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INTRODUGAO

0 lancamento de substancias quimicas toxicas nos corpos d'agua  su
perficiais, seja atraves de residuos industriais e ou carreamento
por éguas pluviais, de praguicidas, herbicidas e fertilizantes em
pregados na agricultura, tem causado serios problemas ecologicos
e toxicolégicos para os paises desenvolvidos e em desenvolvimento.
A preocupagao com os riscos ambientais e de saude pﬁblica, que po
dem advir dos processos de bioacumulagao dessas substancias toxicas
no meio ambiente aquético ao nivel da cadeia alimentar, levou ao de
senvolvimento de ensaios biolégicos, 0S8 qQuais sao utilizados para a
detecgao de substancias potencialmente toxicas no ambiente.

Entre os varios bioensaios utilizados na avaliagaockaimpacto<kasub§
tancias quimicas no meio aquatico, os ensaios de toxicidade  aguda
com bacterias vem se constituindo em um excelente instrumento de
triagem inicial desses agentes em complementagao éstradicionaisané
lises fisico—quimicas, uma vez que 0s organismos vivos irao apresen
tar alguma resposta a niveis perigosos de quaisquer substancias qui
micas ou misturas complexas presentes em amostras ambientais.

De um modo geral, os bioensaios com bacterias sao relativamente sim
ples, rapidos, sensiveis e econdmicos e apresentam uma serie de van

tagens quando comparados com bioensaios que utilizam outros organis
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mos. .

Entre os ensaios com bactérias utilizados no monitoramento de subs
tancias toxicas esta incluido o bioensaio com Spirillumvolutans, de
senvolvido inicialmente por BOWDRE & KRIEG (1974) e modificado por
GOATCHER em 1984, Este bioensaio utiliza uma bacteria aquética de

grandes dimensoes, que apresenta uma motilidade tipica,movimentorg

verso, devido a presencga de flagelos polares em cada uma de suas ex
tremidades. Substancias toxicas em niveis nao letais alteram a moti
lidade tipica dessas bactérias e essas alteragoes sao utilizadas co
mo medida da toxicidade, sendo a toxicidade relativa expressa como
MEC90 que e a concentragao minima efetiva da substancia toxica que
causa perda da motilidade tipica em 90% das bactérias apos um deter
minado periodo de tempo.

Estudos comparativos realizados em varios paises envolvendo bioen
saios com Daphnia e peixes e, o Sistema Microtox e S. volutans tem
revelado aspectos interessantes em relagao a sensibilidade dos mes
mos, tendo ambos apresentado boa concordancia entre os referidos
sistemas.

Deve-se salientar, no entanto, que nao existe nenhum ensaio univer
sal que possa ser usado em todas as situagoes para avaliagao da to
xicidade, assim como e obvio que diferentes bioensaios néopodmnfog
necer resultados equivalentes, devido as diferengas biolégicas ine
rentes aos mesmos, frente a ampla gama de substancias toxicas exis
tentes no meio ambiente.

1 OBJETIVO

Esta Norma descreve o ensaio de toxicidade aguda com Spirillum volutans

utilizado como teste de triagem para detectar efeito toxico em amos
tras de:
- efluentes industriais, corpos d'agua receptores e aguas  resi
duarias; ’
- éguas superficiais e subterraneas, sedimentos, lixiviados e'ei
tratos de solo;
- agua para consumo humano; e

- compostos quimicos solUveis em agua ou solventes organicos.

Nota: Este ensaio nao pode ser utilizado para éguas salobras.

2 NORMAS COMPLEMENTARES

Na aplicagao desta Norma pode ser necessario consultar:
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- da ABNT :

NBR 9897 - Planejamento de amostragem de efluentes liquidos
e corpos receptores

NBR 9898 - Preservagao € técnicas de amostragem de efluentes
1iquidos e corpos receptores

- da CETESB

L5.009 - Seguranga e higiene do trabalho em laboratorios
de microbiologia ambiental

15.201 - Bacterias heterotroficas - Contagem em placas.

3 DEFINIGOES

Para os efeitos desta Norma sao adotadas as definigoes de 3.1 a 3.7.

3.1 Spirillum volutans ATCC 19554

Bactéria aquatica de grandes dimensoces (1,4-1,7 x 16 -~ 28 pm) que apre
senta uma motilidade tipica, movimento reverso, devido apresengade

flagelos polares em cada uma das extremidades.

3.2 Agentes toxicos

Substancias ou produtos quimicos que causam efeitos deletérios aos
organismos e aos ecossistemas.

3.3 Toxicidade aguda

E a propriedade relativa do agente toxico de causar efeitos adver
sos a organismos vivos apés um curto periodo de exposigaodosnmsmos
a esse agente. ‘ ’

3.4 Motilidade reversa

E o movimento bacteriano tipico devido a presenga de flagelos pola

res em cada uma das extremidades do Spirillum volutans.

3.5 Sistema de "endpoints" 4

s

E o conjunto das treés alteragoes que podem ocorrer na motilidade ti
pica da bactéria-teste, S. volutans, pela agao de produtos toxicos

(Ver Figura 1, Anexo A).

3.5.1 Motilidade '"forward" ou descordenada

£ o movimento bacteriano em apenas uma diregao devido a rotagao uni
direcional dos flagelos.

3.5.2 Motilidade vibratoria ou de "Spin"

z

E o movimento vibratorio em uma area muito limitada ou entao movl
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mento tipo "Spin" devido a rotagao oposta dos flagelos. Nesse esté
gio podemos observar bacterias 1moveis com apenas os flagelos em mo
vimento.

3.5.3 Imobilizagao total bacteriana

Pl

E a perda total do movimento celular e flagelar (inativagao celular).

3.6 MECgo (30')

E a concentragéo minima efetiva do agente toxico que causa a perda
da motilidade reversa tipica em 90% dos microrganismos-teste (Spirillum

volutans) em 30 minutos de exposigao nas condigSes do ensaio.

3.7 Unidade toxica (U.T.)

£ a reciproca da diluigéo da amostra que causa efeito toxico agudo

apos determinado periodo de exposigao.

4 APARELHAGEM

4.1 Equipamentos

4,1.,1 Autoclave

E normalmente operada a uma pressao de 15 libras por polegada qua
drada (1.02 Kg/cmz), produzindo em seu interior, uma temperatura de
121°C ao nivel do mar. Em seu funcionamento deve-se observar a subs
tituigao por vapor de todo o ar existente na camara e sua operagao
completa deve durar, no maximo uma hora sendo recomendavel que a

temperatura de esterilizagao seja atingida em ate 30 minutos.

4.1.2 Balanga

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

4.1.3 Balanga analitica

Com sensibilidade minima de 0,001 g ao pesar 10 g.

4.1,4 Camara de seguranga biolégica

Equipamento que possibilita a remogéo de particulas presentes no ar
atraves da passagem do mesmo por um filtro adequado, sendo o ar fil

trado dirigido em forma de um fluxo direto sobre a area de trabalho.

4.1.5 Destilador de égua ou aparelho para desionizagao

Deve produzir égua nao toxica, cuja condutividade deve ser inferior
a 2 pmhos/cm a 25°C e o pH estar na faixa de 5,5 a 7,5.
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4,1.6 Estufa para esterilizagao e secagem

Deve manter a temperatura de 170 pa 10°C durante o periodo de esteri

lizagao de materiais (minimo de 2 horas).

4.1.7 Incubadoras bacteriologicas

Deve ser equipada com termostato e deve manter a temperatura nas fai

xas de 25 ¥ 0,5% e 35 % 0,5°C.

4.,1,8 Medidor de pH

Deve ter precisdo de no minimo 0,1 unidade de pH e suacalibragao de
ve ser feita pelo menos duas vezes ao dia com no minimo duas solu
¢coes tampao padrdes (pH = 4,0; pH = 6,86 ou pH = 9,18).

4.1.9 Microscépio binocular de campo escuro

4,1,10 Porta filtro

Tipo swinnex, de polipropileno, com diametro de 13 mm.

4,1.11 Refrigerador

Deve manter a temperatura na faixa de 2 a 89°C,.

4,2 Vidrarias

4.2.1 Baloes

Devem ser de borossilicato (pyrex) ou vidro neutro, com capacidade

de 2 litros a serem utilizados no preparo do meio de cultura.

4.2.2 Bequeres

.

Devem ser de borossilicato (pyrex) ou vidro neutro, com capacidade
de 1 litro, a serem utilizados no descarte de laminas e ponteiras

durante a execugao do ensaio.

4.2.3 Frascos para coleta de amostras

Frascos descartaveis de polietileno atoxico ou frascos de vidro neu
tro previamente lavados com solugéo de acido sulfﬁrico/écidoA nitri
co a 50% (6:1), com capacidade minima de 100 mL, boca larga e tampa

atoxica a prova de vazamentos.

4.2.4 Laminas para microscopia

Devem ser ultra finas com 26 x 76 mm de dimensao.

4.,2.5 Pipetas

Pipetas tipo Mohr de 1 mL, 5 mL e 10 mL, com graduagao de 1/10,erro
de calibragao inferior a 2,5% e com bocal para tampao de algodao.
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4,2.6 Plpetas tipo Pasteur -

4,2.7 Placas de Petri de vidro

Devem ser de borossilicato (pyrex) ou vidro neutro de boa qualidade
com fundo perfeitamente plano sem ranhuras e bolhas de ar com 100 mm
de diametro e 15 mm de altura.

4.2.8 Seringa dosadora

De borossilicato (pyrex) ou vidro neutro utilizada para distribui

gao do meio de cultura.

4.2.9 Tubos de ensaio

Devem ser de borossilicato (pyrex) ou vidro neutro de 16 x 150 mm e
de 12 x 120 mm.

4,2.10 Tubos de ensaio com tampa de rosca

Devem ser de borossilicato (pyrex) ou vidro neutro de 15 x 150 mm.

4,3 Outros materiais

4.3.1 Algodao cardado

4,3.2 Bico de Bunsen ou similar

Devem ter funcionamento adequado de modo a produzir combustao com
pleta.

4.3.3 Estantes

De tamanho adequado para colocagao de tubos de ensaio empregados na
analise.

4,.3.4 Luvas de borracha

4.3.5 Marmitas de ago inoxidavel

Paraacondicionar pipetas Pasteur.

4.3.6 Micropipetador

Pipetador automatico de alta precisao com capacidade para medir ’vg
lumes de 100 um.

4.3.7 Papel de aluminio

4.3.8 Pera de sucgao

4.3.9 Ponteiras

De polipropileno, descartéveis, de alta preciséo, ajustéveis ao mi
cropipetador utilizado durante a realizagéo do ensaio.
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4.3.10 Porta-pipetas de ago inoxidavel -

4,3.11 Protetor facial

De utilizagao obrigatoria, juntamente com mascara com filtro adequa
do, no preparo de solugéo de acido ou amostras perigosas.

4.3.12 Seringa descartavel

4,3,13 Telas de amianto

4.3.14 Tripes

4.4 Reagentes

4.4,1 Para o preparo do meio de cultura e solugoes utilizadas nes
se ensaio, sao os seguintes os reagentes necessarios:

- acido nitrico;(H2N03);

- acido succinico (C4H604);

- acido sulfurico (H,50,);

- agar;

- casitone;

- cloreto de sodio (NaCl);

- cloreto férrico,(FeCls);

- hidroxido de potassio (K(OH));

- sulfato de amonia ((NH,),S0,); e

- sulfato de magnesio (Mgs0,) .
Os reagentes devem ser de grau bacteriologico e de procedencia 1id0
nea, apresentar odor, cor e consistencia inalteradas, ser livres de
elementos bactericidas ou bacteriostaticos inespecificos bem como
de carboidratos inespecificos.

4.5 Meio de cultura

4,5,1 Meio BCSS (Bacto Casitone Succinate Salts)

Formula:

Cloreto de sodio (NaCl)....... ceceteseceeane Ceceaeses O,f g
CaSItONE . s v e eneneennenneennannns e eeeeete e 2,5 g
Acido succinico......... ettt e teseeceeaneeees 1,0 g
Sulfato de magnésio(MgSO4.7H20)..................... 1,0 g
Sulfato de am6nia((NH4)2.7H20)....................... 1,0 g
Cloreto ferrico (FeCly.BH 0) e uevnnnnennnns Ceeeeeaeen 0,002 g
3 T ceenes 1,2 g
Agua bidestilada...eeeeeeeerereecseeoseasnsaannananas 1 000,0 mL

pH final apos esterilizacao: 6,8 % 0,1
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Preparo: .

Pesar os ingredientes e colocar em um balao com capacidade de 2 11
tros. Acrescentar 1 000 mL de agua bidestilada fria e aquecer, agi
tando frequentemente ate completa dissolugao do meio, tomando cuida
do para que nao seja atingida a temperatura de ebulicao. Verificar
o pH do meio efetuando, se necessario, o ajuste com KOH. Nao usar
NaOH, pois as bactérias sio sensiveis ao sodio (Na¥). Distribuir 7
mL em tubos de ensaio de 16 x 150 mm com tampao de algodao. Esteri
lizar em autoclave a 121° por 15 minutos, verificar o pH final do
meio de cultura e estocar em geladeira a 4°C, protegidos da luz,por
até 4 semanas. Testar a esterilidade e habilidade de crescimento
de cada lote de meio de cultura, de acordo com os procedimentos des
critos nos Anexos C-1 e C-2.

4.6 Solugoes

4.6.1 Solucdo de acido sulftrico/acido nitrico a 50% HoS04/HNO3(6:1)

Preparo: 3
Misturar vagarosamente seis partes da Solugao A com uma parte da So
lucao B.

a) Solugao A - Solugio de acido sulfurico a 50%

Formula: o

Acido sulfurico (H2804)....;...................... 500 mL
Agua destilada...cceeeressrscecscscrsscaccansoncocnns 500 mL
Preparo:

Medir o volume desejado de agua destilada em recipiente a

dequado e adicionar vagarosamente o acido sulfurico.

b) Solugdo B - Solugdo de acido nitrico a 50%

Formula:

Acido nitrico (HNOg)..eeevevenenaranenenseeeeneeees. 500 mb
Agua destilada....c.ereceecccncccne teeeccsscsssess 500 mL
Preparo: »

Medir o volume desejado de agua destilada em recipiente a

dequado e adicionar vagarosamente o acido nitrico.

Nota: Para o preparo das solucdes A e B, adicionar o acido a agua e
nunca o égua ao acido. Usar protetor facial, mascara com fil

tro adequado e luvas para o preparo dessas solugSes.
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5 EXECUGAO DO ENSAIO -

5.1 Principio do método

0 principio do ensaio baseia-se na observagéo microscépica da perda
da motilidade tipica reversa do Spirillum volutans quando em presen

ca de substancias quimicas toxicas em niveis nao letais.

5.2 Amostragem

Deve ser realizada conforme descrito na Norma ABNT NBR 9898 - Pre
servagéo e tecnicas de amostragem de efluentes liquidos € corpos re
ceptores.

Nota: O prazo maximo entre a amostragem e o inicio do ensaio nao de

ve exceder 72 horas sob refrigeragao.

5.3 Manutengao das culturas de S. volutans

As culturas de Spirillum volutans sao mantidas a 25 e 28°C em meio

BCSS. Checar mensalmente a esterilidade da cultura de acordo com os

procedimentos descritos no Anexo C-3.

5.4 Repique das culturas de S. volutans

0 repique deve ser realizado em camara de seguranga biolégica ou na

bancada do laboratorio, préximo ao bico de Bunsen.

5.4.1 Desinfetar a bancada do laboratorio ou a camara de seguranga

biologica, usando um desinfetante que nao deixe residuos.

5.4.2 Remover com uma pipeta Pasteur o anel de crescimento, cerca

(3

de 2-5 mm, abaixo da superficie do tubo.

5.4.3 Transferir o crescimento para um tubo novo de meio BCSS.Colo
car o inoculo no fundo do tubo, tomando cuidado para nao introduzir
bolhas de ar no meio de cultura.

5.4.4 Incubar as culturas de manutengao a 25°C por 2-3 dias e as

=

culturas-teste a 28°C por 24 horas.

5.5 Procedimento do ensaio

5.5.1 Checar a viabilidade da cultura colocando uma gota da cultu

ra e uma gota de agua destilada estéril em uma lamina de vidro.

5.5.2 Fazer a leitura em microscopio de campo escuro, observando
pelo menos, seis campos diferentes.

Nota: Uma cultura viavel deve conter poucas bacterias mortas com a

maioria delas movimentando-se rapidamente em diregoes inver
sas.
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5.5.3 Preparar o controle negativo pipetando, em um tubo de vidro
esteril de 12 x 120 mm, 0,9 mL de agua destilada esteril mais 0,1 mL
da cultura-teste de S. volutans.

5.5.4 Homogeneizar suavemente e retirar, com auxilio de uma pipeta

Pasteur, uma gota colocando-a sobre uma lamina de vidro.

5.5.5 Fazer leitura em microscépio de campo escuro, em pelo menos
seis campos.

Nota: O controle negativo devera apresentar pouca uma nenhuma perda

da motilidade tipica durante as 2 horas de teste,

5.5.6 Preparar o controle positivo pipetando, em um tubo de vidro
estéril de 12 x 120 mm, 0,9 mL da solugio de cloreto de mercurio a
10 ppm de Hg+? mais 0,1 mL da cultura-teste de S. volutans.

5.5.7 Homogeneizar suavemente e retirar, com auxilio de uma pipeta

Pasteur, uma gota colocando-a sobre uma lamina de vidro.

5.5.8 Fazer a leitura em microscépio de campo escuro em pelo menos

seis campos.

Nota: O controle positivo deveré apresentar 100% de inativagéo celu

lar no intervalo de tempo de 0-30 minutos.

5.5.9 Pipetar 0,9 mL da amostra pura’ em um tubo de vidro ' esteril
de 12 x 120 mm,

5.5.10 Pipetar com pipetador automatico 0,1 mL da cultura-teste de
S. volutans, adicionando-o aos 0,9 mL da amostra. Assegurar-se : de que

o inoculo foi pipetado do anel de crescimento do tubo de BCSS.

5.5.11 Retirar imediatamente, com auxilio de uma pipeta Pasteur,

uma gota da amostra, colocando-a sobre uma lamina de vidro.

5.5.12 Fazer a leitura em microscépio de campo escuro, em pelo me

nos seis campos, sendo essaaleitura no tempo o (t o).

5.5.13 Anotar em protocolo apropriado (vide Anexo B) a porcentagem

de celulas encontradas em cada um dos tres "endpoints'".

5.5.14 Fazer novas laminas nos intervalos de tempo 5, 15, 30, 60,
90 e 120 minutos, repetindo as leituras em microscépio de campo es

curo.

5.5.15 Se, no intervalo de tempo O a 15 minutos, a soma dos tres
"endpoints" observados for igual ou superior a 90%, testar uma con

centragao menor da amostra de acordo com 0S procedimentos descri
tos nos itens 5.5.9 a 5.5.14.
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5.5.16 Determinar para o intervalo de tempo de 30 minutos, a con
centragao efetiva minima capaz de mobilizar e/ou alterar o movimen

to reverso tipico em 90% das bacterias.

Nota: Amostras de baixa toxicidade, com MEC90 = 90% poderao reque

rer intervalos de tempo maiores que 30 minutos (60, 90 ou 120!')

para obtengao da MECy -

6 EXPRESSAO DOS RESULTADOS

Os resultados sao expressos atraves da MECgo em %, mL/L ou mg/L, de
vendo-se especificar o tempo correspondente de exposicao da suspen
sao bacteriana a amostra ou diluigao da amostra em teste (30 minu
tos).

6.1 Obtengao da MECg0

A MEC90 ¢ obtida considerando-se os 3 "endpoints": motilidade ''forward",
motilidade vibratoria ou de "Spin" e inativagao bacteriana. Por ser
muito dificil estarem todas as células em uma das tres categorias a
um mesmo tempo, o resultado positivo e obtido quando a adicao dos 3
"endpoints'" for maior ou igual a 90%. Considerando ainda, que sem
pre existe uma pequena pbrcentagem de células mortas em uma cultura
normal e, consequentemente, no controle negativo, devemos excluir,
do calculo ga MECgo’ a porcentagem de inativagéo celular do contro
le negativo.

6.2 Calculo dos valores de unidades toxicas

Considerando que o valor da MEC90 é inversamente proporcional a %g
xicidade da amostra (quanto menor o valor da MECQO, maior a toxici
dade da mesma) a transformagao desses valores em unidades toxicas
(U.T.) pode facilitar a compreenséo dos resultados, visto que a mes
ma apresenta uma relagéo direta com o grau de toxicidade da amostra
(quanto maior o valor de U.T., maior a toxicidade). Para este bioen
saio a unidade toxica (U.T.) é calculada atraves da seguinté formu
la:

_100%

MEC90

6.3 Interpretagao dos resultados

6.3.1 Resultados negativos

Indicam que, nas condigoes do ensaio, nao foi observado efeito toxi
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co agudo frente a cepa de S. volutans.

6.3.2 Resultados positivos

Indicam que, nas condigSes do ensaio a amostra apresentou efeito'té
xico agudo capaz de alterar a motilidade tipica em mais de 90% das

bacterias.

0 grau de toxicidade da amostra ¢ definido atraves

MEC90 obtida. As amostras podem ser classificadas

graus de toxicidade:

Grau de Toxicidade

MECgo

Classificagao

< 25%
25 - 50%
> 50 - 75%
> 75%

muito toxica
toxica
moderadamente toxica

levemente toxica

do valor da

em diferentes

/ANEXO A



CETESB/L5.228 13

ANEXO A - REPRESENTACAOQ GRAFICA DO MICRORGANISMO

4) Motilidade normal ou reversa

<

Motilidade unidirecional Motilidade reversa a curta distancia

b) 12 "Endpoint': motilidade "forward" ou descordenada

FIGURA 1 - Padroes de motilidade e rotagao flagelar de S. volutans




14 CETESB/L5.228

o

nspi_hni;ng" Celular - .

c) 292 "Endpoint": motilidade de '"Spin'" ou vibratoria

Orientagao dupla da cauda Orientagao dupla da cabega»

d) 32 "Endpoint": imobilizagao bacteriana

Orientagao dupla de cauda Orientagao dupla de cabega

d) 3° "Endpoint": imobilizagao bacteriana

FIGURA 1 - Padroes de motilidade e rotagao flagelar de S. volutans

/ANEXO B
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ANEXO B - FICHA DE LANGAMENTO DE RESULTADOS

O OXANV/

euetJajoeq BIN[3d ep oedearjeul - ¢

auTdg, 3p N0 BTJO03RJQIA PEPITIION - 2

(oe5euapao2sap) QYyMY0d PEPITIION - 1

0zZt,
21X03 031U BJ3SOUY 06 °
09
10 Wa %81 66=5-%09 +0E+0T | %S %09 %0¢ %01 0¢
%S %05 %0¢ - S1
%S %0€ %01 %01 %81 S
%S %0¢ %01 0
- o . o 01
- - - e 06
. - 09
%S %0% - %01 o€
%8 %02 - %01 %6 a1
- %02 - %01 S
%S %S - - 0
0¢t
06
09
o€
A §1
. o S
%8 %001 %001 %06 0
oatjebay OAT3TSOd 801% S/AH % W % (utw)
eJjSOUWR Bp omous saodejouy ¢ ! edjsowe ep oedinylg d
) (891%) @1043u0d op sjutodpujl eJjsowe ep sjutodpuj 3p odusl
$S08 O3  SBJOW 97 © 0 82  ©4mnD £'9 Hd oeSendasqq
- 0e5eZT[143353 TI8/01/91 23970 ®p BIRQ Y EBIJISNPUI  BIOU3PIOSd  QSLT gU BJASOUY
ajuaTquy 93saj op ednjeJdadud} 091U23 ) £8/01/91 eieg §u otesuj

sweym[eA wejrsgdg os-0puez 113N epnbe apepIoTxo3 3p 33s3)



16

CETESB/LS5.228

*/ANEXO C



CETESB/L5.228 17

ANEXO C - PROCEDIMENTOS PARA AMOSTRAS TURVAS COM MUITO MATERIAL EM
SUSPENSAO

Nao existe necessidade de esterilizar as amostras a serem analisa
das uma vez que os microrganismos presentes nao interferem com o en
saio. Entretanto as amostras muito contaminadas ou com muita maté
ria organica em suspensdo, que dificultam a observagao microscopi
ca, devem ser clarificadas.

A clarificacgao € feita atraves de filtragao com membrans AP, ou
membranas de ester de celulose com 0,45 p de porosidade. Devido ao
pequeno volume de amostra requerida para o ensaio, 10 mL, a filtra
¢ao pode ser feita no proprio tubo de ensaio, utilizando um swinex

adaptado a uma seringa descartavel.

/ANEXO D



18

CETESB/L5.228

/ANEXO D



CETESB/L5.228 19

ANEXO D - PROCEDIMENTOS COMPLEMENTARES

D-1 Teste de esterilidade do meio BCSS

Apés ter sido preparado e antes de ser utilizado, o meio de cultura
deve ser testado quanto a sua esterilidade. Este teste consiste em
incubar o meio BCSS em estufa a 35°C durante 48 horas.

Qualquer turvagao ou formagao de pelicula indicam presencga de mi
crorganismos e essa contaminagao pode ser decorrente de falhas no

processo de esterilizagao ou contaminagao apos esterilizagao.

D-2 Teste de habilidade de crescimento

Antes de ser utilizado o meio de cultura deve ser testado quanto a
sua habilidade de crescimento. Este teste e feito repicando-se uma
cultura de Spirillum volutans para dois tubos de meio BCSS. Apés e}

repique incubar os tubos a 28°¢ por 24-48 horas e observar a forma

gao do anel de crescimento caracteristico.
*

D-3 Teste de esterilidade da cultura de S. volutans

Testar mensalmente a esterilidade da cultura de S. volutans, inocu
lando 1 mL da cultura em uma placa de "plate count agar" (tecnica
"pour plate") e incubar a 35°C durante 48 horas. O crescimento de

qualquer coldonia indica contaminagao da cultura.

D-4 Lavagem, preparo e esterilizagéo de materiais

Todos os materiails utilizados no teste, tais como: tubos de ensaio,
pipetas, ponteiras e laminas de vidro devem ser descontaminados em
autoclave a 121°C por 30 minutos e, a seguir, lavados com detergen
te neutro e enxagiiado varias vezes. Apos enxagiie, devem ficar sub
mersos em solugao de acido sulfurico/acido nitrico 50% (6:1) por 8
horas.

Enxaguar 8 a 10 vezes com égua corrente, e uma vez com égua destilg
da. Secar o materialvde vidro em estufa a 170-180°C e as ponteiras
de polipropileno em estufa a 35°c.

Apés secagem, a vidraria deve ser esterilizada em estufaza170—180°C
durante 2 horas e as ponteiras de polipropileno devem ser embrulha
das em papel de aluminio e papel Kraft e esterilizadas em autocla
ve a 121°C durante 15 minutos.
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