni de vidrno, tubos de ensaio, pipetas e ponteiras, devem

sen descontaminados em autoclave a 1210C por 30 minutos e, a seguin,

Lavados com detengente neutro e enxaguados varias vezes. Apos enxa
gue, devem ficar submensos em solugdo de dcido sulfurico/ acido nitri
co 50% (6:1) porn 8 honas. Enxaguar 8 a 10 vezes com dgua corrente e
uma vez com agua destilada. Secar o maternial de vidro em estufa a 170
-1809C e as ponteiras de polipropileno em estufa a 350C. Nag utilizar
s0lucdo sulfocrdmica na Lavagem de maternial para teste de Ames.

Nota: Utitizarn, de preferincia, placas de Petrni descantaveis.
A-1.4 Controle de qualidade dos meios de cultura (ver Norma  CETESB’
L5.216)

A-1.5 Controle da qualidade da agua destifada
A agua destilada a ser empregada no preparo de medos de cultura e 40
Lugdes deve sen de alta qualidade, Livne de substdncias toxicas ou nu

tritivas que possam influenciarn na sobrevivencia e crescimento dos mi

cronganismos. € necomendavel a  avaliagho periodica de sua
qualidade, atraves de testes especificos (vern Norma CETESB L5.215 -
"Prova de adequabilidade da agua destilada para §ins michobiologi

cos").
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A-1.6 Controte de eficiencia da autoclave

Utilizan ampolas com Auépenbio de esponos de 'Bacuxus;zavwzh@mwphawA
em meio de cultura, colocando-as no centro da caixa que contim 04
meios de cultura a serem cstenilizados. Essas ampolas, depols da auto
clavacdo, sdo0 incubadas em banho-maria a 550C durante 24 a 48 honras.
Se houver mudanga da coloragdo da suspensdo contida nas ampolas, de
roxa para amarela, L8to significa que a estenilizagdo §odL Ansuficden
te, pois houve desenvolvimento de bacterias.

A-1.7 Controle de estenilidade de vidraria e materniais

E necomenddveld a nealizacdo de testes especlificos para avaliar e com
provar a estenilidade de vidrarnia e mateniais submetidos a esterniliza
cdo em estufa, a 171-1800C, ou em autocfave a 1210C. Para realizagdo
desses testes ven Noama CETESB L5.010 - "Avaliagdo de Laboratorio de
analises bacteniologicas de agua".

A-2 Local de trabalho

_A-2.1 A4 camaras de seguranga biologica devem estar Localizadas em
areas de movimento neduzido, Livres de poeina; ndo deve haver movimen
tacdo excessiva de an devido ao uso de ventiladores, exaustores efc.

A-2.2 Se a camara estiver instalada em Local com an condicionado, a
entrada de ar ndo deve ser dinigida dinetamente sobre a area de traba
Lho, a nao sen que 0 condicionadon tenha um §iltno de an especdial.

A-2.3 A camara deve ter um duto de exaustdo com §iltros apropriados
para §iltrarn o ar antes de sen Liberado para o ambiente externo.

A-3 Precaugoes

Dentre as pessoas que trabalham no Labonatonio, aquelas que tem menox
tempo de tredinamento e as que estdo mais dinetamente associadas a ma
nobras com material contaminado 4d0 as que apresentam maiores possibi
tidades de sen contaminadas acidentalmente. A inafagao de aenoA£544,a
aspiragdo de s0fugdes contaminadas atraves de pipetas e outrhos aciden
tes devem sen prevenidos pelo uso de protetores faciais adequados, pi
petadones e pela obedilncia ds normas especificas nelativas ao Zraba
Lho e uso de equipamento (ver Noama CETESB L5.009 - "Seguranga e hi
giene do trabalho em Labonatorio de microbiofogial).

A-3.1 Proteton facial e mascaras de protegdo contra gases e pos Zox4
cos

De utilizacdo obrigatonia (juntamente com Luvas adequadas) no prepaio
de s0lucbes de acidos a senem empregados na Lavagem de matenrials, no




CETESB/L5.241 39

no preparo de s0Lugdes de compostos mutagenicos e na mandipulagdo de
so0lventes.

A-4.1 Salmonella Lyphimurium pode causar diarneia e intoxicagdo ali
mentan quando ingenida. Todas as cepas de S.Zyphimurium empregadas no
teste de Ames sdo denivadas da Linhagem LT2, que ndo apresenta alta vi
nulincia. A baixa virulincia apresentada por essas cepas e devida a
presenca de mutacdo nfa e plasmidios de resistencia.

A-4.2 Como precaucdao rotineira, deve-se autoclavar qualquer materdial
contaminado, antes da Lavagem ou descarte dos mesmos. Nao se deve pen
mitin manten nenhum tipo de alimento no intenion dos negrigeradonres,on
de as cepas sao armazenadas.

A-5 Disposicdo de matenial contaminado por substdancias mutagénicas
Todo material mutagénico e/ou cancenigeno deve sen acondicionado em va
silhames plasticos adequados, selados em sacos plasticos duplos e 4incd
nerados a temperatura elevada, o suficiente para que ocorra a destrudl
¢do do agente mutagénico. 0 mesmo procedimento deve ser efetuado para
Luvas, ponteiras, §ilztrnos e placas de Petrd descarntaveis utilizadas co
mo contrnole positivo. 04 materniais de vidro ndo podem sern incinerados;
devem ser acondicionados adequadamente e dispostos em atenro para resl
duos penigosos. 0s mateniais, bem como as sofugoes, podem tambem  sen
descontaminados atraves de neutralizagdo por agentes quimicos.

/ANEXO B
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ANEX0 B - ESQUEMAS DE PROCEDTMENTOS

bddteﬁidnd;pdﬂd'd'tt&te'dﬁ‘Kddo

08BS.:

Placa Master

20 mL de Caldo nutriente

16h - 35°C = 120 rpm (Shaker)
( *1-2x10% cel/aL) '

| Frasco de 50 mL de polipropileno

l Gentrifugar 10 min, 10000 g, AL

-2 13000 rpm

Descartar sobrenadante .
Pellet de celulas

4 mL de tampao fosfato de sodio
\"e’ 0,015 M gelado - Ressuspender e
' deixar no gelo

-

Para cada amostra ou controle utiliza-se um total de 600 piL de suspensao bacteriana
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" ESQUEMA 2 - Procedimento do teste de Kado

A @& @

ou -
_ Suspensao bacteriana - AMOSTRA* Mistura S9 - - Tampao fosfato 0,015M
2510 2 1x1010 bact/al o ’
. 50 uL (+S9) ou 50 ul. (-S9)
50 uL 2 ul
LAA

Agitar e incubar 90 min a 37°%

150 L

L : .
2 "Top agar fundido

estabilizado a 4500

I

\/
- Agitaﬁv

1evemen€gﬁ7
7
y

ﬂiﬁ!ﬁ%ﬁ?ﬁ; fgar minino

Incubar 66 h a 37°C

Efetuar a leitura

* controle (fll controle (-)
(DMSO)

/ANEXO ¢
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