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INTRODUGAO

E grande hoje a preocupag8io com a enorme quantidade de compostos
quimicos que estdo sendo langados no meio ambiente através de
despejos industriais e domésticos e de atividades agricolas. Esses
compostos podem causar védrios efeitos adversos & saidde humana e aos
organismos em geral. Dentre eles estdoc os compostos genotéxicos que.,
devido ao seu papel na etiologia do <cé&ncer e das doencgas
hereditarias, tém sido alvo de atengfo especial. VArios testes
capazes de detectar esses compostos em amostras do ambiente tém sido
desenvolvidos e utilizados com sucesso, como, por exemplo, o teste de
Ames, que é o ensaio de curta durac8o mais empregado na atualidade,
principalmente pela sua simplicidade., peloc baixo custo, sensibilidade
e reprodutibilidade.

Esse teste fol desenvolvido pelo Dr. Bruce Ames, e colaboradores, na
Universidade de Berkeley, Califdérnia, em 1975, tendo sido
aperfeigoado por Maron & Ames em 1983. Na 18* edigdo do Standard
Mathods Ffor Examination of Water and Wastewate:, o nétodo esté
descrito como teste proposto na avaliagldo de compostos mutagénicos em
amostras ambientais (APHA, 1992).

O ensaio utiliza linhagens de S, typlhimuriun, especialmente
construidas, capazes de detectar produtos quimicos que causam
mutagles génicas por deslocamento do quadro de leitura (“frameshift")

ou por substituig80o dos pares de base do ADN. Para detecgéo de
gubstanciag promutagénicas, inclui-se no ensaio frag3o microssomal de
figado de rato, um sistema de ativagso enzimdtica, que permite a
avaliag8o dos metabdlitos da substéncia em teste.

O teste de Ames vem sendo muito utilizado na avaliag8o da
genotoxicidade de amostras ambientais (d4gua, ar, efluentes
industriais, lixiviados de remiduos sdélidos, extratos aquosos, etc.)
e recomendado por conceituadas entidades governamentais e O6rg&os de
pesquisas dos Estados Unidos, Canadd e de védrios paises da Europa. O
teste j4 é obrigatério na obteng8oc de licenga de funcionamento de
indistrias no estado de New Jersey (EUA) e considerado, portanto,
parte essencial dos testes toxicoldgicos na triagem e localizag8io de
fontes potencials de agentes téxicos.

Usualmente, para permitir a detec¢fo adequada de baixas concentragfes
de mutdgenos presentes nas amostras, empregam-se métodos de extragéo
de compostos organicos., tais como: extrag8io liquido-liquido. ou com
resinas adsorventes. Os extratos se adequam ao método mais comum do
teste de Ames., incorporag3o em placas, que permite testar um volume
méximo de 0,2 mL/placa (Maron & Ames, 1983: CETESB. 1993).



2 CETESB/L5.621

No entanto. algumas vezes. amostras de efluentes industriais com
atividade mutagénica podem apresentar. no método de incorporag3o em
placas do teste de Ames. resposta negativa ou diminuida apés extracao
org&nica (Coelho et alii. 1992). Para contornar esse problema. uma
modificagdo do teste de Ames original foi sugerida. onde se testa
diretamente a amostra que passa apenas por um processo de filtragado
em membrana e modifica-se as concentragdes de 4gar no &gar de
superficie. O método direto. como foi denominado. aumenta a
sensibilidade do ensaio. pois permite & concentragdo Js~z sife da
amostra em cerca de 10 a 20 vezes., podendo-se testar 2 mL da amostra
como volume maximo (Coriell Institute for Medical Research, 1986).
Esse método tem sido bastante aplicado em amostras ambientais
liquidas. principalmente efluentes industriais e lixiviados. Possui
também a vantagem de poder ser aplicado nas amostras que apresentam
alta viscosidade. sendo. nestes casos recomendado o uso da técnica de
pré-incubagdo (Maron & Ames. 1983: Vargas et alii. 1988).

Cabe ressaltar. porém., que alguns mutdgenos que estejam adsorvidos ao
material particulado da amostra podem ficar retidos na membrana
durante o processo de filtracdo. Recomenda-se., portanto. quando se
obtém resultados negativos no método direto. concentrar a amostra
através de algum dom processos de extragdo orgénica adequados e
testd-la frente ac método de incorporag3o em placas.

1 OBJETIVOS

1.1 Esta Norma prescreve o teste de mutagdc génica reversa em
Salmonella typhimuriun — Teste de Ames - Método Direto, empregado na
detecgdo de substéncias mutagénicas em efluentes industriais e
lixiviados.

1.2 O Teste de Ames Modificado - Método Direto. tem por
finalidades:
a) avaliar o potencial mutagénico de efluentes liquidos indusg
triais., bem como a eficiéncia de processos de tratamento;
b) avaliar poluentes mutagénicos em lixiviados aquosos de
residuogs sdélidos perigosos.
c) avaliar o potencial mutagénico de 4guas residuais ou
altamente contaminadas.

2 NORMAS COMPLEMENTARES
Na aplicacdo desta Norma ¢ necessério consultar:

Norma CETESBE L5.215 Prova de adequabilidade bioldgica de &gua
destilada para fins microbioldégicos ~ Método
de ensaio.

Norma CETESB L5.010 Avaliagdo de _.laboratérios de andlises
microbiolégicas de a&gua - Procedimento

Norma CETESB M1.001 Lavagem. preparo e esterilizacgdo + de
materiais em laboratérios de microbiologia -
Procedimento

Norma CETESP L5.216 Controle de gualidade de meios de cultura -
Método de ensaio

Norma CETESB L5.008 Seguranga e higiene do trabalho em
laboratérios de microbiologia ambiental -
Procedimento

Norma CETESB L5.620 Mutacdo génica reversa em S {yphrimuriun -
Teste de Ames - Método de ensaio

NBR 9898 - Preservag@o e técnicas de amostragem de efluentes

liquidos e corpos receptores - ABNT
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3 DEFINIGOES
Para os efeitos desta Norma s3o adotadas as defini¢les de 3.1 a 3.14.

3.1 ADN
Acido desoxirribonucleico.

3.2 Auxotréfico
Organismo mutante que apresenta exigéncias nutritivas além daquelas
apresentadas pelo organismo selvagem.

3.3 Operon
Conjunto de genes que comandam a biossintese de uma proteina.

3.4 Mutacao

Mecanismo biolégico universal que promove modificagdes genéticas nos
organismosg. Em nivel molecular. é a alteragdo da molécula da ADN,
resultando na formagio de proteinas alteradas ou ausentes no
organismo que sofreu a mutagdo.

3.5 Mutacg#io por deslocamento do quadro de leitura ("frxameshift")
Mutagd3o causada pela adigdo ou delegdo de nucleotidios na molécula de
ADN.

3.6 Mutacg8o rfa

Mutagsio que causa modificagdes na camada lipopolissacaridica da
membrana celular bacteriana. propiciando uma maior permeabilidade da
célula a moléculas grandes.

3.7 MNutagho por susbtituiclio de pares de bases ("base pair substitution™)
Mutag3o causada pela troca ou gubstituigdo de nucleotidios na
molécula de ADN.

3.8 Mutacdo uvrbB

Mutagdo causada por delegdo de um dos genes responsdveis pelo reparo
de excisdo., a qual impede a bactéria de reparar alguns tipos de danos
causados ao ADN. tornando-a mais sensivel a agentes mutagénicos. Por
razdes técnicas. a delecdo de gene uvrB se estendeu até o gene da
biotina e. congeqientementes, as cepas se tornaram auxotréficas para

biotina (bio™).

3.9 Mutégeno ou agente mutagénico
Agentes dquimicos ou fisicos que interagem com O ADN, causando
mutagdes.

3.10 Plasmidio pAQ1l
Plasmidio que contém um gene para resisténcia a tetraciclina e conteém
a mutacd@o higG428. ' ‘

3.11 Plasmidio pKMio1l ' .
Plasmidio que contém um gene para resisténcia a ampicilina. Sua
presenga confere & bactéria maior sensibilidade a mutdgenos.

3.12 Prototréfico
Organismo do tipo selvagem.

3.13 p.a.
Para andlise.

3.14 qg.s.pP.
Quantidade suficiente para.
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4 APARELHAGEM
4.1 Equipamentos
4.1.1 Agitador do tipo vortex.

4.1.2 Autoclave

Deve ter um tamanho suficiente para permitir a circulagdo do vapor ao
redor do material a ser esterilizado e equipada com valvula de
seguranga, com mandémetro e termdometro cujo bulbo fique na direcgdo de
escape do vapor condensado (drenc). A autoclave e normalmente operada
& pressdo de vapor de 103 426 Pa (15 psi). produzindo em seu interior
a temperatura de 121.6°C ao nivel do mar. Deve-se observar, em seu
funcionamento., a susbtituig¢dio por vapor de todo ar existente na
cAmara. A operagdoc total de uma autoclave deve durar no mAximo uma
hora. sendo recomendado o acompanhamento dog ciclos de operag@oc e os
registros de tempo-temperatura. E recomendavel que a autoclave atinja
a temperatura de esterilizagdo de 121°C em 30 minutos e mantenha essa
temperatura durante o periodo de esterilizacgdo.

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

4.1.4 Balanga semi-analitica
Deve ter sensibilidade minima de 0.1 g ao pesar 150 g.

4.1.5 Banho-maria

Equipado com termostato para manutengdo da temperatura a 65°C, com
capacidade suficiente para comportar recipientes que contenham meios
de cultura. cuja temperatura deve ser estabilizada antes de sua
distribuigdo em placas de Petri.

4.1.6 Banho seco

Equipado com termostato para manutencdo da temperatura a 45°C e
suportes com capacidade suficiente para conter os tubos de ensaio a
serem utilizados durante o teste. Para verificar a temperatura. deve
ser wutilizado um termémetro com escala adequada e registros
periddicos devem ser efetuados.

4.1.7 Capela de seguranga biolégica (cé&mara de fluxo laminar
vertical)

Equipamento que possibilita a retengdo de particulas de ar por um
filtro adequado. sendo o ar filtrado dirigido em forma de £fluxo
direto sobre a é&rea de trabalho. O equipamento deve ser de seguranga
bioldégica Classe II - tipo B. com exaust3io externa gue proporcions
grande seguranga nas manobras que devem ser realizadas em condig¢gdes
de esterilidade e na manipulagio de pequenas quantidades de produtos
volateis perigosos. .

4.1.8 Congeladores : ‘

Com regulagem para manter a temperatura no intervalo de -20°C a
-70°C. Destina-se ao armazenamento de solugdes e culturas de
bactérias. Sua limpeza e desinfecg3oc devem ser feitas periodicamente.

4.1.9 Contador de colbénias
Automdtico. do tipo Biotran. ou manual., do tipo Quebec.

4.1.10 Destilador de &gua
Deve produzir &gua ndc tdéxica. livre de substaAncias que tenham efeito
téxico ou mutagénico.
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4.1.11 Estufa para esterilizac¢3o e secagem

A estufa deve acondicionar pipetas. placas de Petri. frascos para
coleta. tubos @ toda vidraria e aparelhagem dque possam ser
esterilizadas por calor seco. e ter capacidade suficiente para
permitir a circulag3ic do ar quente ac redor do material a ser
esterilizado. Deve ser equipada com um termébmetro e um termostato e
operar normalmente a uma temperatura de 170-180°C. O tempo de
esterilizagdo para a maior parte da vidraria é de duas horas. a uma
temperatura de 170-180°C,

4.1.12 Incubadora bacteriolégica

Deve ser equipada com termostato e projetada de tal forma que a
temperatura, em todas as partes utilizadas. seja de 37°C. Sua
capacidade deve ser suficiente para permitir a circulagdo do ar ao
redor de todas as culturas. quando o material de trabalho estiver
gendo incubado. Para verificar a temperatura de uma incubadora
grande., deve ser colocado um ou mais termémetros, com O bulbo
submerso em 4&gua., em glicerina ou em O6leo mineral. em lugares
reprasentativos da cAmara. e feitos registros peridédicos da
temperatura. A incubadora deve manter 75 a 86% de umidade relativa e
ser colocada em local onde a temperatura permaneg¢ga no intervalo de 16
a 27°C.

4,.1.13 Mesa agitadora alternativa ("shaker")

Equipamento portédtil de dimensd@o adequada para ser acondicionade 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 reguldvel até 100°C.

4.1.15 Potencidmetro

Deve ter escala bem legivel e medir com precis3o de 0,1 unidade de
pH. A calibragdo do potencidmetro deve ser feita pelo menos duas
vezas ac dia. com tampdes de pH 4.00. pH 6.86 © pH 9.18.

4.1.16 Refrigerador

Certificado para manter a temperatura no intervalo de 2 a 8°C. Sua
capacidade deve ser suficiente para conter os meios de cultura. as
solugdes e amostras a serem mantidas sob refrigeragdo. Sua limpeza e
desinfecgdo devem ser feitas periodicamente.

4.2 Vidraria

4.2.1 Erlenmeyers
De borossilicato ("pirex") ou de vidro neutro, com tampa de rosca.
ndo téxica. e capacidade de 125 ml. e 250 mL.

4.2.2 Frascos de coleta
De borossilicato ("pirex") ou de vidro neutro. com capacidade de
cinco litros.

4.2.3 Frascos para © preparo de meio de cultura
De borossilicato ("pirex'") ou de vidro neutro. com capacidade de um a
cinco litros. limpos e isentos de qualgquer substé&ncia téxica.

4.2.4 Frascos para solugbes

De borossilicato ("pirex") ou de vidro neutro. com tampa de rosca,.
ndc téxica. com capacidade de 50 e 100 mL. e frascos A&mbar com
capacidade de 30-50 mL.
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4.2.5 Pilipetas

Pipetas do tipo Mohr, de 1 mL. 5 mL e 10 mL. com graduac¢d3o de 1-10 e
oerro de calibragdo inferior a 2.5% e com bocal para tamp3o de
algoddo. 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 ("pirex") ou de vidro neutro de boa qualidade. com
fundo perfeitamente plano. sem ranhuras ou bolhas de ar. medindo 100
mm de di&metro e 15 mm de altura. devem ser embrulhadas em papel
Kraft e esterilizadas por calor seco a 170-180°C por duas horas.

4.2.7 Tubos de ensaio

De borossilicato ("pirex") ou de vidro neutro. de medidas aproximadas
de 18 x 180 mm © 15 X 150 mm. com tampas de ago inoxidével, e tubos
de medidas de 20 x 120 mm. com tampas de rosca de material nd3o
téxico. Devem ser esterilizados por calor seco a 170-180°C durante
duas horas. excluindo-se as tampas de rosca que s3o embrulhadas
individualmente em papel de aluminio e esterilizadas em autoclave =&
121°C por 15 minutos.

4.3 Outros materiais

4.3.1 Alcas de inoculagdo

De platina, com um comprimento de 7 a 8 cm e didmetro de 0.5 mm,
apresentando na extremidade uma parte encurvada formando um aro com
diametro minimo de 3 mm. com cabo de metal (cabo de Kolle).

4.3.2 Ampolas descartéveis

De polipropilenc. autoclavaveis. com tampas apropriadas para
congelamentos a -70°C ou -196°C (nitrogénio liquido) para volumes
maximos de 2 mL.

4.3.3 Bico de Bunsean
Com funcionamento adequado para permitir uma combust3o completa.

4.3.4 Estantes
De arame galvanizado para suportarem tubos de ensaio.

4.3.5 Filtros para esterilizagao

Do tipo Swinnex. de polipropileno. com didmetro de 13 mm ou do tipo
Sterifil-D (Millipore). com di&metro de 47 mm.

4.3.6 Fita crepe

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

4.3.8 Luvas ciridrgicas.

4.3.9 Méscaras de protecgdo respiratéria contra gases

Equipada com filtro apropriado contra gases. Adcidos e outros
compostos volateis. com protegd@o facial de acrilico.

4.3.10 Méascaras de protegd@o respiratéria contra pés téxicos
Equipada com filtro apropriado contra pdés toxicos.

4.3.11 Membranas filtrantes eastéreis
Do acetato de celulose, com porosidade de 0.45 pm e 0,22 pm.
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4,3.12 Micropipetadores

Pipetadores digitais com capacidade para medir volumes de 10 a 100
UL, 100 a 1000 uL, com ponteiras de polipropileno apropriadas e
autoclavadveis. 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 termopldstica flexivel e semitransparente. utilizada para
vedagdo.

4.3.16 Pera de sucgdo.

4.3.17 Pingas
De ago inoxidével. com extremidades arredondadas.

4.3.18 Placas de Petri descartéveis

Devem ser de boa qualidade. medindo 90 mm de didmetro e 12 mm de
altura. E essencial que a esterilizagdo seja realizada pelo processo
de raio gama cobalto (Co). Nido devem ser utilizadas placas
esterilizadas por processos quimicos.

4.3.19 Porta-pipetas de ago inoxidével

4.3.20 Protetor facial
Protetor facial com cupula e coroa de polietileno articulada.
regulagem com catraca., viseira em acrilico. anatbmico e incolor.

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

4.3.23 Tela de amianto
De 22 x 22 cm.

4.3.24 Tripe

4.3.25 Vagilhames de nitragénio liquido

Com capacidade de conservagdo de 50 litros de nitrogénio liquido &
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 algoddo hidréfilo. embrulhadas em papel de aluminio e
papel Kraft e esterilizadas por calor seco a 170-180°C durante duas
horas.

5§ EXECUGAO DO ENSAIO

%.1 Principio do método

Diferentes linhagens de 5. ¢&yphimuriur auxotréficas para a histidina
s8o expostas & amostra com e sem ativagdoc metabdlica e plaqueadas em
Agar minimo. Apés 66 horas de incubagéo a 37°C. as colénias
revertentes s30 contadas. Um aumento significativo do numero de
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revertentes nas placas-teste em relagi3o as placas-controls indicam

presenga de atividade mutagénica na amostra testada. Dada a
composigdio do meio de cultura. sé formardo colénias as células
prototréficas para histidina (his*). provenientes de mutagles

espontdneas ou originadas de mutagdes provocadas pela amostra,

5.2 Reagentes

5.2.1 Para a preparagdo dos meios de cultura e das solugles
utilizados neste ensaio. 3o necossairios os reagentes de 5.2.1.1 a
5.2.1.32.

5.2.1.1 2 aminoantraceno (2AA).

5.2.1.2 Acido citrico (CgHgO;.Hy0O) p.a.

§.2.1.3 Acido cloridrico (HCl) p.a.

5.2.1.4 Acido nitrico (HNOj3) p.a.

5.2.1.5 Acido sulfirico (HySO4) p.a.

5.2.1.6 Ampicilina.

5.2.1.7 Azida sdédica (NaNj3).

5.2.1.8 Bacto &gar (Difco).

§.2.1.9 PB-nicotinamida adenina dinucleotideo fosfatoc (NADP).
$.2.1.10 D-Biotina.

§.2.1.11 Cloreto de magnésio (MgCl,.6H;O) p.a.

5.2.1.12 Cloreto de potdssio (KCl) p.a.

5.2.1.13 Cloreto de sdédio (NaCl) p.a.

5.2.1.14 Cristal violeta.

5.2.1.15 Dimetilsulfdéxido (DMSO).

5.2.1.16 Fosfato de potdssio dibdsico (K HPO4) p.a.

5.2.1.17 Fosfato de potdssio monobdsico (KHPO4) p.a.
5.2.1.18 Fosfato de sédio e aménia (NaNHHPO,.4H,0) p.a.
5.2.1.19 Fosfato de sédio dibasico (NaHPO) p.a. |
5.2.1.20 Fosfato de sédio monobasico (NaHPO4) p.a.

$.2.1.21 Fragdo S9 - homogenado de figado de rato. induzido com
Aroclor 1254, liofolizado. proveniente da Moltox -~ Molecular
Toxicology Inc. 111 Gibraltar St.. Annapolis, MD, 21401, USA.
$5.2.1.22 Glicose.

5.2.1.23 D-Glicose 6-fosfato.
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5.2.1.24 Hidroxido de sddio (NaOH) p.a.

§.2.1.25 L- histidina HCl.

5.2.1.26 Mitomicina C.

5§.2.1.27 Nutrient Broth n® 2 (OXOID).

$.2.1.28 4-nitroquinoclina-i-éxido (4NQO) (Sigma).

5.2.1.29 Peptona de soja.

%$.2.1.30 Sulfato de magnésio (MgSQ,.7H;0) p.a.

§.2.1.31 Tetraciclina,

5.2.1.32 Triptona.

§.2.2 Os reagentes devem ser de grau p.a. ou bacteriolégicos e de
procedéncia idénea. apresentar odor., cor e consisténcia inalterados.
ser livre de elementos bactericidas ou bacteriostdticos
inespecificos. bem como de carboidratos inespecificos.

5.3 Meios de cultura

5.3.1 Agar minimo

Formula:
AQAT GliCOSO. . . vt i ittt 900.0 mL
Meio de Vogel-Bonner "E" (10X)............. .o 100.0 mL
Solucdo de histidinarbiotina........... e e e 10,0 mL
Preparo:

Este meio deve ser preparado como segue:

a) preparar o meio &gar glicose com os seguintes componentes:

BaAcCtO AQaIT . . 0 vt e e s e e 15,0 g
Glicose..... e e e e e e e e e v .. 20,0
Agua destilada ...... e e e e e 900.0 mL

Para o preparc deste meio. pesar os componentes e acrescentar 900
ml. de &gua destilada fria. Aquecer., agitando ifregqiientemente até a
completa dissolugdo das substdncias. tomando cuidado para que ndo
seja atingida a temperatura de ebuligdo. 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 compgo

nentes.

Sulfato de magnésio (MgSO4.7H20) p.a. ... i ... 2,0 g
Acido citrico (CgHgO; . HoO) . it e s 20,0 g
Fosfato de potdssio dibdsico (K;HPO4) .................. 100,0 g
Fomfato de e&édioc e amébnioc (NaNH4HPO4.4HO) ............. 36.0 g
Agua destilada ........ e e .... 1000.0 mL

Para o preparo deste meio. pesar as substénciae acima naes quantidades
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especificadas e dissolver em 1000 mL de 4&gua destilada fria.
Esterilizar em autoclave a 121°C por 15 minutos e deixar estabilizar
em banho-maria a 55°C,

c) juntar assepticamente os meios &gar glicose. Vogel-Bonner "E"
(10X) e solugdo de histidinarbiotina (item 5.4.1) nas quantidades
especificadas acima e distribuir volumes de 24 mlL em placas de
Petri esterilizadas. com auxilioc de uma seringa automatica. As
placas gque contém &gar minimo podem ser armazenadas sob refrige
rag3o (2 a 8°C) durante um periodo méximo de sete dias.

5.3.2 Agar minimo com biotina

Férmula:
Agar glicCoSe ... ...t e 900.0 mL
Meio Vogel-Bonner "E" (10X) ............. ... ... 100.0 mL
Solugd@o de biotina 0.5 mM . ........... i €.0 mL
Preparo:

Preparar o meio Agar minimo de acordo com 5.3.1 a) e b) e. antes da
distribuigdo em placas. adicionar assepticamente 6 mL de solugdo de
piotina 0.5 mM (item 5.4.2). Distribuir volumes de 24 mL em placas de
Petri esterilizadas com o auxilio de seringa automdtica. As placas
que contém &gar minimo com biotina podem ser armazenadas sob
refrigeragdo (2 a 8°C) durante um periodo méximo de sete dias.

5.3.3 Agar minimo com histidinarsbiotina

Férmula:
Agar glicose ............... e e .. 900,00 mL
Meio de Vogel-Bonner "E"(10X) ........... e chvee. 100,0 mL
Solugdo de biotina 0.5 mM .. ...... ... ... .. 6.0 mL
Solugd@o de histidina 0.8% ................. e e 10,0 mL
Preparo:

Praparar o maeio &Agar minimoc de acordo com 5.3.1 a) @ b) @. antes da
distribuigdio em placas. adicionar assepticamente 6 mL de solugdo de
biotina 0.5 mM (item 5.4.2) e 10 mL de solugd3o de histidina 0,5%
(item 5.4.3). Distribuir volumes de 24 mL em placas de Petri
previamente esterilizadas. com o auxilio de seringa automdtica. As
placas que contém &gar minimo com biotina e histidina podem ser
armazenadas sob refrigerac3o (2 a 8°C) durante um periodo maximo de
sete dias.

5.3.4 Agar minimo com histidinasbiotina e ampicilina

Férmula:
Agar gliCOS@ .. ...ttt e 900.0 mL
Meioc de Vogel-Bonner "E" (10X) ........ ... .00y 160.0 mL
Solugd3oc de biotina 0.5 mM ............. e e e e 6.0 mL
Solug¢do de histidina 0.5% ............. e, 10,0 mL
Solucdo de ampicilina 8 mgs/mL .............. ... ... 3.15 mL
Preparo:

Preparar o meio &gar minimo de acordo com 5.3.1 a) e b) e. antes da
distribuigiioc em placas. adicionar assepticamente 6 mL de solugdo de
biotina 0.5 mM (item 5.4.2). 10 mL de solugdo de histidina 0.5% (item
5.4.3) e 3.15 mL de solug3o de ampicilina 8 mgsrmL (item 5.4.4).
Distribuir volumes de 24 mL em placas de Petri esterilizadas. com
auxilio de seringa automAtica. As placas que contém &gar minimo com
biotina, higtidina e ampicilina. podem ser armazenadas sob
refrigeragdo (2 a 8°C) durante um periodo méximo de sete dias.
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5.3.5 Agar minimo com histidina/biotina e ampicilina/tetraciclina

Férmula:
Agar QlicCOSe . ...... ... .. 900,0 mL
Meio de Vogel-Bonner "E" (10X) ...........c.c0eeen 100.0 mL
Solucg8o de biotina 0.5 MM .. .. ... ... 6,0 mL
Solugdo de histidina 0.5% ............... .. ..., 10,0 mL
Solugd3o de ampicilina 8 mgs/mL ... ........... 3.15 mL
Soluc8o de tetraciclina 8 mg/mL ............ ... 0.25 mL

Preparo:

Preparar o meio agar minimo glicosado de acordo com 5.3.1 a) e b) e,
antes da distribuicdo em placas. adicionar assepticamente 6 mL de
golug3o de biotina 0,5 mM (item 5.4.2)., 10 mL de golugdo de histidina
0.5% (item 5.4.3)., 3,15 mL de solug3o de ampicilina 8 mg/mL (item
5.4.4) e 0,25 mL de solugdo de tetraciclina 8 mg-/mL (item 5.4.53).
Distribuir volumes de 24 mL em placas de Petri esterilizadas. com
auxilio de seringa automatica. As placas que contém &gar minimo com
biotina, histidina, ampicilina e tetraciclina podem ser armazenadas
sob refrigeracgdo (2 a 8°C) durante um periocdo méaximo de sete dias.

§.3.6 Caldo nutriente

Formula:
Nutrient Broth n® 2 (OXOID) . ... ... i 25.0 g
Agua destilada ............. ... . ... iaooe 1600,0 mL
Preparo:
Pesar © componente e acrescentar 1000 mL de 4&gua destilada fria.
Deixar em repouso durante aproximadamente 15 minutos. Aquecer

agitando freqlientemente até a completa dissolugdo do meio de cultura,
tomando cuidado para que n#o seja atingida a temperatura de ebuligdo.
Distribuir aliquotas de 30 mL em Erlenmeyers 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 autoclavagem, os tubos que contém o

meio preparado podem ser armazenados sob refrigeragdo (2 a 8°C)
durante um periodo méximo de 14 diase.

5.3.7 Caldo nutriente com ampicilina

Férmula:
Nutrient Broth n? 2 (OXOID) . .... ... . ey 25,0 g
Solug8io de ampicilina 8 mg/mL . ............ ... 00 3,15 mL
Agua destilada ........... . ... ... 1000.0 mL
Preparo:

Preparar o caldo nutriente de acordo com-5.3.6 e, apés autoclavagem,
estabilizar o meio & temperatura de 55°C em banho-maria e adicionar
assepticamente 3,15 mL de solugsio de ampicilina com 8 mg/mL (item
£.4.4). Distribuir aliquotas 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 inoxidével.
previamente esterilizados. O caldo nutriente com ampicilina podera
ser armazenado sob refrigeragso (2 a 8°C) durante um periodo méximo
de 14 dias.

5.3.8 Agar nutriente
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Férmula:
Nutrient Broth n® 2 (OXOID) ......... e tiesvee.. 25,0 ¢
AGAT . . e 15.0 g
Agua destilada ....... e e e e 1000.0 mL
pH final apés esterilizagdo: 7.0

Preparo:

Pesar os componentes e acrescentar 1000 mL de &gua destilada fria.

deixar em repouso durante aproximadamente 15 minutos. Aquecer

agitando freqiientemente até a completa dissolucdo dos ingredientes.
tomando cuidado para que n3o seja atingida a temperatura de ebuligado.
Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos. Apdés a
esterilizagdo, manter o meio preparado em banho-maria a 55°C., para
estabilizagdo da temperatura. Com todos os cuidados de assepsia,
distribuir volumes de aproximadamente 24 mL em placas de Petri
esterilizadas. As placas de Petri que contém &gar nutriente podem ser
armazenadas sob refrigeragso (2 a 8°C) durante um periodo maximo de
sete dias.

5.3.9 Agar nutriente com ampicilina

Férmula:
Nutrient Broth n® 2 (OXOID) ..... ... ... 25.0 g
AGAT o 0 i ot e 16.0 g
Solugdo de ampicilina 8 mg /mL ... ... v i 3.15 mL
Agua destilada .......... .0 e 1000.0 mL
Preparo:

Preparar o &gar nutriente de acordo com 5.3.8% e, ap6s a estabilizagdo
da temperatura em banho-maria a 55°C,. adicionar assepticamente 3.15
ml. de solugio de ampicilina 8 mg/mL (item 5.4.4). Com todos os
cuidados de assepsia. distribuir volumes de 24 mL em placas de Petri
esterilizadas. As placas de Petri gque contém o &gar nutriente com

ampicilina podem ser armazenadas sob refrigeracgdoc (2 a 8°C) durante
um periodo méximo de sete dias.

5.3.10 Agar nutriente com ampicilinarstetraciclina

Férmula:
Nutrient Broth n® 2 (OXOID) ... i v v v 25.0 g
AQAT . . v e e e 15.0 g
Solugdo de ampicilina 8 mg/mL .........c.co0viin .. 3,15 mL
Solug3o de tetraciclina 8 mgsmL ........... ... . 0.25 mL
Agua destilada ..... Cee e e 1000.0 mL
Preparo:

Preparar o 4gar nutriente com ampicilina de acordo com 5.3.9.
Adicionar assepticamente 3.15 mL de solugdo de ampicilina 8 mg-/mL
(item 5.4.4). e 0.25 mL de solugd@o 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 placas de
Petri que contém o &gar nutriente com ampicilina e tetraciclina podem
ser armazenadas sob refrigeragZo (2 a 8°C) durante um periodo maximo
de sete dias.

5.3.11 Agar de superficie ("“Top &gar")

Férmula:



CETESB/L5.621 13

CONCENTRAGAC DO AGAR DE SUPERFICIE
1.0x 1.5x 2,0x 2,5x 3.0x
Bacto &Agar 6, 0g 7.29 9, 0g i2,0g 18, 0g
Cloreto de sédio (NaCl) 5.0g 6.0g 7.59 10,0g 15.0g
Agua destilada 1000 mL

pH final: 7.0

Preparo:

Pesar os componentes e acrescentar 1000 mL de &Agua destilada fria.
Aquecer agitando até a completa dissolugdo do meio, tomando cuidado
para que ndo seja atingida a temperatura de ebuligd3o. Distribuir
volumes de 150 mL em Erlenmeyers de 250 mL. Esterilizar em autoclave
a 121°C por 15 minutos. Os frascos que contém o "top égar" podem ser
armazenados sob refrigeracgdo (2 a 8°C) durante um periodo maximo de
14 dias.

5.3.12 Caldo de soja ® triptona

Férmula: '
Triptona ............ A 17.0 g
Peptona de So0ja ... ... ...t iiiiiiiiiii i e 3.0 g
GLiCOSB . . i e e e e e e G e 2.5 g
Cloreto de sédio .................. e e e 5.0 g
Fosfato de potéeeio dibdsico .......... . vy 2.5 g
Agua destilada ..... ... .. ... i i i ie... 1000.0 mL

pH final: 7.3 z 0.1

Preparo:

Pesar os componentes e acrescentar 1000 mL de Agua destilada fria.
deixando em repouso For aproximadamente 15 minutos. Aquecer agitando
até a completa dissolucdo do meio. tomando cuidado para que nac seja
atingida a temperatura de ebuligdo. Se necessidrio. ajustar o pH para
7.3 2 0.1 com solugdo de hidréxido de sdédio 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 contém caldo de soja e
triptona podem ser armazenados sob refrigeragd@o (2 a 8°C) durante um
periodo méximo de 30 dias. .

5.4 Solugdes

5.4.1 Solugdo de histidinarbiotina

Férmula:
L-histidina HCl ... ... . i i i i i e 0.117 g
D-bioting ... e e s e e e e 0.138 g

Agua desStLlada . . ... ... e e 1000.0 mL
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Preparo:
Pesar os componentes e dissolver em 1000 mL de &gua destilada quente
(temperatura de ebuligdo). Distribuir volumes de 100 mL em frascos

escuros. Esterilizar em autoclave a 121°C por 15 minutos. Og frascos
gque contém a solugidoc de histidinarsbiotina podem ser armazenados sob
refrigeracdo (2 a 8°C) durante um periodo maximo de 30 dias.

5.4.2 Solugdo de biotina 0.5 mM

Férmula:
D-biotina . ... ... e 0.012 g
Agua destilada .......... .. ... ..., e Ce e 100.0 mL
Preparo:
Digsolver a D-biotina em 100 mL de Adgua destilada quente (temperatura
de ebuligdo). Distribuir wvolumes de 50 mlL em frascos escuros.

Esterilizar em autoclave a 121°C por 15 minutos. Os (frascos que
contém a solugdo de biotina 0.5 mM podem ser armazenados sob
refrigeragdo (2 a 8°C) durante um periodo maximo de 30 dias.

5.4.3 Solucgd3o de histidina 0.5%

Férmula:
L-himtidina HCl . ... . i i e e s 0.5 g
Agua destilada ...... e e e e 100,0 mL
Preparo:

Dissolver a L-histidina HCl em 100 mL de &gua destilada quente
(temperatura de ebuligdo). Distribuir volumes de 50 mlL em frascos
egscuros. Esterilizar em autoclave a 121°C por 15 minutos. Os frascos
que contém a solugdo de histidina 0.5% podem ser armazenados sob
refrigeragdo (2 a 8°C) durante um periodo méximo de 30 dias.

5.4.4 Solucdo de ampicilina 8 mg/mL

Férmula:
AmMpicilina ... e e e 0.08 g
Hidroxido de sdédio 0.02 N g.s.p. ..... e e 10.0 mL
Preparo:

A solucg3o de ampicilina deve ser preparada como segue:
a) preparar a solugdo de hidréxido de sdédio com a seguinte composi

Gao:
Hidroxido de sédio (NaOH) ....... .. v e e e ... 0,08
Agua destilada ............. e e e e

Para o preparo desta solug8o. dissolver o hidrdéxido de gédio em
100 mL de Agua destilada esterilizada fria.

b) preparar a solugdoc final dissolvendo a ampicilina em 10 mL da
solug8o de hidréxido de sédio 0.02 N. Esterilizar por membrana
filtrante (0.22 um). em tubo com tampa roscada, previamente
esterilizado. e envolvé-lo em papel aluminio. Os tubos que
contém solugdo de ampicilina podem ser armazenados sob refrigera
g3o (2 a 8°C) durante um perfodo ma&ximo de 30 dias.

5.4.5 Solugso de tetraciclina 8 mg/mL
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Férmula:
Tetraciclina .. .. ... i i e e e e 0.08 g
Acido cloridrico 0.02 N Q. S.P. .ottt 10.0 mi
Preparo:

A solucdo de tetraciclina deve ser preparada como segue:

a) preparar a solug8o de &cido cloridrico com a seguinte composigdo:
Acido cloridrico (HC1l) 12,1 N ...t innnnanonan f.... 0,14 mL
Agua destilada g.8.D. .. i e e 100,0 mL

Para o preparo desta solug#o. juntar 0,14 mL de &cido cloridrico
12.1 N a 100 mL de Agua destilada esterilizada fria.

b) preparar a solugdo final dissolvendo a tetraciclina em 10 ml de
4dcido cloridrico 0.02 N. Esterilizar por membrana filtrante
(0,22 pm). em tubo com tampa roscada previamente esterilizado e
envolvé~lo em papel aluminio. Os tubos que contém a solugdo
de tetraciclina podem ser armazenados sob refrigeragdo (2 a 8°C)
durante um periodo maximo de 30 dias.

5.4.6 Hidréxido de sédio 1 N

Férmula:
Hidréxido de séddio {(NaOH) ... .0 i it v v i i vt c oo . 4.0 g
Agua destilada Q.S.P. . ...ttt 100.0 mL
Preparo:

Dissolver o hidréxido de sédio em 100 mL de &gua destilada f{ria.
Armazenar em frascos com tampa roscada & temperatura ambiente.

5.4.7 Solugd3o de tampd3o fosfato 0.2M

Férmula:
Solugdo-—estogue A .. ... ... e 81.0 mL
Solug@o-estoque B . .............. e e e e 19,0 mL

pH final: 7.4
Para o preparo desta solugdo. proceder como segue:
a) Soluc@o-estoque A:

Fosfato de sédio dibdsico (NaHPO4) . ... .. oo 2.84 g
Agua destilada g@.s.p. ... . e e e 100,0 mL

Dissolver o fosfato de sdédio dibdsico em 100 mL de &dgua destilada
fria.

b} Solucgdo-estoque B:

Fosfato de sddio monobdsico (NaHPO4) ... v coo. 2,76 g
Agua destilada g.8.P. . ... 100.0 mL

Dissolver o fosfato de sédio monobasico em 100 mL de Agua destila
da fria.

c¢) juntar a solugdo-estoque A & solugdo-estoque B e verificar o pH.
Ajusté-lo para 7.4 (com a solugdo-estoque A para elevar o pH ou
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com solug8o-estoque B para baixa-lo). Distribuir volumes de 100 mL
em frascos apropriados. Esterilizar em autoclave a 121°C por 15
minutos. Os frascos que contém tampdo fosfato podem ser armazena
dos sob refrigeragd@o (2 a 8°C) durante um periodo médximo de 60
dias.

5.4.8 Solugdo de cloreto de magnésio 0.4M

Férmula:
Cloreto de magnésio (MgCl,.6HO) . ... .. .oy 8.13 g
Agua destilada Q.8.P. ...ttt 100.0 mL
Preparo:

Dissolver o cloreto de magnésio em 100 mL de &gua destilada.
distribuir em frascos apropriados e esterilizar em autoclave a 121°C
por 15 minutos. Os frascos gque contém a solugdo de cloreto de
magnésio podem ser armazenados sob refrigeracdo (2 a 8°C) durante um
periodo maximo de 60 dias.

5.4.9 Soluc3o de cloreto de potéassio 1.635M

Férmula:
Cloreto de potéassioc (KCl) .......... ... ... e e 12.3 g
Agua destilada Q.8 . P. v .. 100,0 mL
Preparo:

Dissoclver o cloreto de potdssio em 100 mL de &gua destilada,
distribuir em frascos apropriados e esterilizar em autoclave a 121°C
por 15 minutos. Os frascos que contém a solucdo de cloreto de
potdssio podem ser armazenados sob refrigeragdo (2 a 8°C) durante um
periodo méximo de 60 dias.

5.4.10 Solucgdo de glicose-6-fosfato 1M

Férmula:
Glicose-6-fosfato ......... e e e . 2,821 g
Agua destilada Q.S.P. ..ttt 10.0 mL

Preparo:

Para o preparo desta solugdo, dissolver a glicose-6-fosfato em 10 mL
de &gua destilada esterilizada. Esterilizar por membrana filtrante
(0.22um) em tubo com tampa roscada previamente esterilizado. A
solugdo de glicose-6-fosfato pode ser armazenada em "freezer" (-20°C)
durante um periodo mé&ximo de 30 dias.

5.4.11 Solug@o de NADP 0.1M

Férmula: .
g-nicotinamida adenina dinucleotidio fosfato (NADP} ..... 00,7654 g
Agua destilada g.8.P. ... P 10.0 mL

Preparo:

Para o preparo desta solug@o. dissolver o NADP em 10 mL de &gua
destilada esterilizada. Esterilizar por membrana filtrante (0.22um)
em tubo com tampa roscada previamente esterilizado. Os tubos que
contém a solugdio NADP podem sger armazenados om "freezer" {—-20°C)
durante um perfodo méximo de 30 dias.
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5.4.12 Mistura S9 4%

Férmula:
Agua destilada ........... ... e e Ceia ... 375 uL
Tampdo fosfato 0.2M ......... ... ... .. 500 L
Glicose—6-fosfato 1M .. .. ... it i i e e e e 5 uL
Solugdo de NADP O0.1M .. ... ... ... .y 40 uL
Solug3c de cloreto de potdssioc 1.65M ............ .00 20 pL
Solugdo de cloreto de magnésio 0.4M ................... 20 uL
Fragdo S9 ....... . e e e e e ... 40 pL

Praparo:

Esta solug@o deve ser preparada em capela de fluxo laminar e todos os
componentes devem ser mantidos em banho de gelo. Adicionar os
componentes assepticamente. em tubos de 18 mm x 180 mm com tampa de
ago inoxidAvel. tomando o cuidado de acrescentar os componentes na
ordem apresentada acima (S9 por udltimo) e mantendo a solugdo final em
banho de gelc até o momento de sua utilizag3o no teste. Em paralelo,
fazer o controle de esterilidade de cada solugdoc em tubos que contém
caldo de soja e triptona e o controle da fragdo S9 é feito em &gar
minimo. Incubar os meios por sete dias em estufa a 37°C e realizar
leituras didrias.

Nota: A mistura S9 deve ser preparada para cada teste e deve permang
cer no banho de gelo por. no méximo. cinco horas. A porgé@o da
mistura S9 ndo utilizada deve ser descartada. Nunca esterili
zar a mistura S9.

5.4.13 Solugd@o de azida sédica 1 mg/mL

Férmula:
Azida sédica (NaNg) . ... ... ...t 1.0 mg

Agua destilada esterilizada .............. e e 1.0 mL

Preparo:

Pesar 1 mg de azida sédica, com méscara de protegdo respiratdéria para
pos toéxicos e luvas cirdrgicas. em ampolas descartéaveis. Armazenar as
ampolas. contendo a substdncia previamente pesada, em '"freezer" a
-20°C por tempo indeterminado. Na hora do ensaio. adicionar 1 mL de
&dgua destilada esterilizada e proceder ag diluigBes adequadas. A
solug3o deverd ser descartada apos O uso, em frasco apropriado para
posterior incineragéo.

5.4.14 Solugdo de 2 aminoantraceno 1 mg/mL

Férmula:
2 aminoantraceno ................ e e e e e e 1.0 mg
Dimetilesulféxido (DMSO) ... v ittt it i e e 1,0 mL
Preparo:
Pesar 1 mg de 2 aminoantraceno. com maAscara de protegdc respiratéria
para pés téxicos e luvas cirurgicas. em ampolas descartéveis.

Armazenar as ampolas. contendo a substancia previamente pesada. em
"freezer" a =-20°C por tempo indeterminado. Na hora do ensaio.
adicionar 1 mL de dimetilsulféxido @ proceder as diluigdas adequadas.
Alternativamente. solugdes prontas podem ser estocadas a -20°C por um
periodo de até 18 meses. Neste caso. aliquotas da solug3o devem ser
descongeladas somente no dia do uso. Apds O uso. a solugcdo deve ser
descartada em frasco apropriadc para posterior incineracdo.
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%.4.1%5 Mitomicina C 10% v/v

Férmula:
Mitomicina € ... e e e e 0.1 mL
Agua destilada esterilizada ..............ocouiiiiiniin 0.9 mL
Preparo:
Adicionar 0.1 mL de mitomicina C a 0,9 mL de é&gua destilada
esterilizada. com o auxilio de um micropipetador automitico.

utilizando luvas cirurgicas e mascara de protegdo respiratéria para
gases. em camara de seguranga bioldgica Classe 1II-tipc B. Essa
solucgdo ndo pode ser armazenada. sendo preparada a cada ensaio. Apos
o uso., pode-se neutralizar a solugdo com permanganato de potassio a
1% por 30 minutos a 100°C,

5.4.16 Solug8o de 4-nitroquinolina-1-6xido 1 mg/mL

Férmula:
4-nitroquinolina-1-déxido ............. ... . o 1.0 mg
Dimetilsulféxido (DMSO)Y ........... e e e e e e e 1.0 mL
Preparo:
Pesar 1 mg de 4-nitroquinolina-1-éxido. com méscara de protegio
contra pég téxicos e luvas cirdrgicas, em empolas descartdveis,

Armazenar as ampolas, contendo a substancia previamente pesada. em
"freezer" a -20°C por tempo indeterminado. Na hora do ensaio,
adicionar 1 mL de dimetilsufdxido e proceder as diluigdes adequadas.
Alternativamente, soluc¢des prontas podem ser estocadas a -20°C por um
periodo de até 18 meses. Neste caso. aliquotas da solugdo devem ser
descongeladas somente no dia do uso. Apdés o uso., a solugdo deve ser
descartada em frasco apropriado para posterior incineragdoc.

5.4.17 Solug@oc de 4cido sulfiricorédcido nitrico H3S04-HNQj3
(6:1)
Férmula:
Solugdo de &cido sulfdrico 50% ............ .o, 600,0 mL
Solugdo de Acido nitrico B50% ............. ..o 100,.0 mL

Preparo:
Esta solugd3o deve ser preparada como segue:

a) preparar a solug8o de 4cido sulfirico 50% com a seguinte composi

30:

cido sulfurico (HaSO4) DP.8. . iy 500.0 mL
Agua destilada .. ... ... 500.0 mL
Para o preparo, medir 500 mL de Adcido sulfurico p.a.

e adiciona-lo vagarosamente a &gua. utilizando méscara de protegéo
respiratéria contra gases e luvas de borracha. .

b) preparar a solug3o de Acido nitrico 50% com a seguinte composig&o:

Acido nitrico (HNO3) P.&. . ...ttt 500.0 mL
Agua destilada . ... ... e 500,.0 mL
Para o preparo, medir 500 mL de dcido nitrico p.a. e

adiciond-lo vagarosamente & 4gua. utilizando médscara de protegdo
respiratéria contra gases e luvas de borracha.

¢) misturar vagarosamente seis partes da solugdo de 4cido sulfurico a
uma parte da solugdo de &cido nitrico.
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Nota: Nunca adicionar a &gua ao acido: sempre o &cido & &gua.
5.4.18 Solug3o de crisgtal violeta 0.1%

Férmula:
Cristal violeta . ... . . . i e e e e e 0,1 g
Agua destilada Q.S.DP. ... . 100 mL

Preparo:

Pesar 0.1 g de cristal violeta e dissolver em 100 mL de A&gua
destilada esterilizada previamente. Os frascos que contém a solugio
de cristal violeta poderdc ser armazenados a temperatura ambiente por
tempo indeterminado,

5.4.19 Agua de diluigédo

Férmula:
SoluGio-eStOoqQUEe A ... ... 1.25% mL
Soluglo-estoque B ... ... ... e e 5.00 mL
Agua destilada . ......... ...t 1000 mL

Para o preparo desta solugdo proceder como segue:
a) Solug8o-estoque A:

Fosfato de potdssio monobdsico (KHPO4) p.a. ... .. 34,0 g
Agua destilada Q.8.P. ... i e e 1000,0 mL

Dissolver o fosfato de potdssio monobdsico em 500 mL de A4gua
destilada.

ajustar o pH para 7,2 & 0.5 com golugdo de hidrdéxido de sddio 1N e

completar o volume para um litro com &gua destilada. Distribuir

volumes adequados & necessidade do laboratdrio em frascos com

tampa de rosca. Esterilizar em autoclave a 121°C. durante 15

minutos. Armazenar em geladeira(l).

b) Solucga@o-estoque B:

Cloreto de magnésio (MgCl,.6H0) . ... ... . iy 81.1 g
Agua destilada q.s.p. ..... e e e 1000.0 mL

Digsolver © cloretoc de magnésio em 500 mL de dgue destilada e
completar o volume para um litro com &gua destilada. Distribuir
volumes adequados & necessidade do laboratério em frascos com
tampa de rosca. Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15
minutos. Armazenar em geladeira.

c) adicionar 1.25 mL da solugdo-estoque A e 5 mL da solugdo-estoque B
a um litro de &gua destilada.

d) distribuir. em frascos de diluig3o. guantidades adequadas para que
o volume final, apés esterilizacdo, seja de 100 mL + 2 mL.

e) tamponar e esterilizar em autoclave a 121°C, durante 15 minutos.

f) armazenar & temperatura ambiente.

1 Antes da utilizagSo da soluglo-estoque A, deve-se verificar se nic ha gquaisgquer evidénclias de

contaminaglc microbiana (turbidez, presenga de material em suspensdéio). Em casc afirmativo, essa
solugdo deve ger descartada.
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5.% Amostragem
A coleta deve ser realizada segundo a NBR 9898 -~ '"Preservacgdo e
técnicas de amostragem de efluentes liquidos e corpos receptores". O
volume coletado deverd ser de um litro em frascos de vidro "pirex",
previamente lavados com solug3o de &cido sulfurico. &cido nitrico 50%
{6:1) (item Al3).

5.5.1 Amostra

A amostra deve ser bem identificada e as informagdes sobre ela devem
ser completas: n® e tipo da amostra. data, local de coleta, pH e
outras informagdes relevantes para que os resultados possam sser
corretamente interpretados.

%.5.2 Preparo das amostras

5.5.2.1 Verificar o pH da amostra., Ceaso apresente valores menores
gque 5.0 ou maiores que 8,0. ajustar o pH para 7.0 antes de proceder a
filtragdo da amostra.

§.5.2.2 Proceder a filtragdo da amostra em membranas de acetato-
celulose de porosidade 0.45 pym e ou 0.22 pm. No caso de amostras que
apresentem muito material particulado. recomenda-se uma pré-filtragdo
com pré-filtro do tipo AP20.

5.5.2.3 Verificar a esterilidade da amostra em placas de &gar
nutriente. inoculando-se 200 WL e incubando-se por 24 horas a 37°C.
Caso a amogstra apresente contaminagao, repetir o processo de
filtracd3o descrito no item 5.5.2.2.

5.5.2.4 O ensaio deverd ser realizado o mais répido possivel e a
amostra devera ser mantida sempre sob refrigeragdo (4°C) ate o
momento do ensaio,.

5.6 Organismo indicador
Linhagens mutantes de S ¢yphimurifun auxotroficas para histidina

(hig~). que detectam diferentes tipos de mutagenos e possuem vArias
mutagdes no operon da histidina. que ser&@o os alvos para mutagao
reversa. bem como mutag¢des que aumentam sua sensibilidade aos agentes
genotéxicos. Podem ser obtidas através do Dr. B.N. Ames, Biochemistry
Department. University of California, Berkeley. California 94720
{USA). As cepas listadas nas Tabelas de 1 a 3 podem ser empregadas
rotineiramente no teste de Ames.

TABELA 1 - Cepas que detectam mutédgenos que causam deslocamento
do quadro de leitura do ADN

Alvo da Taxa de
Cepa revereio Gendétipo
mutag8o
espontanea

TA 1537 ca 5-25% his C3076. ;fe,A uvrB, bio~
TA 1536 cG 15-35 his D30S2, i‘a.AuvrB. bio-
TA 97a» ca 90-180 hie D6610, rfa,Al_x_v_r . bio~, pKMlDl(ApR)
TA 98 Ca3 25-75 his D30S2, r a.Al_w_rB. bio~. pKMlOi(ApR)

« A copa TA S7a & sensivel a altas concentragbes de glicoss; por issc, recomenda-ss © usc de placas de
Agar minimo modificado contendo 0,4% de glicose, ao invés de 2% come usual.
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TABELA 2 - Cepas que detectam mutdgenos gque causam substituigdo
de pares de base no ADN

AL da Taxa de
Cepa ve reversio Gendtipo
mutag8o
espontinea
TA 1535 co 25-35 his 046. rfa./\ uvrB. bio-
TA 100 co 75-225 his 046, rfa./\ uvrB. bio-. pKM101 (Ag: )
TA 102 AT 240-320 his 0428, rfa. pKMlOl(ApR). pAQl(T\F)
R
TA 104 AT 245-475 his G428, rfa.[&uvrﬂ. bio~, pRM101(Ap )
TABELA 3 - Cepas que detectam nitrocomposgtos transformados

pelas redutases bacterianas

Alvo da Taxa de
Ceapa revearsia Gendtipo
mutaglo
espontanea
TA 98 NR (a¢} 25-75 his D3052., rfa,AuvrB, pKM101, (A;F)
nitroredutase clasesica deficiente
. R
TA 98/1.BD$E% ca 25-7S his D3052. rfd.[\uvrB. pKM101, (Ap )
nitropirenc redutass deficiente

5.7 Manutencio e estoque das cepas de S. (yphrimurium

Nota: As culturas de 5. typhimuriun s83c normalmente fornecidas
adsorvidas em discos de papel, contidos em sacos pldsticos com
com pequena quantidade de meio de cultura semi-sdlido.

5.7.1 Ao receber as culturas. retirar os discos assepticamente dos
sacos plésticos com o auxilio de uma pinga esterilizada. fazer
estrias em placas de 4gar nutriente e colocar o disco em caldo
nutriente. Para as cepas TA97a, TAS8, TA98NR, TA98-1.8 DNP6. TAl00 e
TA104., deve-se utilizar Agar nutriente com ampicilina. E. para a cepa
TA102, &gar nutriente com ampicilina e tetraciclina.

5.7.2 Incubar os caldos (sob agitacdo - 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 smpolas de vidro ou pléetico.
previamente esterilizadas e devidamente identificadas (n® da cepa e
data).

5.7.3.2 Adicionar assepticamente 0.1 mlL de dimetilsul féxido (DMSQ)
como agente crioprotetor.

5.7.3.3 Homogeneizar e levar as ampolas ao "freezer". -20°C por 24
horas. Apés este periodo., transferi-las para "freezer". -70°C ou
nitrogénio liquido (-196°C).,
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5.7.3.4 Recomenda-se manter um controle das cepas congeladas,
registrando a data de congelamento e o local de estoque de cada cepa
armazenada.

$.7.4 Placa "master"
Culturas para uso rotineiro devem ser mantidas em placa "master" a
4°C. preparadas conforme 5.7.4.1 até 5.7.4.8.

Nota: Para o preparo da placa "master". os meios empregados para as
culturas que contém plasmidios devem estar adicionados com oOs
antibiéticos especificos (ampicilina para as cepas TAS7a.

TA98, TA98NR, TA98-1.8 DNP6, TAl00 e TAl04 e ampicilina e
tetraciclina para a cepa TAl02).

5.7.4.1 Antes de iniciar o trabalho. desinfetar a bancada ocu capsela
de fluxo laminar. usando &lcool 70% ou outro desinfetante que né&o
deixe residuos.

5.7.4.2 Retirar as ampolas com a cultura-estoque permanente do
nitrogénio liquido ou "freezer" a -70°C e. com o auxilio de um palito
de inoculacg8@io, transferir uma aliquota da cultura congelada para dois
Erlenmeyers com 30 mL de caldo nutriente. Incubar a 37°C por 16-18
horas. sob agitagdo (150-170 rpm).

5.7.4.3 Ap6s o periodo de incubagdo, com o© auxilio de uma alga de
inoculacdo. estriar as culturas em placas de Agar nutriente de forma
a obter colénias isoladas. Incubar as placas invertidas a 37°C por 24
horas.

5.7.4.4 Selecionar dez colénias isoladas de cada cepa e transferir
uma a uma para tubos com 5 ml de caldo nutriente. Incubar em mesa
agitadora reciproca a 37°C por 12-16 horas. sob agitagdo de 150-170
rpm.

Nota: N&o adicionar tetraciclina aos caldos utilizados para a cepa
TAl102.

5.7.4.5 Apés o periodo de incubagdo. inocular as culturas em &gar
minimo glicosado com histidinarbiotina em forma de estrias grossas e
incubar as placas invertidas a 37°C por 24 horas.

5.7.4.6 As placas "master" devem ser vedadas com parafilme e
armazenadas até dois meses. sob refrigeragdo (4°C). As placas
"master" da cepa TA102 sé poderdo ser armazenadas por duas semanas,
sendo que, apés esse periodo. a taxa de reversdo espont&nea se eleva
significativamente. inviabilizando a sua utilizagdo.

5.7.4.7 Antes do uso de uma nova linhagem ou no preparo da placa
“master". todas as culturas devem ser verificadas quanto & sua taxa
de reversdo espontinea e & presenga de marcadores genéticos
(dependéncia da histidina. fator R. mutagdo rfa. dele¢do uvrB).

5.7.4.8 Se os caldos que deram origem &s placas "master" ndo
apresentarem as caracteristicas esperadas, elas deveréao ser
desprezadas e novas placas "master" dever&o ser preparadas.

5.8 Verificac3o das caracteristicas genéticas das cepas de
Salmonella typhimurium

Os testes para a verificag3o das caracteristicas genéticas das cepas
de 5. typhimuriun devem ser realizados a partir das culturae
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(pernoite) que deram origem & placa "master" ou das culturas de cepas
novas.

5.8.1 Dependéncia da histidina

O caradter his~ das cepas-teste é confirmado pela demonstrag¢do do
requerimento de histidina para cregcer am placas de &agar minimo.

5.8.1.1 Semear a cultura. crescida em caldo nutriente em estria
dnica, com o auxilio de uma alga de inoculacdo. em placa de A4gar
minimo com biotina (controle) e. a seguir, em placa de &gar minimo
com histidinarbiotina. Cinco a seis culturas podem ser testadas em
uma mesma placa e devem ser devidamente identificadas. marcando-~se ©
nimero 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.

5.86.1.3 Para todas as cepas de £ ¢yphimuriun. es placas controle
(Agar minimo com biotina). n3o deverdo apresentar crescimento; as
placas com histidinarsbiotina deverdo apresentar crescimento.

5.8.2 Presenca de mutagdo rfa
O cardter rfa das cepas-teste & confirmado atraves da sensibilidade
ao cristal violeta.

5.8.2.1 Semear a cultura em caldo nutriente {pernoite) na
superficie de uma placa de agar nutriente com o© auxilio de uma
zaragatoa. Deixar secar.

' 5.8.2.2 Com o auxilio de uma pinga previamente flambada. colocar no
centro da placa de 4&gar nutriente um disco de papel de (filtro
esterilizado. de 5 mm de difmetro. embebido com 10 L de solugdo de
cristal violeta 0.1%.

5.8.2.3 Incubar as placas invertidas a 37°C por 24 horas e
verificar a presenga de halos de inibigd3o de crescimento.

5.8.2.4 Todas as cepas de S. ¢yphimuriun deverdo apresentar uma
zona de inibicdo de crescimento de. no minimo. 14 mm de dié&metro.

5.8.3 Presenca do delegdo uvrhBb
A mutac3o uvrB pode ser confirmada verificando-se a sensibilidade a
uv,

$5.86.3.1 Semear a cultura em caldo nutriente {pernoite) na
superficie de uma placa de 4&gar nutriente., com auxilio de uma
zaragatoa. :

5.8.3.2 Retirar a tampa da placa e cobrir metade com cartolina ou
papel aluminio. Irradiar a placa com lampada germicida de 15 W. a uma
distancia de 33 cm. Expor as cepas que contém plasmidio pKM101
(TA97a, TA98, TA98NR, TA98-1.8DNPg, TA100, TAl02 e TA104) por oito
segundos; as cepas sem plasmidio pKM10l (TA1535, TA1537 e TA1538).
por seis segundos.

$.8.3.3 Incubar as placas invertidas a . 37°C por 24 horas e
verificar a presenga de crescimento.
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5.8.3.4 As cepas com deleglo uvrB cregcer8o somente na metade da
placa ndo irradiada. A cepa TA102, que n3o apresenta essa delecgdo.
crescerd por toda a placa (ver Tabela 2. item 5.6).

5.8.4 Presenca de plasmidio pKM101l

As cepas com fator R (TAS7a., TA98, TAS8NR/1.8DNPg. TAl00, TAl02 e
TA104) devem ser testadas rotineiramente para a presenga do plasmidio
pKM101, que confere resisténcia & ampicilina.

5.8.4.1 Com auxilio de uma alga de inoculag3o. estriar {(em forma de
¥) uma solugdo de empicilina 8 mg-mlL., em placas de é&gar nutriente.
Deixar secar. :

5.8.4.2 Dividir a placa em quadrantes e. em cada um deles. inocular
a cultura em caldo nutriente (perncite). perpendicularmente & estria
do antibidtico (ver Figura 1).

Cultura

Estria com
antibidético

Placa de
dgar nutriente

FIGURA 1 - Placa com inoculag@o de cultura

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

5.8.4.4 As cepas resistentes & ampicilina (TA%7a. TAS8, TAI8NR,
TA98.1.8DNP,. TA100. TAl102 e TAl104) ndoc serdo inibidas pelo

antibiotico. devendo crescer continuamente através das estrias., As

cepas sensiveis & ampicilina (TA1535., TAl1537 e TA1l538) terdo seu
crescimento interrompido na zona da estria da soclugdo de ampicilina.

5.8.4.5 Para verificar a presenga do plasmidio pAQl que confere
resisténcia a tetraciclina, proceder como em 5.8,4.1 a 5.8.4.3,
substituindo a solucdc de ampicilina por uma solugdo de tetraciclina
8 mg-mL. Apenas a cepa TA102, resistente & tetraciclina, n8o deveré
sor inibida pelo antibidtico.
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5.8.5 Taxa de revers8o esponténea

A reversdo espontinea das cepas-teste de hig~ para higt & medida
rotineiramente. sendo gue a freqiiéncia de reverssdo é caracteristica
de cada <cepa. As <coldnias revertentes. prototréficas para a
histidina. sd3o facilmente visiveis em placas de 4gar minimo em
contraste com as colénias auxotr&ficas, que formar3o uma fina camada
de crescimento bacteriano ("background"). A determinagdo da taxa de
reversdo espontanea deve ser realizada conforme 5.8.5.1 a 5.8.5.9.

5.8.5.1 Fundir quantidade suficiente de 4dgar de superficie e
estabilizar em banho-maria a 45°C,

5.8.5.2 Apés a homogeneizagdo., dispensar aliquotas de 3 mL em tubos
de 15 x 150 mm esterilizados. previamente estabilizados a 45°C em
banho seco.

5.8.5.3 Mantendo os tubos em banho seco, adicionar 0,1 mL da
cultura em caldo nutriente (pernoite). Agitar por trés segundos em
vortex a baixa velocidade e verter em placa de &Agar minimo.

5.8.5.4 Imprimir movimentos circulares & placa. de forma que o &gar
de superficie distribua-se uniformemente sobre o meio de cultura.

5.8.5.5 Deixar o 4gar solidificar-se em uma superficie plana e
incubar as placag invertidas a 37°C por 66 horas.

5.86.5.6 Cada caldo deve ser testado. no minimo. em triplicata.

5.8.5.7 As col6nias revertentes deverdo ser contadas como coldnias
individuais contra a fina camada de crescimento ("background").

5.8.5.8 Calcular a média aritmética para a contagem em triplicata
de cada caldo de cultura testado. A taxa de reversdo esponténea
doveré eetar dentro dos limites apresentados nas Tabelas 1. 2 e 3,
item 5.6,

Nota: Algumas diferengas no nimero de colénias revertentes
espontineas podem ser observadas ao longo do tempo. mas n3o
deve haver variagdo extrema de um experimento para outro. Um
desvio de contagem que esta fora das variagdes aceitaveis 6
uma indicac¢3o de que as caracteristicas genéticas das cepas-
teste devem ser verificadas.

5.8.5.9 Para cada cepa, escolher os dois caldos de cultura dgue
apresentaram taxa de reversdo espontlnea dentro dos limites normais e
todas as demais caracteristicas genéticas. e proceder ao congelamento
deles, como em 5.7.3. para manter adequado o estogue 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 & possibilidade de alteragdes nas caracteristicas
genéticas das cepas e perda de plasmidios por subcultivos.

5.9 Preparo dos indculos de §. typhimuriuwm utilizados no ensaio

5.9.1 Semear, com o auxilio de uma alga de inoculagdo, pequena
quantidade do creecimento da cultura da placa “master" em 30 mL de
caldo nutriente. N3o adicionar antibiéticos aos caldos de cultura.

5.9.2 Incubar a 37°C por 18-20 horas., sob agitagdo (150-170 rpm). de
modo a obter uma densidade de 2 x 109 bactérias- mL.
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5.9.3 Remover a cultura da estufa e manté-la sob refrigeragdo
durante o periodo em que ela n3o estiver sendo utilizada.

§.10 Preparo da mistura S9

5.10.1 Preparar quantidade adequada de mistura S$ conforme recomenda
cBes em 5.4.12. imediatamente antes do inicio do ensaio.

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

5.10.3 Observar os cuidados de assepsia durante a preparagdo e
manipulac3oc da mistura S9.

5.11 Controles negativos
O controle negativo consiste no inéculo da prépria cepa e da mistura
S$9. gquando for o caso.

§.12 Controles positivos

Todo ensaio deve ser realizado incluindo controles positivos para
confirmar as propriedades de revers3o e especificidade de cada cepa.
bem como a eficdcia do sistema de ativacdo metabdlica. Recomenda-se o
usc das substéncias padrdes descritas na Tabela 4. podendo-se
empregar outros controles. desde que em concentragdes adequadas.

TABELA 4 - Controles positivos empregados no ensaio
, Concentragdo
Ensaio Composto Sclvents Cepas
por placa
4-nitroquinolina TA1537, TA1538, TA97a,
ti 20 DMBO 0,5
T::;: vae 1-6xido 3 e TAS8, TA104
2-nitrofluocreno DMSO 10,0 g TASBNR @ 1,8 DNPE
azida sédica 4gua destilada 5,0 ug TA153S, TA100
mitomicina C dgua destilada 1 wg TA102
Com ativagdc 2-amincantracenc pMSO 2,5 ng TA1535, TA1537, TA1538,
(+89) TA97a, TASBS, TA10Q0,
TA102 & TAL104

Notag: a) DMSO - dimetilsulfdéxido. .
b) as solugdes dos compostos acima devem ser manipulados com o
maximo cuidado de forma a sevitar qualquer. contato ' com
o operador.

5.13 Controle de toxicidade

A toxicidade de uma amostra ou substéncia quimica pode ser verificada
através do exame rotineiro da presenga de “background" (crescimento
de fundo) nas placas-teste de Agar minimo. Nos casos da presenga de
toxicidade {"background*® ausente ou reduzido) reduzir os
concentragdes das amostras ou substdncias quimicas testadas.
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5.14 Controle de viabilidade

A viabilidade de cultura pernoite (5.9) deverd ser avaliada apéds
diluicdo a 10-7 e inéculo em &gar nutriente. O seguinte procedimento
deve ser adotado. de tal forma que a concentragdo de 1 a 2 x 10°
células/mlL. sejam obtidas,

a}) Transferir. assepticamente. 100 L da cultura pernoite para
um frasco contendo 100:2 mL de &gua de diluigdo. preparan
do-se assim uma diluigdo de 1000 vezes.

b) Homogeneizar o frasco contendo a diluigdo no minimo 25
vezeg. inclinando o frasco. formando um &ngulc de. aproxima
damente. 45° entre o brago e o antebrago.

c¢) Transferir. assepticamente, 100 uL da diluigdo para um
frasco contendo 100:2 mL de Agua de diluigdo.

d) Proceder como em b).

e) Transferir. assepticamente., em duplicata, 100 uL da diluigdo
obtida em b) para uma placa de &gar nutriente.

£f) Com um bastonete de wvidro (alga de Drigalski). devidamente
flambado e esfriado. tocar levemente a superficie do 4gar
nutriente contendo o inéculoe e executar movimentos
circulares em forma de oito. até que o indculo fique
uniformemente distribuido na placa de Petri contendo o meio
de cultura.

g) Incubar as placas invertidas a 37°C por 24 horas e proceder
a contagem. O célculo do numero de bactérias por ml seré
feito multiplicando-se a média das contagens obtidas nas
duas placas por 107. O resultado serd expresso em numero de
bactérias por mL. Esse valor deverd estar em 0.5 a
2 x 10%/mL.

5.1%5 Procedimento do ensalilo
Dois métodos podem ser utilizados para a realizac8o do Teste de Ames
Modificado - Método Direto:

a) método de incorporagdo em placa:

b) método de pré-incubagdo.

5.15.1 Método de incorporacgdoc em placa

5.15.1.1 Antes de iniciar qualquer operag3c. desinfetar a capela de
fluxo laminar. usando d&lcool 70% ou outro desinfetante que ndo deixe
residuos. Trabalhar sempre em capela de fluxc laminar.

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

$.15.1.3 Fundir o 4&gar de superficie ("top 4gar") de varias
concentragdes (5.3.11) e estabilizar a 45°C.

5.15.1.4 Distribuir aliquotas noes tuboe de enseaio acondicionaedas no
banho seco. como indicado na Tabela 5.

5.15.1.% Adicionar a amostra nos volumes descritos na Tabela 5.

5.15.1.6 Adicionar a cada tubo gue contém o Agar de superficie e a
amostra:
a) 0.1 mL da cultura (pernoite) de 5. (Zyphimuriun:
b) 0.5 mL da mistura S9 (somente para o ensaio com
ativag3o metabdlica).
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TABELA 5 — Concentrac8io do adgar de superficie com os seus correg
pondentes volumes e os da amostra por tubo

Concentragdo| Volume de dgar|{ Volume da amostra
do &gar na de superficie por tubo (mL)
superficie por tubo (mL)

1.0 x 3.0 0.1 ou 0,2
1.5 x 2.5 0.5
2.0 x 2.0 1.0
2.5 X 1.5 1.5
3,0 x 1.0 2,0

5.15.1.7 Agitar o tubo levemente por 3 segundos com ©0 auxilio de um
vortex a baixa velocidade e verter ¢ conteudo em placa de 4&gar
minimo.

5.15.1.8 Imprimir movimentos circulares & placa., de forma que o agar

de superficie se distribua uniformemente sobre o meio de cultura.
Deixd-lo solidificar-se em superficie plana.

$.15.1.9 Incubar as placas invertidas a 37°C por 66 horas.

'5.15.1.10 Realizar os controles negativos (utilizar somente a cepa)
e positivos de acordo com 5.15.1.1 a 5.15.1.4, utilizando 4gar de
superficie de concentragdo 1x. Deve. entd@o. ser adicionado um volume

adequado do controle especifico (ver 5.12). Proceder como nos itens
5.15.1.6 a 5.15.1.9.

5.15.1.11 Proceder a contagem do numeroc de colbénias revertentes
prototréficas por placa com o auxilio de um contador automdtico do
tipo Biotran ou manual tipo Quebac e anotar os valores em ficha
apropriada.

5.15.1.12 No momento da leitura das placas, deve-se verificar: a
presenca de "background" nas placas-teste e controle. a freqiiéncia de
reversdao esponténea das placas-controle (negativo) e a eficiéncia do
controle positivo. O ensaio deverd ser repetido se o "background"
estiver ausente ou alterado. se a taxa de reversdc esponténea estiver
fora do esperado e se os controles positivos nd3o apresentarem
atividade mutagénica frente as cepas-teste,.

5.15.2 Método de pré-incubacido

$.15.2.1 Proceder como nos itens 5.15.1.1 e 5.15.1.2, porém
colocando os tubos em estantes.

5.15.2.2 Dosar as amostras nos volumes especificados no item
5.15.1.5,

5.15.2.3 Adicionar a cada tubo contendo a amostra:
0.1 mL da cultura (pernocite) de $. ¢yphimmurium’

a)
b) 0.5 mL da mistura S9 (somente para o ensaio com
ativacdo metabdlica).
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5.15.2.4 Agitar o tubo levemente por trés segundos com o auxilio de
um vortex a baixa wvelocidade e incubar por 30 minutos a 37°C sem
agitagao.

5.15.2.5 Realizar os controles negativos e positivos de acordo com
5.15.2.1 a 5.15.2.4, exceto 5.15.2.2., onde. ao invés da amostra, deve
ser adicionado um volume adequado do controle especifico (ver 5.12).

5.15.2.6 Fundir o agar e distribui-lo nos tubos contendo as amostras
incubadas . como descrito nos itens 5.15.1.3 e 5.15.1.4.

5§.15.2.7 Verter o contetdo dos tubos em placa de 4&gar minimo e
incubar comec descrito nos itens 5.15.1.7 a 5.15.1.9.

5.15.2.8 Proceder A contagem como descrito nos itens 5.15.1.11 e
5.12.1.12,

6 RESULTADOS

6.1 Expressdio e avaliag3o estatistica

Os resultados s3o expressos quantitativamente através do numero de
revertentes por mL ou litro da amostra. determinado pela inclinagdo
da reta obtida da curva dose resposta. Esses dados podem ser
calculados aplicando-se uma andlise de vari&ncia seguida de uma
regressdo linear para o calculo da poténcia da amostra. Os resultados
880 também expressos através da raz3o de mutagenicidade (RM). que & a
raz#io entre o numero de revertentes da placa-teste (revertentes
espontdneas mais induzidas) e o numero de revertentes na placa-
controle (revertentes espontédneas).

Graficamente expressam-se os resultados através da curva dose
resposta. plotando-se na abcissa as concentragSes da amostra testada
e na ordenada. o numero de revertentes induzidas em cada dose.

Para esses calculos. recomenda-se o uso de um programa denominado
SALANAL., gque pode ser adquiride no ILS - Integrated Laboratory
Systems - POBOX 135001, Research Triangle Park., NC. 27709, USA.

6.2 Interpretacd@o dos resultados

Uma amostra é considerada positiva quando existir uma relagdo dose-
resposta entre as concentragdes testadas e o niuimero de revertentes
induzidas e. em peloc menos uma dose, a razdo de mutagenicidade (RM)
for maior ou igual a 2, O fator 2 deve ser usado apsnas como guia,
pois quando a cepa apresentar taxa de revers8o esponté&nea muito
baixa, como é o caso da TAl1535, TAl1537 e TA1538, a razdo de
mutagenicidade deve ser igual ou superior a 3. a fim de assegurar a
significadncia do ensaio.

O critério para avaliag3do da poténcia de efluentes industriais.
proposto por HOUK (1992) esté apresentado na Tabela €.

6.3 Avaliagdo do ensaio

6.3.1 Resultados positivos

Indicam que. sob as condig®es do ensaio. a amostra em teste induz
mutagdes de ponto por substituigdo de bases ou do tipo "frameshift”
no genoma desses microrganismos.

6.3.2 Resultados negativos

Indicam que, sob as condigbes do ensaio., a amostra ndo apresenta
atividade mutagénica frente as cepas testadas de Salmoneldlx
¢yphimurivm.
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TABELA 6 — Classificacdo da genotoxicidade de efluentes
industriais atraveés do teste de Ames.

Classificagédo Poténcia no teste de
da amostra Ames (revertentes/litro)
7
extrema >10
alta 10° - 107
moderada 103 - 105
. 3
baixa <10

6.4 Laudo técnico
O laudo técnico sobre o ensaic deve incluir as seguintes informagdes:

caracterizagdo completa da amostra:

tipos de cepas empregadas:

sistema de ativagio metabdlica utilizado:
concentragdo(des) da(s) amostra(s) empregada(s):
controles positivos e negativos;

resultados do ensaio {curva dose resposta);
interpretag3o dos resultados:

método empregado:

nome & assinatura do responsdvel pela analise.

TR ANDD

7 RECOMENDAGOES

7.1 Para uma triagem rotineira da atividade mutagénica de uma
amostra. recomenda-se o usc das cepas TA98 e TAl00. as quais tém se
mostrado eficientes na detecgdo de um grande niumero de mutégenos
ambientais:; entretanto. dependendo da amostra. do objetivo., das
condigdes do teste e volume da amostra disponivel para teste., tambeém
poderdc ser empregadas outras cepas (ex.: TAl102, TAl104. Tag7a.
TA1535, TA1538, TA1537. TA98NR e TA98 1.8 DNPg).

7.2 Cuidados especiais devem ser tomados com relagdo & padronizagdo
da metodologia. & verificagdo das caracteristicas genéticas das cepas
empregadas. & atividade da frag3do S9. bem como ao controle de
qualidade dos reagentes. meios de cultura e wvidraria utilizada no
ensaio. a fim de assegurar a confiabilidade dos resultados.

7ANEXO A
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ANEXO A: Procedimentos complementares

A-1 Ensajios de controle

A-1.1 Teste de esterilidade

Apés terem sido preparadas, e antes de serem usadas. gquaisquer
solugdes, ou meios de cultura. sdo rotineiramente testadas guanto a
presenga de fungos e/ou bactérias. O teste consiste na inoculagdo de
1 mL de cada frasco da solugdo em teste em dois tubos de caldo de
soja e triptona (ver 5.3.12). os quais, apés semeadura. sdo incubados
a 37°C durante. no minimo. 48 horas (deve-se efetuar leituras didrias
até completar 14 dias). Constitui evidéncia da presenga de
microrganismos qualquer turvag3c do caldo de soja e triptona. A
contaminagdo pode ser decorrente de falhas no procegso de
esterilizacgdo ou contaminag3o apds a esterilizagdo.

A-1.2 Lavagem. preparoc e esterilizacic de materiais em laboratg
rio de microbioclogia (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.
lavados com detergente neutro e enxaguados vdrias vezes. ApoGs
enxaguadura. devem ficar submersos em solugdo de Acido
sul furicordcido nitrico 50% (6:1) por oito horas. Enxaguar oito a dez
vezes com &agua corrente e uma vez com &gua destilada. Secar o
material de vidro em estufa a 170-180°C e as ponteiras de
polipropileno em estufa a 37°C. N&o utilizar soluclo sulfocrémica na
lavagem de material para teste de Ames.

Nota: Utilizar. de preferéncia. placas de Petri descartdveis.

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

A-1.5 Controle da qualidade da &gua destilada

A &gua destilada a ser empregada no preparo de meios de cultura e
solugbes deve ser de alta qualidade. livre de substancias téxicas ou
nutritivas que possam influenciar a sobrevivéncia e o crescimento dos
microrganismos. E recomendivel a avaliagdo peridédica de sua
qualidade. através de testes especificos (ver Norma CETESB L5.215).

A-1.6 Controle de eficiéncia da autoclave

Utilizar ampolas com suspensdo de esporos de Bacrillus
ostearothermophilus em meio de cultura. colocando-as no centro da
caixa que contém os meios de cultura a serem esterilizados. Essas
ampolas, depois da autoclavagem., sdo incubadas em banho-maria a 55°C
durante 24-48 horas. Se houver mudanga na coloragdo da suspensdo

contida nas ampolas. de roxa para amarela, isso significa que a
esterilizacgdo foi insuficiente,. pois houve desenvolvimento de
bactérias.

A-1.7 Controle de esterilidade de vidraria e materiais

£ recomendavel a realizag8o de testes especificos para avaliar e
comprovar a esterilidade de vidraria e materiais submetidos a
esterilizagso em estufa. a 170-180°C. ou em autoclave a 121°C. Para a
realizagdo desses testes. ver Norma CETESB L5.010.
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A—-2 Local de trabalho

A-2.1 As caAmaras de seguranga biolégica devem estar localizadas em
areas de movimento reduzido, livres de poeira: ndo deve haver
movimentacd@oc excessiva de ar devido ao wuso de ventiladores.
exaustores. etc.

A—-2.2 Se a cAmara estiver instalada em local com ar condicionado. a
entrada de ar ndoc deve ser dirigida diretamente sobre a 4rea de
trabalhoc. a n3o ser que o condicionador tenha um filtro de ar
especial,

A—-2.3 A camara deve ter um duto de exaustdo com filtros apropriados
para filtrar o ar antes de ser liberado para o ambiente externo.

A-3 Precaugbes

Dentre as pessoas que trabalham no laboratério., aquelas que tém menor
tempo de treinamento e as que est3o mais diretamente associadas a
manobras com material contaminado, s8o as que apresentam maiores
possibilidades de ser contaminadas acidentalmente. A inalag83o de
aerosséis. a aspiragd@o de solugdes contaminadas através de pipetas e
outros acidentes devem ser prevenidos pelo uso de protetores faciais
adequados. pipetadores e pela obediéncia a2 normas especificas
relativas ao trabalho e uso de equipamento (ver Norma CETESB L5.009).

A-3.1 Protetor facial e méscaras de protecdo contra gases e
pés toéxicos

De utilizacdo obrigatéria (juntamente com luvas adequadas) no preparo
de solucgdes de &cidos a serem empregados na lavagem de materiais. no
preparc de solugdes de compostos mutagénicos e na manipulagdo de
solventes.

A-4 Cuidados na manipulacdo de cepas de S. ¢yphimurium

A—-4.1 Salmonells typhimuriun pode causar diarrédia e intoxicag8o
alimentar gquando ingerida. Todas as cepas de 5. Lyplrimurd un
empregadas no teste de Ames sdo derivadas da linhagem LT2. que nao
apresenta alta viruléncia. A baixa viruléncia apresentada por essas
cepas é devida & presenga de mutagdo rfa.

A—4.2 Como precaucdo rotineira, deve-se autoclavar qualquer material
contaminado. antes da lavagem ou descarte. Ndo se deve manter nenhum
tipo de alimento no interior dos refrigeradores. onde as cepas sdo
armazenadas.

A-5 Disposigao de material contaminado por substancias
mutagénicas .

Todo material mutagénico e-ou cancerigeno deve ser acondicionado em
vasilhames plasticos adequados. selados em sacos pléasticos duplos e
incinerados A temperatura elevada. o suficiente para que ocorra a
destruigdo do agente mutagénico. O mesmo procedimento deve ser
efetuado para luvas, ponteiras, filtros ) placas de Petri
descartdveis utilizadas como controle positivo. Os materiais de vidro
ndo podem ser incinerados: devem ser acondicionados adequadamente e
dispostos em aterro para residuos perigosos. Os materiais. bem como
as solugdes, podem também ser descontaminados atraveés de
neutralizacdo por agentes quimicos.

7ANEXO B
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ANEXO B - Esquema de procedimento

rILTRAGRO

Y
M.F. 0,45 ym ~
e/ou 0,22 gm

nwmumuz;y/ \\§:4mmmuﬂo
EM PLACAS '

- > 0,1 ml. DA CULTURA 0,1 uf. DA CULTURR
S, typhimurium 5. typhimurium
[\./‘ \_/ ./ > + 2 nfl ANOSTRA (VOL.MAX.) + 2 ol AMOSTRA (VOL.MAX.}
+ 0,5 ML DE 89 NIX + 0,5 nl. DE 89 MIX
TUBOS CONTENDO
AGAR DE SUPERFICIE
EM BANHO SECOC \lr"

o —

—
TUBOS INCUBADOS
AGITAR EM VORTEX l X0 COLOCADOS EM VERTER VOLUMES

BANE ADEQUADOS DE
o sEco AGAR DE SUPERFICIE

1mNcusagko 37°

66 HORAS
[ T T T T I T ]
CONTROLE CONTROLE posE 1 DOSE 2 DOSE 3 DOSE 4 DOSE § DOSE 6
POSITIVO NEGATIVO (0,1 s} (0,2 »f) (0,5 »L) (1,0 m} (1,5 »k) (2 ad}

7ANEXO C
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ANEXO C - Modelo de ficha de resultados

TESTE DE AMES - METODO DIRETO

Local da coleta: Nome arquivo de dados:
coleta: Nome arquivo de saida:
Deata Disquete n°:
entr. lab.:
Cepa: Data do Exame: Data da leitura:
Doser/ -39 +389
Placa
nl P1 P2 P3 NEDTA P P2 P3 NEDIA
Braaco
_C_}gg:_v Data do Exame: Data da leitra:
Dosges/ -39 +39
Placa
nl P1 P2 P3 MEDIA Pi P2 P3 MEDIA
Branco
Obgservacgles:

Técnico responsivel:

7/ANEXO D
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