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INTRODUGAO

Devido ao acelerado crescimento urbano e industrial nos ultimos anos,
tem aumentado a complexidade dos residuos e produtos toxicos langados
no meio ambiente provocando sérios problemas toxicologicos. Entre
esses compostos, agueles com atividade mutagénicé tem recebido espe
cial atengao pois podem causar mutagoes no genoma das celulas sométi
cas e germinativas dos individuos expostos, podendo aumentar a fhcl
déncia de cancer e doencas hereditarias nas populagoes.

Com o objetivo de avaliar a mutagenicidade de agentes quimicos foram
desenvolvidos ensaios que detectam direta ou indiretamente o dano cau
sado por esses agentes ao material genético. Tais testes podem ser
realizados tanto em microrganismos (Qactérias e fungos) como em cul
turas de células de mamiferos, plantas e animais. Entre os varios en
saios microbianos de curta duragéo, que utilizam bactérias, o mais co
mumente utilizado tem sido o teste de Ames, principalmente pela sua
simplicidade, baixo custo, sensibilidade e reprodutibilidade.

0O teste de Ames foi desenvolvido pelo Dr. Bruce Ames e colaboradores,
na Universidade de Berkeley, Califérnia, em 197%, e foi aperfeigoado
por Maron e Ames em 1983.

Esse ensaio utiliza linhagens de S. typhimurium especialmente cons

truidas, capazes de detectar produtos quimicos gque causam mutagSes

génicas por deslocamento do quadro de leitura ("frameshift") ou por
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substituicao dos pares de base do ADN. Para detecgao de  substancias
promutagénicas, inclui-se no ensaio fracao microssomal de figado de
rato, um sistema de ativagdo enzimatica, que permite a avaliagao dos
metabolitos da substancia em teste.

O ensaio tem sido amplamente utilizado para se determinar a mutageni
cidade de grande numero de compostos quimicos puros ou fracionados,
sendo que até o ano de 1982 ja tinham sido testados mais de 5 000 pro
dutos frente ao teste de Ames, segundo o Environmental Mutagen Infor
mation Center Index (EMIC), 1982.

O teste de Ames tem também aplicagao de interesse no monitoramento
de populagdes expostas a agentés quimicos, detecgdo de mutagerios em
urina de fumantes ou de animais tratados com mutégenos e alimentos con
taminados com agentes mutagenicos.

O teste de Ames vem sendo muito utilizado na avaliagéo da genotoXici
dade de amostras ambientais (égua, ar, efluentes industriais, lixiviea
dos de residuos sdlidos, extratos fracionados, etc.)e e recomendado por
conceituadas entidades governamentais e orgaos de pesquisas dos Esta
dos Unidos, Canada e varios paises da Europa. O ensaio € considerado
parte essencial dos testes toxicolégicos, na triagem e localizagao
de fontes potenciais de agentes genotoxicos e constitui-se em valioso
instrumento no gerenciamento e planejamento de medidas, tais como monito
rar e controlar a introdugao de poluentes mutagénicos no meio ambien
te.

1 OBJETIVO

1.1 Esta Norma prescreve o método de mutagao genica reversa em

Salmonella typhimurium - teste de Ames, empregado na detecgao de subs

tancias mutagenicas.

1.2 O teste de Ames tem por finalidades:

b

a) controlar o processo de tratamento de égua de . abastecimento

publico em relacao a:

- remogéo de compostos mutagénicos presentes nos mananciais
qgue abastecem as estagoes de tratamento;

- possivel adigio de substancias mutagénicas durante o proces
so de tratamento;

- presenca de substi@ncias com atividade mutageénica na agua de
consumo;

b) avaliar a eficiencia dos processos de tratamento de esgoto e

efluentes industriais na remogao ou presencga desses compostos;
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c)

d)

e)

avaliar aditivos alimentares, corantes, pesticidas, produtos
naturais, fluidos corporeos (urina, fezes ou sangue de indigi
duos expostos), medicamentos e materiais utilizados em Dbiome
dicina ou na fabricagao de produtos descartaveis para uso ex
terno ou de asseio corporal;

caracterizar poluentes mutagénicos em estudos de impacto am
biental e protegao de ecossistemas, visando a tomada de medi
das corretivas e preventivas;

localizar fontes potenciais de compostos mutagénicos no ar
(material particulado), solo, agua e alimentos, em areas indus
trializadas, agricolas e urbanas, visando o controle dos refe
ridos poluentes.

NORMAS COMPLEMENTARES

Na

aplicagdo desta Norma €& necessario consultar:

1L5.215 - Prova de adequabilidade biolégica de égua destilada para

fins microbiologicos (CETESB).

L5.010 - Avaliagao de laboratdrios de analises microbiologicas de

agua (CETESB).

NBR 9898 - Preservagao e técnicas de amostragem de efluentes ligii

dos e corpos receptores (ABNT).

M1.001 - Lavagém, preparo e esterilizagao de materiais em 1aboraté

rio de microbiologia (CETESB).

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

L5.009 - Seguranga e higiene no trabalho em laboratorios de micro

biologia ambiental (CETESB).

3 DEFINIGOES

Para os efeitos desta Norma sao adotadas as definigoes de 3.1 a 3.14.

3.1

ADN

Ay

Acido desoxirribonucleico.

3.2

Auxotrofico

Organismo mutante que apresenta exigéncias nutritivas aleéem daquelas

apresentadas pelo organismo selvagem.

3.3 Operon

Conjunto de genes gque comandam a biossintese de uma proteina.

3.4 Mutagao

Mecanismo biologico universal que promove modificagoes genéticas
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nos organismos. A nivel molecular, é a alteragdo da molécula de  ADN,
resultando na formagao de proteinas alteradas ou ausentes no organismo
que sofreu a mutagao.

3.5 Mutagao por deslocamento do quadfo de leitura ("frameshift")

Mutagdo causada pela adigdo ou delegdo de nucleotidios na molecula de
ADN.

3.6 Mutagao rfa

Mutacao que causa modificagoes na camada 1ipopolissacaridica da membra
na celular bacteriana, propiciando uma maior permeabilidade da celula
a moléculas grandes. '

3.7 Mutagdo por substituicao de pares de bases ('base pair substitution")

Mutacido causada pela troca ou substituigao de nucleotidios na molecula
de ADN.

3.8 Mutagao uvrB

Mutagéo causada por delegéo de um dos genes responséveis pelo reparo de
excisao, a qual impede a bactéeria de reparar alguns tipos de danos cau
sados ao ADN, tornando-a mais sensivel a agentes mutagénicos; Por ra
z0es técnicas, a delegado do gene uvrB se estendeu até o gene da biotina

e conseqgientemente as cepas se tornaram auxotroficas para biotina (bio ).

3.9 Mutageno ou agente mutagenico

Agentes quimicos ou fisicos que interagem com o ADN, causando mutagoes.

3.10 Plasmidio pAQ1

Plasmidio que contem um gene para resisténcia a tetraciclina e contem

a mutagao hisG428.

3.11 Plasmidio pKM101

Plasmidio que contem um gene para resisténcia a ampicilina. Sua presen

¢ga confere a bactéria maior sensibilidade a mutagenos.

3.12 Prototrofico '

Organismo do tipo selvagemn.

3.13 p.a.
Para analise.

3.14 qg.s.p.

Quantidade suficiente para.

4 APARELHAGEM

4,1 Equipamentos
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4.1.1 Agitador do tipo vortex

4.1.2 Autoclave

Deve ter tamanho suficiente para permitir a circulagao do vapor ao re

dor do material a ser esterilizado e equipada com valvula de seguran
¢a, manometro e termometro, cujo bulbo fique na diregao de escape do
vapor condensado (dreno). A autoclave e normalmente operada a pressao
de vapor de 103 426 Pa (15 psi), produzindo em seu interior a2 tempera
tura de 121,6°C ao nivel do mar. Deve-se observar, em seu funcionamen
to, a substituigao por vapor de todo ar existente na camara. A ope
ragéo total de uma autoclave deve durar no maximo uma hora, sendo re
comendado o acompanhamento dos ciclos de operagao e os registros de
tempo-temperatura. £ recomendavel que a autoclave atinja a temperatu
ra de esterilizagao de 121°C em 30 minutos e mantenha essa temperatu
ra durante o periodo de esterilizagao.

4.1.3 Balanga analitica

Deve ter sensibilidade minima de 1 mg ao pesar 10g.

4.1.4 Balancga semi-analitica

Deve ter sensibilidade minima de 0,1 g ao pesar 150 g.

4.1.5 Banho-maria

Equipado com termostato para manutengao da temperatura a 55°C, com ca
pacidade suficiente para comportar recipientes que contenham meios de
cultura, cuja temperatura deva ser estabilizada antes de sua distri
buigao em placas de Petri.

.

4.1.6 Banho seco

Equipado com termostato para manutencao da temperatura a 45°C e supor
tes com capacidade suficiente para conterem os tubos de ensaio a se
rem utilizados durante o teste. Para verificar a temperatura deve ser
utilizado um termometro com escala adequada e registros periédicos

A

devem ser efetuados.

4.1.7 Capela de seguranga biolégica (camera de fluxo laminar vertical)

Equipamento que possibilita a retengao de particulas do ar por um fil
tro adequado, sendo o ar filtrado dirigido em forma de fluxo direto

sobre a area de trabalho. O equipamento deve ser de seguranga biolé

gica Classe IT - tipo B, com exaustao externa que proporcione grande
seguranga nas manobras, as quais devem ser realizadas em condigoes
de esterilidade, e na manipulagao de pequenas quantidades de produ

tos volateis perigosos.

4.1.8 Congeladores
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Com regulagem para manter a temperatura no intervalo de -20°C a ~70°C.
Destina-se ao armmazenamento de solugoes e culturas de bactéerias. Sua lim

peza e desinfeccao devem ser feitas periodicamente.

4.1.9 Contador de colonias

Automético, tipo Biotran; ou manual, tipo Quebec.

4.1.10 Destilador de agua ou aparelho para desionizagao

Deve produzir égua nao toxica, livre de substancias que tenham efeito

toxico ou mutagenico.

4.1.11 Estufa para esterilizagao e secagem

A estufa deve acondicionar pipetas, placas de Petri, frascos para cole
ta, tubos e toda a vidraria e aparelhagem que possam ser esterilizadas
por calor seco, e ter capacidade suficiente para permitir a circula
gao do ar quente ao redor do material a ser esterilizado. Deve ser e
quipada com um termometro e um termostato, e operar normalmente a uma
temperatura de 170-180°C. O tempo de esterilizagao para a maior parte

da vidraria e de duas horas, a uma temperatura de 170-180°C.

4.1.12 Incubadora bacteriologica

Deve ser equipada com termostato e projetada de tal forma que a tempe
ratura, em todas as partes utilizadas, seja a 37°C; sua capacidade
deve ser suficiente para permitir a circulagéo do ar ao redor de todas
as culturas, quando o material de trabalho estiver sendo incubado. Pa
ra verificar a temperatura de uma incubadora grande deve ser colocado
um ou mais termametros, com o bulbo submerso em égua, glicerina ou,
oleo mineral, em lugares representativos da cémara, e feitos registros
periédicos da temperatura. A incubadora deve manter 75 a 85% de wumida
de relativa e ser colocada em local onde a temperatura permanega no in
tervalo de 16 a 27°C.

4.1.13 Mesa agitadora alternativa ('"shaker")

Equipamento portétil de dimensao adequada‘para ser acondicionado na
incubadora bacteriolégica, capaz de imprimir de 100 a 200 movimentos

por minuto. Deve conter garras apropriadas para frascos e tubos.

4.1.14 Placa aquecedora

Com temperatura regulavel ate 100°C.

4.1.15 Potenciometro

Deve ter escala bem legivel e medir com precisao de 0,1 unidade de pH.
A calibragéo do potenciametro deve ser feita pelo menos duas vezes ao
dia, com tampoes de pH 4,00, pH 6,86 e pH 9,18.
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4.1.16 Refrigerador

Certificado para manter a temperatura no intervalo de 2 a 8°C;sua capa
cidade deve ser suficiente para conter os meios de cultura, solugoes
e amostras a serem mantidas sob refrigeragao. Sua limpeza e desinfec
gao devem ser feitas periodicamente.

4.2 Vidraria

4.,2.1 Erlenmeyers

De borossilicato ("pyrex'") ou de vidro neutro, com tampa roscada, nao

toxica, e capacidade de 125 mL e 250 mL.

4,2.2 Frascos de coleta

De borossilicato ("pyrex") ou vidro neutro, com capacidade de 5 litros.

4,2.3 Frascos para o preparo de meio de cultura

De borossilicato ("pyrex") ou vidro neutro, com capacidade de 1 a 5 1i

tros, limpos e isentos de qualquer substancia toxica.

4.2.4 Frascos para solugoes

De borossilicato ('"pyrex'") ou vidro neutro, com tampa de rosca, nao té
xica, com capacidade de 50 e 100 mL, e frascos ambar, com capacidade
de 30-50 mL.

4.2.5 Pipetas
Pipetas do tipo Mohr, de 1 mL, 5 mL e 10 mL, com graduagéo de 1/10 €

erro de calibragao inferior a 2,5%, e com bocal para tamp50<ﬂaalgod50.
Devem ser acondicionadas em caixas de ago inoxidavel ou embrulhadas
individualmente em papel Kraft, e esterilizadas por calor seco a 170-
180°C durante duas horas.

4.2.6 Placas de Petri de vidro

De borossilicato ("pyrex") ou vidro neutro de boa qualidade, com fundo
‘perfeitamente plano, sem ranhuras ou bolhas de ar, medindo 100 mm de
diametro e 15 mm de altura. Devem ser embrulhadas em papel Kraft e es
terilizadas por calor seco a 170-180°C por duas horas. '

4.2.7 Tubos de ensaio

De borossilicato ("pyrex'") ou vidro neutro, de medidas aproximadas de
18 x 180 mm e 15 x 150 mm, com tampas de ago inoxidavel, e tubos de medidas de
20 x 120 mm, com tampas de rosca de material nao toxico. Devem ser es
terilizados por calor seco a 170-180°C, durante duas horas, excluindo-se
as tampas de rosca, que sao embrulhadas individualmente em papel de
aluminio e esterilizadas em autoclave a 121°C por 15 minutos.

4,3 Outros materiais
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4.3.1 Algas de inoculagao

De platina, com um comprimento de 7 a 8 cm e diametro de 0,5 mm, apre
sentando na extremidade uma parte encurvada, formando um aro com di&qg
tro minimo de 3 mm, com cabo de metal (cabo de Kolle).

4.3.2 Ampolas descartaveis

De polipropileno autoclavéveis, com tampas apropriadas para congelamen

tos a -70°C ou -196°C (nitrogenio liqliido) para volumes maximos de 2 mL.

4,3,3 Bico de Bunsen

Com funcionamento adequado para permitir uma combustao completa.

4.3.4 Estantes

De arame galvanizado para suportarem tubos de ensaio.

4.3,5 Filtros para esterilizagao

Tipo Swinnex, de polipropileno, com diametro de 13 mm,

4.3.6 Fita crepe

4,3.7 Lampada germicida (UV)

Lampada germicida (UV), de 15 W.

4.,3.8 Luvas cirﬁrgicas

4.3.9 Mascaras de protecao respiratoria contra gases

Equipada com filtro apropriado contra gases, acidos e outros compostos
volateis, com protecao facial de acrilico.

4.3.10 Mascaras de protegao respiratoéria contra pos tdxicos

Equipada com filtro apropriado contra pés toxicos.

"4.3.11 Membranas filtrantes estéereis

De ester de celulose, com porosidade de 0,22 pm e 13 mm de diametro.

4.3.12 Micropipetadores

Pipetadores digitais com capacidade para medir volumes de 10 a 100 pL,
100 a 1000 pL, com ponteiras de polipropileno apropriadas e autoqlawé
veis. As ponteiras devem ser embrulhadas em papel de aluminio e papel
Kraft e esterilizadas em autoclave a 121°C durante 15 minutos.

4.3.13 Papel de filtro

4,3.14 Papel Kraft

4,3.15 Parafilme

Pelicula termoplastica flexivel e semitransparente, utilizada para vedagao.

4.3.16 Pera de sucgao

4,3.17 Pingas

De ago inoxidavel, com extremidades arredondadas.
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4.3.18 Placas de Petri descartaveis

Devem ser de boa qualidade, medindo 90 mm de diametro e 12 mm de altu
ra. E essencial que a esterilizacao seja realizada pelo processo de
raio gama cobalto (Co). Nao devem ser utilizadas placas esterilizadas
por processos quimicos.

4,3.19 Porta-pipetas de ago inoxidavel

4,.3.20 Protetor facial

Protetor facial com cupula e coroa de polietileno articulada, regula

gem com catraca, viseira em acrilico, anatomico, incolor.

4.3.21 Seringas dosadoras do tipo Cornwall de 5 e 10 mL.

4,3,22 Seringas hipodérmicas descartaveis

4.3.23 Tela de amianto
De 22 x 22 cm.

4.3.24 Tripe

4.3.25 Vasilhames de nitrogenio ligiiido

Com capacidade para conservagdo de 50 litros de nitrogénio liquido a
temperatura de -196°C e equipado com seis recipientes para comportar

as ampolas com culturas bacterianas.

4,3.26 Zaragatoas

Hastes de madeira com aproximadamente 20 cm de comprimento, contendo
na extremidade algodao hidrofilo, embrulhadas em papel de aluminio e

papel Kraft e esterilizadas por calor seco a 170-180°C durante duas horas.

5 EXECUGAO DO ENSAIO

5.1 Principio do metodo

Diferentes linhagens de S. typhimurium auxotroficas para a histidina

sao expostas a amostra ou ao produto quimico em teste com e sem ativa
c30 metabdlica e plaqueadas em agar minimo. Apdés 66 horas de incubagao
a 379C as colonias revertentes sao contadas. Um auménto Siénificativq
do numero de revertentes nas placas teste em relacao as placas contro
le indicam presenga de atividade mdtag@nica na amostra testada. Dada
a composicio do meio de cultura, s6 formarao coldonias as celulas proto
troficas para histidina (gigf), provenientes de mutagoes esmxmém%m ou
originadas de mutagoes provocadas pela amostra.

5.2 Reagentes

5.2.1 Para a preparacgao dos meios de cultura e das solugoes utiliza

dos neste ensaio sao necessarios os reagentes de 5.2.1.1 a 5.2.1.32.
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5.2.1.1 2 aminoantraceno (2AA).

5.2.1.2 Acido citrico (CgHgO; . H,0) p.a

5.2.1.3 Acido cloridrico (HC1l) p.a.

5.2.1.4 Acido nitrico (HNO;) p.a.

5.2.1.5 Acido sulfarico (H,S0,) p.a.

5.2.1.6 Ampicilina.

5.2.1.7 Azida sodica (NaNj).

5.2.1.8 Bacto agar (Difco).

5.2.1.9 B-nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADP).
5.2.1.10 D-Biotina.

5.2.1.11 Cloreto de magnésio (MgCl,. 6H,0) p.a.

5.2.1.12 Cloreto de potassio (KCl) p.a.

5.2.1.13 Cloreto de sodio (NaCl) p.a.

5.2.1.14 Cristal violeta.

5.2.1.15 Dimetilsulfoxido (DMSO).

5.2.1.16 Fosfato de potassio dibasico (K,HPO,) p.a.

5.2.1.17 Fosfato de sodio e amonia (NaNH,HPO,.4H,0) p.a.
5.2.1.18 Fosfato de sodio dibasico (Na,HPO,) p.a.

5.2.1.19 Fosfato de sodio monobasico (NaH,P0,) p.a.

5.2.1.20 Fragao S9 - homogenado de figado de rato, induzido com Aro
clor 1254 liofolizado, proveniente da Moltox - Molecular Toxicology
Inc. 111 Gibraltar St., Annapolis, MD, 21401, USA. ‘
5.2.1.21 Glicose.

5.2.1.22 D-Glicose 6-fosfato.

5.2.1.23 Hidroxido de sodio (NaOH) p.a.

5.2.1.24 L-histidina HCI.

5.2.1.25 Mitomicina C.

5.2.1.26 Nutrient Broth n? 2 (OXOID).

5.2.1.27 4-nitroquinolina 1 oxido (4NQO) (Sigma).

5.2.1.28 Peptona de soja.
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5.2.1.30 Sulfato de magnesio (MgSO, .7H,0)p.a.
5.2.1.31 Tetraciclina.
5.2.1.32 Triptona.

5.2.2 Os reagentes devem ser de grau p.a. ou bacteriolégico e de pro

cedencia idSnea, apresentar odor, cor e consistencia inalterados, ser
livres de elementos bactericidas ou bacteriostaticos inespecificos,
bem como de carboidratos inespecificos.

5.3 Meios de cultura

5.3.1 Agar minimo

Formula:
Agar £liCOS€iuneeoencecosccesasssosnsssncsscocss 900,0 mL
Meio de Vogel-Bonner "E" (10X)...ioeeeeeceancans 100,0 mL
Solugao de biotina/histidina......eeeveeveocan. 10,0 mL
Preparo:

Este meio deve ser preparado como segue:

a) preparar o meio égar glicose, com os seguintes componentes:

Bacto agar...... ettt eeinee e et eeaereeeaaaas 15,0 g
Glicose..eeeeeeaaen ceeaasas N 20,0 g
Agua destilada..eeeeeeeeeseccessseoanssonconnnannes 900,0 mL

Para o preparo deste meio pesar os componentes e acrescentar 900 mL
de agua destilada fria. Aquecer, agitando fregiientemente ate a com
pleta dissolugéo das substancias, tomando cuidado para que nao se
ja atingida a temperatura de ebuligao. Esterilizar em autoclave a
121°C por 15 minutos e deixar estabilizar em banho-maria a 55°C.

b) preparar o meio de Vogel-Bonner "E" (10X), com os seguintes comég

nentes:

Sulfato de magnésio (MgSO,.7H70) Pe@. +roveneonnnans . 2,0 g
Acido citrico (CgHg07 .H20) cuverurrennnnnoncecnnnes 20,0 g
Fosfato de potassio dibasico (K HPO, ) .eeueunecn... .. 100,0 g
Fosfato de sodio e amonio (NaNH,HPO, .4H,0)....... .o 35,0 g
Agua destilada........ e e et eeaeeee e 1 000,0 mL

Para o preparo deste meio pesar as substancias acima nas quantida
des especificadas e dissolver em 1000 mL de agua destilada fria. Este
rilizar em autoclave a 121°C por 15 minutos e deixar estabilizar
em banho-maria a 55°C.
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¢) juntar assepticamente os meios agar glicose, Vogel-Bonner "E'" (10X)
e solugao de biotina/histidina (item 5.4.1) nas quantidades especi
ficadas acima e distribuir volumes de 24 mL em placas de Petri este
rilizadas, com auxilio de uma seringa automatica. As placas que com
tém agar minimo podem ser armazenadas sob refrigeragao (2 a 8°C)

durante um periodo maximo de 7 dias.

5.3.2 Agar minimo com biotina

Formula:
Agar glicose .....veeveennnn e erare e e 900,0 mL
Meio Vogel-Bonner "E" (10X)....... e e ceeean 100,0 mL
Solugao de biotina 0,5 MM ..veevvnoeceecoaans ceen 6,0 mL
Preparo:

Preparar o meio agar minimo de acordo com 5.3.1 -a) e b) e, antes da
distribuigéo em placas, adicionar assepticamente 6 mL de so]ugéo de
biotina 0,5 mM (item 5.4.2). Distribuir volumes de 24 mL em placas de
Petri esterilizadas com o auxilio de seringa automatica. As placas que
contém agar minimo com biotina podem ser armazenadas sob refrigeragao
(2 a 8°C) durante um periodo maximo de 7 dias.

5.3.3 Agar minimo com histidina/biotina

Formula:
Agar glicCoSe ..uiuietiriennneieneneanataeeaonnnnan 900,0 mL
Meio de Vogel-Bonner "E" (10X)......... ce e eee e 100,0 mL
Solugao de biotina 0,5 MM ,....oveeeeaasen S 6,0 mL
Solucao de histidina 0,5% .veeeeeoneereeaanans ce 10,0 mL
Preparo:

Preparar o meio agar minimo de acordo com 5.3.1 -a) e b) e, antes da
distribuigéo em placas, adicionar assepticamente 6 mL de so]ugéo de
biotina 0,5 mM (item 5.4.2) e 10 mL de sglugéo de histidina 0,5%. (item
5.4.3). Distribuir volumes de 24 mL em placas de Petri previamente
esterilizadas. As placas que contém agar minimo com biotina e histidi
na podem ser armazenadas sob refrigeragdo (2 a 8°C) durante um periodo
maximo de 7 dias.

5.3.4 Agar minimo com histidina/biotina e ampicilina

Formula:

Agar glicose ....... et neeeaenas et e 900,0 mL
Meio de Vogel-Bonner "E" (10X) ...eeeceann ceeeean 100,0 mL
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Solugao de biotina 0,5 mM ...... et sccc e 6,0 mL
Solugao de histidina 0,5% ...... G eesecese e 10,0 mL
Solugao de ampicilina 8 mg/mL .....ceceeenn. cen 3,15 mL

Preparo:

Preparar o meio égar minimo de acordo com 5.3.1 -a) e b) e, antes da
distribuigao em placas, adicionar assepticamente 6 mL de solugao de
biotina 0,5 mM (item 5.4.2), 10 mL de solucao de histidina 0,5% (item
5.4.3) e 3,15 mL de solugao de ampicilina 8 mg/mL (item 5.4.4). Dis
tribuir volumes de 24 mL em placas de Petri esterilizadas com auxilio
de seringas automaticas. As placas que contém agar minimo com biotina,
histidina e ampicilina podem ser armazenadas sob refrigeragao (2 a
8°C) durante um periodo maximo de 7 dias.

5.3.5 Agar minimo com histidina/biotina e ampicilina/tetraciclina

Formula:
Agar glicose .....iieeianinnnnnn ettt 900,0 mL
Meio de Vogel-Bonner "E" (10X) ....eeeeneenn .o 100,0 mL
Solugao de biotina 0,5 MM ..veveeeveceannnns cen 6,0 mL
Solugao de histidina 0,5% «.ceveeeveenneanceann 10,0 mL
Solugao de ampicilina 8 mg/mL +..uieeeeenoennnns 3,15 mL
Solugao de tetraciclina 8 mg/mL .....oeeveeennns 0,25 mL

Preparo:

Preparar o meio agar minimo glicosado de acordo com 5.3.1 -a) e b) e,
antes da distribuigao em placas, adicionar assepticamente 6 mL de so
lugao de biotina 0,5 mM (item 5.4.2), 10 mL de solugao de histidine
0,5% (item 5.4.3), 3,15 mL de solugao de ampicilina 8 mg/mL (item
5.4.4) e 0,25 mL de solugao de tetraciclina 8 mg/mL (item 5.4.5). Dis
tribuir volumes de 24 mL em placas de Petri esterilizadas com auxilid
de seringas automaticas. As placas que contém agar minimo com biotina,
histidina, ampicilina e tetraciclina podem ser armazenadas sob refri
geracao (2 a 8°C) durante um periodo maximo de 7 dias. .

5.3.6 Caldo nutriente

Formula:

Nutrient .Broth n? 2 (OXOID)...eeesesoecnnn e 25,0 g

Agua destilada ........... ettt ceea 1 000,0 mL

Preparo:
Pesar o componente e acrescentar 1 000 mL de agua destilada fria. Dei
xar em repouso durante aproximadamente 15 minutos. Aquecer agitando

freglientemente ate a completa dissolugao do meio de cultura, tomando
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cuidado para que nao seja atingida a temperatura de ebuligzo. Distri
buir aliquotas de 30 mL em erlenmeyer ou frascos secos de 125 mL, com
tampas roscadas, ou aliquotas de 5 mL, em tubos de 18 mm x 180 mm, com
tampas de ago inoxidavel. Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15
minutos. Apés a autoclavagao, os tubos que contem o meio preparado po
dem ser armazenados sob refrigeracao (2 a 8°C) durante um periodo méxl

mo de 14 dias.

5.3.7 Caldo nutriente com ampicilina

Formula:
Nutrient Broth n? 2 (OXOID) ...... e eceeaeacens 25,0 g
Solugzo de ampicilina 8 mg/mL ....oveeeveecroneens 3,15 mL
Agua destilada ......... ceeenn ceees e reeeeeenea 1 000,0 mL
Preparo:
Preparar o caldo nutriente de acordo com 5.3.6 e, apés autoclavagao,
estabilizar o meio a temperatura de 55°C em banho-maria e adicionar
assepticamente 3,15 mL de solugao de ampicilina com 8 mg/mL (item
5.4.4). Distribuir aliguotas de 30 mL em erlenmeyers ou frascos de

125 mL, com tampa roscada, previamente esterilizados, ou aliquotas de
5 mL, em tubos de 18 mm x 180 mm, com tampa de ago inoxidavel, previa
mente esterilizados. 0 caldo nutriente com ampicilina poderé ser arma

zenado sob refrigeracio (2 a 8°C) durante um periodo maximo de 14 dias.

5.3.8 Agar nutriente

Formula:
Nutrient Broth n? 2 (OXOID) ..evceveececcenns e 25,0 g
Agar v.oveiiieiiinnnnn. S et 15,0 g
Agua destilada ........... et eae e 1 000,0 mL

pH final apos esterilizagao: 7,0

Preparo:

Pesar os componentes e acrescentar 1 000 mL de égua destilada fria.Dei
xar em repouso durante aproximadamente 15 minutos. Aquecer agitando
frequentemente até a completa dissolugao dos ingredientes, tomando cul
dado para que nao seja atingida a temperatura de ebuligao. Esterilizar
em autoclave a 121°C durante 15 minutos. Apos a esterilizagao, manter
o meio preparado em banho-maria a 55°C, para estabilizagao da tempera
tura. Com todos os cuidados de assepsia, distribuir volumes de aproxi
madamente 24 mL em placas de Petri esterilizadas. As placas de Petri

”» d ~
que contem o agar nutriente podem ser armazenadas sob refrigeragao (2
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a 8°C) durante um periodo maximo de 7 dias.

5.3.9 Agar nutriente com ampicilina

Formula:
Nutrient Broth n® 2 (O0X0ID) ..veecevnccacnnns 25,0 g
Agar ..... e enenenaeieana e eaeseeee e, 15,0 g
Solugao de ampicilina 8 mg/mL ...... e e 3,15 mL
Agua destilada ....ccciien.. ettt -1 000,0 mL
Preparo:

Preparar o égar nutriente de acordo com 5.3.8 e, apos a estabilizagao
da temperatura em banho-maria a 55°C, adicionar assepticamente 3,15 mL
de solugao de ampicilina 8 mg/mL (item 5.4.4). Com todos os cuidados
de assepsia, distribuir volumes de 24 mL em placas de Petri esterili
zadas. As placas de Petri que contém o agar nutriente com ampicilina
podem ser armazenadas sob refrigeragao (2 a 8°C) durante um periodo mé
Xximo de 7 dias.

5.3.10 Agar nutriente com ampicilina/tetraciclina

Formula:
Nutrient Broth n? 2 (0XO0ID) ..evoveen. e 25,0 g
Agar ... it e et eeeaeeeeaa 15,0 g
Solugao de ampicilina 8 mg/mL «...veeerecennns 3,15 mL
Solugao de tetraciclina 8 mg/mL ...veveeveanns 0,25 mL
Agua destilada ......... e eeiaeeaes Cereeeea 1 000,0 mL
Preparo:

Preparar o égar nutriente com ampicilina de acordo com 5.3.9. Adicionar
assepticamente 3,15 mL de solugéo de ampicilina 8 mg/mL (item 5.4.4),
e 0,25 mL de solugao de tetraciclina 8 mg/mL (item 5.4.5). Com todos
os cuidados de assepsia distribuir volumes de aproximadamente 24 mL em
placas de Petri esterilizadas. As plééas de Petri que contem o égar nu
triente com ampicilina e tetraciclina podem ser armézenadas sob refri

geracso (2 a 8°C) durante um periodo maximo de 7 dias.

5.3.11 Agar de superficie ("Top agar")

Formula:
Bacto agar ........ e e et 6,0 g
Cloreto de sodio (NaCl) ....... e e 5,0 g
Agua destilada ....viveerereeenennnnenanannnns 1 000;0 mL

pH final: 7,0
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Preparo:

Pesar os componentes e acrescentar 1 000 mL de égua destilada fria. A
quecer agitando ate a completa dissolugao do meio, tomando cuidado pa
ra que nao seja atingida a temperatura de ebuligéo. Distribuir volumes
de 150 mL em erlenmeyers de 250 mL. Esterilizar em autoclave a 121°C
por 15 minutos. Os frascos que contem o "top égar" podem ser armazena

dos sob refrigeragdo (2 a 8°C) durante um periodo maximo de 14 diss.

5.3.12 Caldo de soja € triptona

Formula:
Triptona ....ccc.... ceesseansnnnaeseens e e s e s aseen 17,0 g
Peptona de S0Ja .ceeeeecenccons e erseas cee oo s eas 3,0 g
Glicose ..... e e s e e e s e s s as e et e s s ce s e anenn 2,5 g
Cloreto de SOGi0 tvveeeeeeenaacasannns ces s eseas e 5,0 g
Fosfato de potassio dibasico ...... C e ceea 2,5 g
Agua destilada ..... e i eeeesseceentaeanean 1 000.0 mL

pH final: 7,3 £ 0,1

Preparo:

Pesar os componentes e acrescentar 1 000 mL de égua destilada fria,del
xando em repouso por aproximadamente 15 minutos. Aquecer agitando ate
a completa dissolugéo do meio, tomando cuidado para que nao seja atin
gida a temperatura de ebuligéo. Se necessério, ajustar o pH para 7,3 ¥
0,1 com solugao de hidroxido de sodio 1 N. Distribuir volumes de 12 a
13 mL em tubos de ensaio com tampa roscada. Esterilizar em autoclave a
121°C por 15 minutos. Os tubos que contem caldo de soja e triptona po
dem ser armazenados sob refrigeracao (2 a 8°C) durante um periodo méxi
mo de 30 dias.

5.4 Solugoes

5.4.1 Solugao de histidina/biotina .

Formula:
L-histidina HC1 .......... ettt e 0,117 g
D-biotina .....cceco... e caseeranoan 0,138 g
Agua destilada ........... e e, 1 000,0 mL

Preparo:

Pesar os componentes e dissolver em 1000 mL de égua destilada quente (te_rg
peratura de ebuligao). Distribuir volumes de 100 mL em frascos escu
ros. Esterilizar em autoclave a 121°C por 15 minutos. Os frascos que

contem a solugéo de histidina/biotina podem ser armazenados sob refri
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geragao (2 a 8°C) durante um periodo maximo de 30 dias.

5.4.2 Solugao de biotina 0,5 mM

Formula:

D-biotina ....c.ccvieevececnes tesesesene ces s 0,012 ¢
Agua destilada ......... ettt eee e, 100,0 mL

Preparo:

Dissolver a D-biotina em 100 mL de agua destilada quente (temperatura
de ebuligao). Distribuir volumes de 50 mL em frascos escuros. Esterili
zar em autoclave a 121°C por 15 minutos. Os frascos que contem a solu
cao de biotina 0,5 mM podem ser armazenados sob refrigeragao (2 a 8°C)
durante um periodo maximo de 30 diss.

5.4.3 Solugao de histidina 0,5%

Formula:
L-histidina HC1 .......ccceceevss ce v e e cesessa 0,5 g
Agua destilada ....... ettt e 100,0 mL
Preparo:

Dissolver a L-histidina HCl em 100 mL de agua destilada quente (tempg
ratura de ebuligao). Distribuir volumes de 50 mL em frascos escuros. Es
terilizar em autoclave a 121°C por 15 minutos. Os frascos que contem
a solugao de histidina 0,5% podem ser armazenadas sob refrigeragao ( 2
a2 8°C) durante um periodo maximo de 30 dias.

5.4.4 Solugao de ampicilina 8 mg/mL

Formula:
Ampicilina ... ie ittt ereescertsssacssesscaans 0,08 g
 Hidrdxido de s0dio 0,02 N Q.S.Pevececeens e 10,0 mL

Preparo:

A solugao de ampicilina deve ser preparada como segue:

2) preparar a solugao de hidroxido de sodio com a seguinte composigao:
Hidroxido de s0dio (NaOH) ..eeievecsnnenn. e 0,08 g
Agua destilada Q.S .D.veeececcencccccnnns e 100,0 mL

Para o preparo desta solugdo dissolver o hidroxido de sodio em 100 mL
de agua destilada esterilizada fria.

b) preparar a solugao final, dissolvendo a ampicilina em 10 mL da solu
gao de hidroxido de sodio 0,02 N. Esterilizar por membrana filtran

te (0,22 pm), em tubo com tampa roscada, previamente esterilizado,
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e envolver este em papel aluminio. Os tubos que contem solugéo de
ampicilina podem ser armazenados sob refrigeragao (2 a 8°C) duran
te um periodo maximo de 30 dias.

5.4.5 Solugao de tetraciclina 8 mg/mL

Formula:

Tetraciclina ... .ttt eteeereeseecnscessseococnssns 0,08 g
Acido cloridrico 0,02 N Q.SeDeveeeccnnnaeaceens cee 10,0 mL

Preparo:

A solugao de tetraciclina deve ser preparada como segue:

a) preparar a solugao de acido cloridrico com a seguinte composigao:

Acido cloridrico (HC1) 12,1 N t.veeirnenacnecaceonnns . 0,14 mL
Agua destilada g.s.p..... o eee i et e 100,0 mL
Para o preparo desta solugao juntar 0,14 mL de acido cloridrico.

12,1 N a 100 mL de agua destilada esterilizada fria.

b) preparar a solugao final dissolvendo a tetraciclina em 10 mL de écl
do cloridrico 0,02 N. Esterilizar por membrana filtrante (0,22 um),
em tubo com tampa roscada previamente esterilizado e envolver este
empapel de aluminio. Os tubos que contém a solugao de tetraciclina
podem ser armazenados sob refrigeracao (2 a 8°C) durante um periodo

maximo de 30 diss.

5.4.6 Hidroxido de sodio 1 N

Formula:

Hidroxido de sodio (NaOH)......... e, cea 4,0 g
Agua destilada g.S.Peceeereeennnnnnnnnnnnns e 100,0 mL

Preparo:

Dissolver o hidroxido de sodio em 100 mL de agua destilada fria. Arma

zenar em frascos com tampa roscada a temperatura ambiente.

5.4.7 Solugao de tampao fosfato 0,2M

Formula:

Solugao-estoque A ....... ettt . 81,0 mL

SOlUGAO-EStOQUE B .t iveitveeeeenreennnenoennonnnnos 19,0 mL
pH final: 7,4

Para o preparo desta solugao proceder como segue:

a) Solugao-estoque A:
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Fosfato de sodio dibasico (Na,HPO,) ...... e 2,84 g
Agua destilada QeS.Deveseeernereneeneaennans e 100,0 mL

Dissolver o fosfato de so6dio dibasico em 100 mL de agua destilada
fria.

b) Solugao-estoque B:

Fosfato de sodio monobasico (NaH,PO,) .......... ... 2,76 g
Agua destilada Q.S.P.vevecoccnnn e et 100,0 mL

Dissolver o fosfato de sb6dio monobasico em 100 mL de agua destilada
fria.

c) juntar a solugao-estoque A a solugao-estoque B e verificaro pH. Ajus
ta-lo para 7,4(comzasolugéo—estoque A para elevar o pH ou com solu
gao-estoque B para baixa-lo). Distribuir volumes de 100 mL em fras
cos apropriados. Esterilizar em autoclave a 121°C por 15 minutos.
Os frascos que contem tampao fosfato podem ser armazenados sob re
frigeragdo (2 a 8°C) durante um periodo maximo de 60 dias.

5.4.8 Solugao de cloreto de magnésio 0,4M

Formula:
Cloreto de magnésio (MgCl, .6H,0)...cueuuunnn... 8,13 g
Agua destilada @.S.pP.veeecnn.. e e 100,0 mL
Preparo:
Dissolver o cloreto de magnésio em 100 mL de agua destilada, distri

buir em frasco apropriado e esterilizar em autoclave a 121°C por 15 mi
nutos. Os frascos que contem a solugao de cloreto de magnésio podem
ser armazenados sob refrigeragao (2 a 8°C) durante um periodo maximo
de 60 dias. ‘

5.4.9 Solugao de cloreto de potassio 1,65M

Formula:
Cloreto de potassio (KC1) ........ Ceeeetae e 12,3 g
Agua destilada Q.S.Peveeeccccnennnn e 100,0 mL
Preparo:
Dissolver o cloreto de potassio em 100 mL de agua destilada, distri

buir em frasco apropriado e esterilizar em autoclave a 12140 por 15 mi
nutos. Os frascos que contem a solugao de cloreto de potéssio podem
ser armazenados sob refrigeragao (2 a 8°C) durante um periodo maximo
de 60 dias.
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5.4.10 Solugao de glicose-6-fosfato 1M

Formula:
Glicose-6-fosfato........c. c et es s aceascenannn .o 2,821 g
Agua 3estilada g.S.Deeececercreeoccaneoecanasnenns 10,0 mL
Preparo:
Para o preparo desta solugao dissolver a glicose-6-fosfato em 10 mL
de agua destilada esterilizada. Esterilizar por membrana filtrante

(0,22 pm) em tubo com tampa roscada previamente esterilizado. A solu
cao de glicose-6-fosfato pode ser armazenada em "freezer'" (-20°C) du

rante um periodo maximo de 30 dias.

5.4.11 Solugao de NADP 0,1M

Formula:

B-nicotinamida adenina dinucleotidio fosfato (NADP).. 0,7654 g
Agua destilada Q.S.Pecevcceccnn. et 10,0 mL

Prepsaro:

Para o preparo desta solugao dissolver o NADP em 10 mL de égua desti
lada esterilizada. Esterilizar por membrana filtrante (0,22 pm) em tu
bo com tampa roscada previamente esterilizado. Os tubos que contem a
solucao de NADP podem ser armazenados em "freezer" (-20°C) durante
um periodo maximo de 30 dias.

5.4.12 Mistura 59 4%

Formula:
Agua destilada...ceeeeeenneeaansons et 375 uL
Tampao fosfato 0,2M ... eeeeeeooncnrnnnns et 500 pL
Glicose-6-fosfato 1IM............ ceeaneae et e e .o 5 pL
Solugao de NADP O0,I1M......... et btee e .. 40 uL
Solugao de cloreto de potassio 1,65M......ceeeuunn. 20 uL
Solucao de cloreto de magnesio 0,4M........ e 20 nL
Fragao SOuueeeeeeesecassososscsssssossssosasssanns 40 uL

Préparo: -

Esta solucgao deve ser preparada em capela de fluxo laminar e todos os
componentes devem ser mantidos em banho de gelo. Adicionar os. componen
tes assepticamente, em tubos de 18 mm x 180 mm-com tampa de ago inoxi
davel, tomando o cuidado de acrescentar os componentes na ordem apre
sentada acima (S9 por ﬁltimo)-e mantendo a solugéo final em banho. de

gelo ate o momento de sua utilizagao no teste. Em paralelo, fazer o
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controle de esterilidade de cada solugao em tubos que coritem caldo de
soja e triptona e o controle da fragao S9 é feito em agar minimo. Incu

bar os meios por 7 dias em estufa a 37°C e realizar leituras diarias.

Nota: A mistura S9 deve ser preparada para cada teste e deve permane
cer no banho de gelo por, no maximo, 5 -horas. A porgao da mistu
ra S9 nao utilizada deve ser descartada. Nunca esterilizar a mis

tura S59.

5.4.13 Solugao de azida sodica 1 mg/mL

Formula:
Azida s0dica (NaNy )eeeeeeeeeeneoonnnonnnsann .. 1,0 mg

Agua destilada esterilizada.......eeeveueenn.. 1,0 mL

Preparo:

Pesar 1 mg de azida sbodica, com mascara de protegdo respiratoria para
pds toxicos e luvas cirurgicas, em ampolas descartaveis. Armazenar as
ampolas contendo a substancia previamente pesada em freezer a -20°C
por tempo indeterminado. Na hora do ensaio, adicionar 1 mL de égua des
tilada esterilizada e proceder as diluigoes adequadas. A solugao deve
ra ser descartada apés o uso, em frasco apropriado para posterior inci

neragao.

5.4.14 Solugao de 2 aminoantraceno 1 mg/mL

Formula:
2 aminoantraceno..... st s eanssesane seeacrenesan 1,0 mg
Dimetilsulfoxido (DMSO) .eeeeereeaass et 1,0 mL

Preparo:

Pesar 1 mg de 2 aminoantraceno, com mascara de protegao respiratéruapg
ra pos toxicos e luvas cirirgicas, em ampolas descartaveis. Armazenar 3s
ampolas contendo a substancia previamente pesada em freezer a -20°C
por tempo indeterminado. Na hora do ensaio adicionar 1 mL de dimetilsul
foxido e proceder as diluigoes adequadas. A solugao devera ser descar

tada apos o uso, em frascos apropriados para posterior incineraqéo.

5.4.15 Mitomicina C 10% v/v

Formula:
Mitomicina C.ieeirneneinieeerencrsnosncassconses 0,1 mL
Agua destilada esterilizada.......coeeveoneann 0,9 mL
Preparo:
Adicionar 0,1 mL de mitomicina C a 0,9 mL de agua destilada es

terilizada, com o auxilio de um micropipetador automatico, utilizando

.
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luvas cirurgicas e mascara de protegao respiratoria para gases, em
camara de seguranga biologica Classe II-tipo B. Essa solugao nao po
de ser armazenada, sendo preparada a cada ensaio. Apés 0 uso, pode-se
neutralizar a solugao com permanganato de potéssio a 1% por 30 minu
tos a 100°C.,

5.4.16 Solucao de 4-nitroquinolina 1 oxido 1 mg/mL

Formula:
4-nitroquinolina 1 6xido........ e 1,0 mg

Dimetilsulfoxido (DMSO) . e e ereeonnnennenanns 1,0 mL

Preparo:

Pesar 1 mg de 4-nitroquinolina, com mascara de protegao contra pos to
xicos e luvas cirﬁrgicas, em ampolas descartaveis. Armazenar as ampo
las contendo a substancia previamente pesada em freezer a -20°C por tem
po indeterminado. Na hora do ensaio adicionar 1 mL de dimetilsulfoxido
e proceder as diluigoes adequadas. A solugao devera ser descartada apos

o uso, em frascos apropriados para posterior incineragéo.

5.4.17 Solugdo de acido sulfurico/acido nitrico H,S0,/HNO;(6:1)
Férmu{g:
Solugao de acido sUIfUrico 50%....ccveeeeensnn 600,0 mL
Solugao de acido Nitrico 50%....ccveeeeececsnns 100,0 mL

Preparo:

Este solugao deve ser preparada como segue:

2) preparar a solugao de acido sulflUrico 50% com a seguinte composigao:

Acido sulfirico (HyS0,) pP.a@..ceeon. e raeeaaaa 500,0 mL
cesene 500,0 mL
Para o preparo desta solucgao, medir 500 mL de acido sulfurico p.a.

Agua destilada..... et eceeeaean e

e adiciona-lo vagarosamente a égua, utilizando mascara de protegao

respiratoria contra gases e luvas de borracha.

b) preparar a solugao de acido nitrico 50% com a seguinté composicao:
Acido nitrico (HNOj3) Pe@evecerurencnnnnn e eeeeaeas 500,0 mL
Agua destilada......veeunennn. e Ceee e 500,0 mL
Para o preparo dessa solugao, medir 500 mL de acido nitrico p.a. e
adiciona-lo vagarosamente a agua, utilizando mascara de protegao

respiratoria contra gases, e luvas de borracha.

c) misturar vagarosamente 6 partes da solugao de acido sulfurico a 1
parte da solugao de acido nitrico.

Nota: Nunca adicionar a agua ao acido, sempre o acido a agua.
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5.4.18 Solugao de cristal violeta 0,1%

Formula:
Cristal violeta... .ot ersensooccoonscncaocnns 0,1 ¢g

Agua destilada Q.S.Peveccceroscannns e 100 mL

Preparo:
Pesar 0,1 g de cristal violeta e dissolver em 100 mL de égua destilada
esterilizada previamente. Os frascos que contem a solugao de cristal vio

leta poderao ser armazenados a temperatura ambiente por tempo indeter

minado.

5.5 Amostragem

A coleta deve ser realizada segundo NBR 9898 - "Preservagao e técnicas

de amostragem de efluentes 1iqﬁidos e corpos receptores'".

5.5.1 Amostra

A amostra deve ser bem identificada e as informagoes sobre a mesma de

vem ser completas: n? e tipo da amostra, data, local de coleta, pH, clo
ro residual e outras informagoes relevantes para que os resultados pos

sam ser corretamente interpretados.

5.5.2 Preparo das amostras

5.5.2.1 O0Os compostos quimicos podem ser testados diretamente ou dissol
vidos em solventes apropriados como, por exemplo, égua destilada ou di
metilsulfoxido (DMSO). As amostras ambientais liqgiiidas, como agua bru
ta, tratada e efluentes, sao normalmente submetidas a processos de con
centragdo e extragao organica. Existem varios métodos de extragao orga
nica, cada um sendo preferencial para determinados grupos de substag
cias quimicas, devendo-se, portanto, escolher o metodo mais apropriado
para o tipo de amostra a ser analisada. Recomenda-se o uso de extragao
por resinas tipo XAD, ou XAD, para égua bruta e tratada; extragao li&g;
da/ligliida para efluentes industriais, cujo conteudo organico freqiien
temente € mais elevado e extragéo poraultrassoniqagéq.para residuos sé

lidos, sedimentos e material particulado de ar.

5.5.2.2 O volume da amostra a ser concentrado é variavel, pois vaiidg
pender do tipo de amostra e do fim a que se destina. Normalmente concen
tram-se de 2-10 litros para agua bruta e de 20-100 litros para agua tra
tada. Os residuos solidos e sedimentos sao coletados em quantidades de
400 a 500 g e acondicionados em sacos plésticos atoxicos. O material
particulado de ar e coletado em amostradores apropriados em volumes de
aproximadamente 2000 m® . Os extratos obtidos poderao ser armazenados,

se necessario, em freezer a -20°C, - secos e ressuspendidos em dimetil



24 CETESB/L5.620

sulfoxido no momento da analise ou um dia antes.

5.6 Organismo indicador

Linhagens mutantes de S. typhimurium auxotroficas para histina (his™)

que detectam diferentes tipos de mutagenos e possuem varias mutagoes
no operon da histidina que serao os alvos para mutagao reversa, bem co
mo mutagoes que aumentam sua sensibilidade aos agentes genotéxicos. Po
dem ser obtidas atraves do Dr. B. N. Ames, Biochemistry Department,
University of California, Berkeley, California 94720 (USA). As cepas
listadas nas Tabelas 1 a 3 podem ser empregadas rotineiramente no tes
te de Ames.

Tabela 1 - Cepas que detectam mutégenos gue causam deslocamento do qua
dro de leitura do ADN

Taxa de
Cepa Alvo da reversao Genotipo
mutagao A
espontanea
TA 1537 CG 5-25 his C3076, rfa, AuvrB, bio~
TA 1538 CG 15-35 _his c3052, rfa, AuvrB, bio~
TA 97a * CG 90-180 his D6610, rfa, AuvrB, bio~, pKM101(ApR)
TA 98 CG 25-75 his D3052, rfa, AuvrB, bio™, pKMlOl(ApR)

* A cepa TA 97a e sens1vel a altas concentragoes de glicose, por isso recomenda-se O

uso de placas de agar minimo modificado contendo 0,4% de glicose ao inves de 2%
como usual.

Tabela 2 - Cepas que detectam mutégenos que causam substituigao de pa

res de base no ADN

Taxa de
Cepa Alvo da reversao Genotipo
mutagao ~
espontanea
TA 1535 CG 25-35 his G46 rfa, AuvrB, bio™
TA 100 CG 75-225 his G46, rfa, AuvrB, bio , pKM101, ApR
TA 102 AT 240-320 his G428, rfa, pKM101 (ApR), pAQl(TtR)
TA 104 AT 245-475 his G428, rfa, AuvrB, bid‘,pKMlOl(ApR)
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TABELA 3 - Cepas que detectam nitrocompostos transformados pelas redu

tases bacterianas

Taxa de
Cepa Qtzo gi reversao ‘ Genotipo
a espontanea
TA 98 NR CG 25-75 his D3052. rfa, auvrB, pKM1O1, (ApR)
nitroredutase classica deficiente
TA 98/1 ,8DNPg CG 25-75 his D3052, rfa, AuvrB, pKM1O1, (ApR)
nitropireno redutase deficiente

5.7 Manutengao e estoque das cepas de S. typhimurium

Nota: As culturas de S. typhimurium sao normalmente fornecidas adsor

vidas em discos de papel, contidos em sacos plasticos com peque
na quantidade de meio de cultura semi-solido.

5.7.1 Ao receber as culturas, retirar os discos assepticamente dos sa

cos plésticos com o auxilio de uma pinga esterilizada, fazer estrias
em placas de agar nutriente e colocar o disco em caldo nutriente. Pa
ra as cepas TA97a, TA98, TA98NR, TA98/1,8 DNP6, TA100 e TA104, deve-se
utilizar agar nutriente e caldo nutriente com ampicilina; para a cepa

TA102, égar nutriente com ampicilina e tetraciclina.

5.7.2 Incubar os caldos (sob agitagéo - 150 a 170 rpm) e as placas

(pernoite) a 37°C.

5.7.3 Culturas-estoque permanentes

Podem ser realizadas a partir do caldo, conforme 5.7.3.1 a 5.7.3.4.

5.7.3.1 Dispensar 0,9 mL do caldo em ampolas de vidro ou pléﬁﬁco,ppg

viamente esterilizadas e devidamente identificadas (n? da cepae data).

5.7.3.2 Adicionar assepticamente 0,1 mL de dimetilsulfoxido (DMSO)cg

mo agente crioprotetor.

5.7.3.3 Homogeneizar e levar as ampolas ao '"freezer", -20°C por 24 ho
ras. Apos este periodo, transferi-las para "freezer", -70°C ou nitro
génio liqliido (-196°C).

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 rotineiro devem ser mantidas em placa "master" a
4°C, preparadas conforme 5.7.4.1 a 5.7.4.8.
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Nota: Para o preparo da placa "master'"os meios empregados para as cul
turas que contem plasmidios devem estar adicionados com os anti
bioticos especificos (ampicilina para as cepas TA98, TA100, TA97a,
TA98NR, TA98 1,8 DNP6 e TA104, e ampicilina e tetraciclina para
a cepa TA102).

5.7.4.1 Antes de iniciar o trabalho, desinfectar a bancada ou capela
de fluxo laminar, usando alcool 70% ou outro desinfetante que nao dei
xe residuos.

5.7.4.2 Retirar as ampolas com a cultura-estoque permanente do nitro
génio liqliido ou "freezer" a -70°C e, com o auxilio de um palito de ino
culagéo, transferir uma aliquota da cultura congelada para 2 erlenmeyers
com 30 mL de caldo nutriente. Incubar a 37°C por 16 a 18 horas, sob agi
tagao (150-170 rpm).

5.7.4.3 Apos o periodo de incubagdo, com o auxilio de uma alga de ino
culagao, estriar as culturas em placas de agar nutriente, de forma a
obter colonias isoladas. Incubar as placas invertidas a 37°C por 24 ho
ras.

5.7.4.4 Selecionar 10 colonias isoladas de cada cepa e transferir uma
a uma para tubos com 5 mL de caldo nutriente. Incubar em mesa agitado

ra reciproca a 37°C por 12-16 horas, sob agitagéo de 150-170 rpm.

Nota: Nao adicionar tetraciclina aos caldos utilizados para a cepa
TAl102.

5.7.4.5 Apds o periodo de incubagdo, inocular as culturas em agar mi
nimo glicosado com histidina/biotina em forma de estrias grossas e in
cubar as placas invertidas a 37°C por 24 horas.

5.7.4.6 As placas "master" devem ser vedadas com parafilme e armazena
das até 2 meses, sob refrigeragao (4°C). As placas '"master'da cepa TA102
s6 poderdo ser armazenadas por 2 semanas, sendo que, apos este periodo,
a taxa de reversdo espontanea se eleva significativamente, inviabilizan

do sua utilizagao.

5.7.4.7 Antes do uso de uma nova linhagem ou no preparo da placa '"mas
ter", todas as culturas devem ser verificadas quanto a sua taxa de re
versao esponténea e presenga de marcadores genéticos (dependéncia da

histidina, fator R, mutagao rfa, delegao uvrB).

5.7.4.8 Se os caldos que deram origem as placas "master'" nao apresen
tarem as caracteristicas esperadas, estas deverao ser desprezadas e no
vas placas '"master" deverao ser preparadas.
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5.8 Verificagao das caracteristicas genéticas das cepas de Salmonella

typhimurium

Os testes para verificagao das caracteristicas geneticas das cepas de

S. typhimurium devem ser realizadas a partir das culturas (pernoite) que

deram origem a placa "master" ou culturas de cepas novas.

5.8.1 Dependencia da histidina

O carater his™ das cepas-teste e confirmado pela demonstragao do reque

rimento de histidina para crescer em placas de agar minimo.

5.8.1.1 Semear a cultura crescida em caldo nutriente em estria unica,
com o auxilio de uma algae de inoculagao, em placa de agar minimo com bio
tina (controle) e, a seguir, em placa de agar minimo com histidina/bio
tina. Cinco a seis culturas podem ser testadas em uma mesma placa e de
vem ser devidamente identificadas, marcando-se o numero correspondente

a cada cultura testada, no local da estria, no fundo da placa de Petri.

5.8.1.2 Incubar as placas invertidas a 37°C (pernoite) e verificar a

presenga de crescimento.

5.8.1.3 Para todas as cepas de S. typhimurium as placas controle, égar

minimo com biotina nao deverao apresentar crescimento; as placas com

histidina/biotina deverao apresentar crescimento.

5.8.2 Presenga de mutagao rfa

0 carater rfa das cepas-teste é confirmado através da sensibilidade ao
cristal violeta.

5.8.2.1 Semear a cultura em caldo nutriente (permoite) na superficie de uma pla

ca de agar nutriente com o auxilio de uma zaragatoa. Deixar seéecar.

5.8.2.2 Com auxilio de uma pinga previamente flambada, colocar no cen
tro da placa de égar nutriente um disco de papel de filtro esteriliza
do, de 5 mm de diémetro, embebido com .10 pL de solugéo de cristal viole
ta 0,1%.

5.8.2.3 Incubar as placas invertidas a 37°C por 24 horas e verificar
a presenga de halos de inibigéo de crescimento.

5.8.2.4 Todas as cepas de S. typhimurium deverao apresentar uma zona

de inibigéo de crescimento de, no minimo, 14 mm de diametro.

5.8.3 Presenca de delegao uvrB

A mutagéo uvrB pode ser confirmada, verificando-se a sensibilidade a
Uv.

5.8.3.1 Semear a cultura em caldo nutriente (pernoite), na superficie

de uma placa de agar nutriente, com auxilio de uma zaragatoa.
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5.8.3.2 Retirar a tampa da placa, cobrir metade com cartolina ou papel
de aluminio. Irradiar a placa com lampada germicida de 15 W, a uma dis
tncia de 33 cm. Expor as cepas que contém plasmidio pKM101 (TA97a, TA98,
TA98NR, TA98 1,8 DNP6, TA100, TA102 e TA104) por 8 segundos; as cepas
sem plasmidio pKM101 (TA1535, TA1537 e TA1538), por 6 segundos.

5.8.3.3 Incubar as placas invertidas a 37°C por 24 horas e verificar
a presenga de crescimento.

5.8.3.4 As cepas com delegao uvrB crescerao somente na metade da pla
ca nao irradiada. A cepa TA102, que nao apresenta essa delegao, cresce

ra por toda a placa (ver Tabela 2, item 5.6).

5.8.4 Presenga de plasmidio pKM101
As cepas com fator R (TA97a, TA98, TA98NR 1,8 DNP6, TA100, TA102 e TA104)

devem ser testadas rotineiramente para a presenga do plasmidio pKM101,

que confere resistencia a ampicilina.

5.8.4.1 Com o auxilio de uma alga de inoculagao, estriar (em forma de
X) uma solugao de ampicilina 8 mg/mL, em placas de agar nutriente. Dei
xar secar.

5.8.4.2 Dividir a placa em quadrantes e, em cada um deles, inocular a
cultura em caldo nutriente (pernoite), perpendicularmente a estria do
antibiotico (ver Figura 1). \

Cultura

3 . . ’ 3
Estria com antibiotico

2.,
</
’;“’ N
X | B,
N </

Placa de égar nutriente

FIGURA 1 - Placa com inoculagao de cultura

5.8.4.3 Incubar as placas invertidas a 37°C por 24 horas e verificar
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a ocorrencia de crescimento.

5.8.4.4 As cepas resistentes a ampicilina (TA97a, TA98, TA98NR, TA98
1,8 DNP6, TA100, TA102 e TA104) nao serao inibidas pelo antibiotico,
devendo crescer continuamente atraves das estrias. As cepas sensiveis
a ampicilina (TA1535, TA1537 e TA1538) terao seu crescimento interrom

pido na zona da estria da solugao de ampicilina.

5.8.4.5 Para verificar a presenga do plasmidio PAQl gue confere resis
téncia a tetraciclina proceder como em 5.8.4.1 a 5.8.4.3, substituindo
a solugao de ampicilina por uma solucao de tetraciclina 8 mg/mL. Ape
nas a cepa TA102, resistente a tetraciclina, nao devera ser inibida pe
lo antibiotico.

5.8.5 Taxa de reversao esponténea

A reversao espontanea das cepas-teste de his™ para §1§+ e medida roti
neiramente, sendo que a frequéncia da reversao € caracteristica de ume
unica cepa. As colonias revertentes, prototréficas para a histidina,
sao facilmente visiveis em placas de agar minimo em contraste com as
coldnias auxotroficas, que formarao uma fina camada de crescimento bac
teriano ("background"). A determinagao da taxa de reversao esponténea

deve ser realizada conforme 5.8.5.1 a 5.8.5.9.

5.8.5.1 Fundir quantidade suficiente de agar de superficie e estabili
zar eém banho maria a 45°C.

5.8.5.2 Apés homogeneizagao, dispensar aliquotas de 3 mL em tubcs de
15 x 150 mm esterilizados, previamente estabilizados a 45°C em Dbanho
seco.

5.8.5.3 Mantendo os tubos em banho seco, adicionar 0,1 mL do caldo nu
triente (pernoite). Agitar por 3 segundos em vortex a baixa velocidade

‘e verter em placa de agar minimo.

5.8.5.4 Imprimir movimentos circulares a placa, de forma que o agar de

superficie distribua-se uniformemente sobre o meio de cultura.

5.8.5.5 Deixar o agar solidificar-se em uma superficie plana e incu
bar as placas invertidas a 37°C por 66 horas.

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

5.8.5.7 As colonias revertentes deverao ser contadas como colonias in

dividuais contra a fina camada de crescimento ("background").

5.8.5.8 Calcular a média aritmetica para a contagem em triplicata de
cada caldo de cultura testado. A taxa de reversao espontanea devera es

tar dentro dos limites apresentados nas Tabelas 1,2 e 3, item 5.6.
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Nota: Algumas diferengas no numero de colonias revertentes espontaneas

podem ser observadas ao longo do tempo, mas nao deve haver va
riagao extrema de um experimento para o outro. Um desvio de con
tagem que esta fora das variagoes aceitaveis € uma indicagao de
que as caracteristicas genéticas das cepas-teste devem ser veri
ficadas.

5.8.5.9 Para cada cepa, escolher 2 caldos de cultura que apresentaram
taxa de reversao espontanea dentro dos limites normais e todas as de
mais caracteristicas genéticas, e proceder ao congelamento dos mesmos,
como em 5.7.3, para manter adequado o estoque de culturas permanentes.
Placas "master" novas devem ser sempre realizadas a partir da cultura-
estoque permanente e nunca a partir de outra placa "master", devido
2 possibilidade de alteragbes nas caracteristicas genéticas das cepas
e perda de plasmidios por subcultivos.

5.9 Preparo dos inoculos de S. typhimurium utilizados no ensaio

5.9.1 Semear, com auxilio de uma alga de inoculacao, pequena quanti
dade do crescimento da cultura da placa "master" em 30 mL de caldo nu

triente. Nao adicionar antibidticos aos caldos de cultura.

5.9.2 Incubar a 37°C por 18 a 20 horas, sob agitagao (150-170 rpm),

de modo a obter uma densidade de 2 x 109 bactérias/mL.

5.9.3 Remover a cultura da estufa e manté-la sob refrigeragao duran
te o periodo em que a mesma nao estiver sendo utilizada.

5.10 Preparo da mistura S9

5.10.1 Preparar quantidade adequada de mistura S9 conforme recomenda

gSes em 5.4.12, imediatamente antes do inicio do ensaio.
5.10.2 Manter a mistura em banho de gelo por, no maximo, 5 horas.

5.10.3 Observar os cuidados de assepsia gurante a preparacgao e manipu
lagao da mistura S9.

5.11 Controles negativos

0 controle negativo consiste em agua destilada ou no proprio solvente
utilizado para dissolugao do produto quimico ou amostra em teste. Uti

lizar o mesmo volume utilizado para a amostra teste.

5.12 Controles positivos

Todo ensaio deve ser realizado incluindo controles positivos para con
firmar as propriedades de reversao e especificidade de cada cepa, bem
como a eficacia do sistema de ativagao metabolica. Recomenda-se o uso

das substancias padrSes descritas na Tabela 4, podendo-se empregar ou
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tros controles, desde que em concentragoes adequadas.

TABELA 4 - Controles positivos empregados no ensaio

[}
. Concentragao
Ensaio Composto Solvente Cepas
por placa
Sem ativagao 4-nitroquinolina TA1537, TA1538, TAS97a,
. M 0,

(-$9) 1-6xido DHSO > ¥ TA98, TA104
2-nitrofluoreno DMSO 10,0 ug TAQBNR e 1,8 DNP6
azida sodica agua destilada 5,0 ug TA 1535, TA100
mitomicina C agua destilada 1l TA102

Com ativacio TA1535, TA1537, TA1538,

(259) § 2-aminoantraceno DMSO 2,5 ug TA97a, TA98, TA100,

* TA102 e TAL04

Notas: a) DMSO - dimetilsulfoxido
b) as solugaes dos compostos acima devem ser manipulados com o
maximo cuidado, de forma a evitar qualquer contato com o ope
rador.

5.13 Controle de toxicidade

A toxicidade de uma amostra ou substancia quimica pode ser verificada
atraves do exame rotineiro da presenca de "background" (crescimento de
fundo) nas placas-teste de égar minimo. Nos casos da presenga de toxi
cidade, "background" ausente ou reduzido, reduzir as concentragaes das

amostras ou substancias quimicas testadas.

5.14 Controle de viabilidade

A viabilidade de cultura concentrada (5.9) devera ser avaliada apos di
luigdo a 107 e indculo em agar nutriente. Deve-se utilizar culturas com

concentracoes de 1 a 2 x 109 células/mL.

5.15 Procedimento do ensaio

Diversos métodos tém sido descritos para a realizagao do teste de Ames.
Dentre eles, os mais usados sao:

a) método de incorporagac em placa;

b) método de preée-incubagao;

¢) método direto
Esta Norma descreve o método de incorporagéo em placa, segundo Maron
& Ames, 1983.

5.15.1 Antes de iniciar qualquer operagao, desinfetar a capela de flu

xo laminar, usando alcool 70% ou outro desinfetante que nao deixe resi
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duos. Trabalhar sempre em capela de fluxo laminar,

5.15.2 Colocar tubos de ensaio (15 x 150 mm, com tampa de ago inoxi
davel), em numero suficiente para realizar os testes em triplicata, em
banho seco regulado para a temperatura de 45°C,.

5.15.3 Fundir o agar de superficie ("top agar") e estabilizar a 45°C.

5.15.4 Distribuir aliquotas de 3 mL nos tubos de ensaio previamente
acondicionados no banho seco (45°C).

5.15.5 Adicionar a cada tubo que contem 3 mL de "top agar":
a) 200 pL da amostra, ou menos, de forma que sejam testadasas
doses desejadas;

b) 0,1 mL da cultura (pernoite) de S. typhimurium;

c) 0,5 mL da mistura S9 (somente para o ensaio com ativagé:mg
tabolica).

5.15.6 Agitar o tubo levemente por 3 segundos com o auxilio de um vor

tex a baixa velocidade e verter o conteudo em placa de agar minimo.

5.15.7 Imprimir movimentos circulares a placa, de forma que o agar de
superficie se distribua uniformemente sobre o meio de cultura. Deixa-

lo solidificar-se em superficie plana.
5.15.8 Incubar as placas invertidas a 37°C por 66 horas.

5.15.9 Realizar os controles negativos e positivos de . acordo com
5.15.1 a 5.15.8, exceto 5.15.5-a, onde, ao inves da amostra, deve ser
adicionado um volume adequado do controle especifico (ver 5.12).

5.15.10 Proceder a contagem do numero de colonias revertentes proto
troficas por placa com o auxilio de um contador automatico do  tipo

Biotran ou manual tipo Quebec e anotar os valores em ficha apropriada.

5.15.11 No momento da leitura das placas, deve-se verificar: a presen
¢a de "background" nas placas-teste e controle, a frequéncia de rever
s8o espontanea das placas-controle (negativo) e a eficiéncia do contro
le positivo. O ensaio devera ser repetido se o° "background" estiver
ausente ou alterado, se a taxa de reversao espontanea estiver fora do
esperado e se os controles positivos nao apresentarem atividade- muta

genica frente as cepas-teste.
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6 RESULTADOS

6.1 Expressao dos resultados

6.1.1 Os resultados podem ser expressos através do numero de colonias

revertentes por placa ou mais comumente atraves da razao de mutageni
cidade (RM):

T .
RM = <
onde:
T = numero de colonias revertentes na placa-teste (revertentes es
ponténeas + revertentes induzidas);
C = numero de coldonias revertentes na placa do controle negativo

(revertentes esponténeas).

Deve-se especificar a concentragao da amostra testada em pg de produ

3

to solido ou em mL, litro, m’> ou g equivalente, dependendo do tipo da

amostra.

6.1.2 Deve-se tambem expressar os resultados em n? de revertentes por

pg de extratos ou por mL, litro, m’ ou g equivalente da amostra, depen
dendo da mesma. Para isso, deve-se calcular a inclinagao da reta de re
gressao obtida apos uma analise estatistica adequada.

Nota: Para este calculo recomenda-se o uso de um programa denominado

SALMONEL, desenvolvido por Dr. Lawrence Myers do RTI, RTP, USA,
porém outras analises de regressao linear e de Analise de Varian
cia poderao ser empregadas.

6.2 Interpretagao dos resultados

6.2.1 Amostra positiva

Resultados positivos no teste de Ames, utilizando-se S. typhimurium,

indicam que a substancia em teste induz mutagoes de ponto por substi
tuigao de bases ou deslocamento do quadro de leitura no genoma desse
microrganismo.

6.2.1.1 Um resultado é considerado positivo quando o numero de colo
nias revertentes induzidas e igual ou superior ao dobro do numero de
coldnias revertentes espontaneas do controle negativo. O fator 2 deve
ser usado apenas como guia, pois, quando uma cepa apresenta taxa de mu
tagéo esponténea muito baixa, como e o caso da TA1535, TA1537 e TA1538,
o numero de revertentes deve ser igual ou superior ao triplo (fator 3),

a fim de assegurar a significancia do ensaio. Alem disso, deve existir

uma relagao de dose-resposta entre as concentragoes testadas e o nﬁmg

ro de revertentes induzidas em pelo menos 3 das doses testadas, compro
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vada atraves do emprego de analises estatisticas adequadas.

6.2.2 Amostra negativa

Resultados negativos no teste de Ames, utilizando-se S. typhimurium,

indicam que, nas condigSes do ensaio, a substancia ou amostra na dose

testada nao apresenta atividade mutagénica para a cepa-teste.

6.2.2.1 Considera-se resultado negativo quando o numero de colonias
revertentes da amostra e do controle negativo padronizado for inferior
ao dobro da taxa da reversao das colonias revertentes esponténeasexﬁb

for observada uma relagao de dose resposta nas doses testadas.

6.2.3 O laudo tecnico sobre o ensaio deve incluir as seguintes infor

magoes:
a) caracterizagéo completa da amostra;
b) tipos de cepas empregadas;
c) sistema de ativagao metabolica utilizado;
d) concentracgao(oes) da(s) amostra(s) empregada(s);
e) resultados do ensaio;
f) interpretagéo dos resultados;
g) método empregado;

h) nome e assinatura do responsével pela analise.

7 RECOMENDAGOES

7.1 Para uma triagem rotineira da atividade mutagénica de uma amostra
recomenda-se o uso das cepas TA98 e TA100, as quais tem se mostrado
eficientes na detecgao de um grande numero de mutégenos ambientais; en
tretanto, dependendo da amostra, objetivo, condigoes do teste e volu
me da amostra disponivel para teste, tambem poderéo ser empregadas ou
tras cepas (ex.: TA102, TA104, TA97a, TA1535, TA1538, TA1537, TA98NR

e TA98 1,8 DNP6).

7.2 Cuidados especiais devem ser tomados com relagao a padronizagéo
da metodologia, verificagao das caracteristicas genéticas das ceﬁas em
pregadas, atividade da fracao S9, bem como o controle de qualidade dos
reagentes, meios de cultura e vidraria utilizada no ensaio, a fim de

assegurar a confiabilidade dos resultados.

/ANEXO A
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ANEXO A - PROCEDIMENTOS COMPLEMENTARES

A-1 Ensaios de controle

A-1.1 Teste de esterilidade

Apés terem sido preparados, e antes de serem usados, quaisquer solugoes
ou meios de cultura sao rotineiramente testados, quanto a presenga de
fungos e/ou bactérias. Este teste consiste na inoculagao de 1 mL de ca
da frasco da solucao em teste em 2 tubos de caldo de soja e triptona
(ver 5.3.12), os quais, apos semeadura, sao incubados a 35°C durante,
no minimo, 48 horas (deve-se efetuar leituras diarias ate completar 14
dias). Constitui evidencia da presenga de microrganismos qualquer tur
vagao do caldo de soja e triptona. Essa contaminagao pode ser decorren
te de falhas no processo de esterilizagao ou contaminagao apos a este
rilizagao.

A-1.2 Lavagem, preparo e esterilizagéo de materiais em laboratorio de
microbiologia (ver Norma CETESB M1.001)

A-1.3 Lavagem do material utilizado no teste de Ames

Todos os materiais utilizados no teste, tais como: frascos de coleta,
placas de Petri de vidro, tubos de ensaio, pipetas e ponteiras, devem
ser descontaminados em autoclave a 121°C por 30 minutos e, a seguir, la
vados com detergente neutro e enxaguados varias vezes. Apos enxagle, de
vem ficar submersos em solugao de acido sulfarico/acido nitrico50% (6:1)
por 8 horas. Enxaguar 8 a 10 vezes com égua corrente e uma vez canégxa
destilada. Secar o material de vidro em estufa a 170-180°C e as pontei
ras de polipropileno em estufa a 35°C. Nao utilizar solugao sul focromi
ca na lavagem de material para teste de Ames.

Nota: Utilizar, de preferencia, placas de Petri descartaveis.

A-1.4 Controle de gualidade dos meios de cultura (ver Norma CETESB
L5.216) ’

A-1.5 Controle da qualidade da agua destilada

A agua destilada a ser empregada no preparo de meios de cultura e solu
goes deve ser de alta qualidade, livre de substancias toxicas ou nutri
tivas que possam influenciar na sobrevivencia e crescimento dos micror
ganismos. E recomendavel a avaliagao periodica de sua qualidade, atra
vés de testes especificos (ver Norma CETESB L5.215 - "Prova de adequa

bilidade da égua destilada para fins microbiolégicos").

A-1.6 Controle de eficiencia da autoclave

Utilizar ampolas com suspensao de esporos de Bacillus stearothermophilus
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em meio de cultura, colocando-as no centro da caixa que contem os meios
de cultura a serem esterilizados. Essas ampolas, depois da autoclava
gao, sao incubadas em banho-maria a 55°C durante 24 a 48 horas. Se hou
ver mudanga da coloragao da suspensao contida nas ampolas, de roxa para
amarela, isto significa que a esterilizagao foi insuficiente, pois hou

ve desenvolvimento de bactéerias.

A-1.7 Controle de esterilidade de vidraria e materiais

E recomendavel a realizagéo de testes especificos para avaliar e compro
var a esterilidade de vidraria e materiais submetidos a esterilizagao
em estufa, a 170-180°C, ou em autoclave a 121°C. Para realizagao &x%es
testes ver Norma CETESB L5.010 - "Avaliagao de laboratoério de analises

bacteriologicas de agua'.

A-2 Local de trabalho

A-2.1 As camaras de segurancga biolégica devem estar 1localizadas em

areas de movimento reduzido, livres de poeira; nao deve haver movimen

tacao excessiva de ar devido ao uso de ventiladores, exaustores, etc.

A-2.2 Se a camara estiver instalada em local com ar condicionado, a en

trada de ar nao deve ser dirigida diretamente sobre a area de trabalho,

a nao ser que o condicionador tenha um filtro de ar especial.

A-2.3 A camara deve ter um duto de exaustao com filtros apropriados pa

ra filtrar o ar antes de ser liberado para o ambiente externo.

A-3 Precaugoes

Dentre as pessoas que trabalham no laboratério, aquelas que tem menor
tempo de treinamento e as que estao mais diretamenﬁe associadas a mano
bras com material contaminado sao as que apresentam maiores possibili
dades de ser contaminadas acidentalmente. A inalagao de aerosséis,eiag
piragéo de solugaes contaminadas atraves de pipetas e outros acidentes
devem ser prevenidos pelo uso de protetores faciais adequados, pipeta
dores e pela obediéncia as normas especificas relativas ao trabalho e
uso de equipamento (ver Norma CETESB L5.009 - "Seguranga e higiene do
trabalho em laboratorio de microbiologia).

A-3.1 Protetor facial e mascaras de protecdo contra gases e pos toxicos

De utilizagdo obrigatoria (juntamente com luvas adequadas) no preparo
de solugoes de acidos a serem empregados na lavagem de materiais, nopre

paro de solugoes de compostos mutagenicos e na manipulagao de solventes.

A-4 Cuidados na manipulagao de cepas de S. typhimurium

A-4.1 Salmonella typhimurium pode causar diarreia e intoxicagao alimen
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tar quando ingerida. Todas as cepas de S. typhimurium empregadas no tes

te de Ames sao derivadas da linhagem LT2, que nao apresenta alta viru
léncia. A baixa viruléncia apresentada por essas cepas e devida a pre
senga de mutagao rfa.

A-4.2 Como precaugao rotineira, deve-se autoclavar qualquer material
contaminado, antes da lavagem ou descarte dos mesmos. Nao se deve per
mitir manter nenhum tipo de alimento no interior dos refrigeradores, on

de as cepas sao armazenadas.

A-5 Disposigao de material contaminado por substancias mutagenicas

Todo material mutagénico e/ou cancerigeno deve ser acondicionado em va
silhames plasticos adequados, selados em sacos plasticos duplos e inci
nerados a temperatura elevada, o suficiente para que ocorra a destrul
gao do agente mutagénico. 0O mesmo procedimento deve ser efetuado para
luvas, ponteiras, filtros e placas de Petri descartaveis utilizadas co
mo controle positivo. Os materiais de vidro nao podem ser incinerados;
devem ser acondicionados adequadamente e dispostos em aterro para resi
duos perigosos. Os materiais, bem como as solugSes, podem tambem ser

descontaminados atraves de neutralizagao por agentes quimicos.

/ANEXO B
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ANEXO B
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FIGURA 2 - Esquema de procedimento
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