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INTRODUGAO

Virus s3o parasitas intracelulares obrigatorios, isto e, s6 se mul

tiplicam em celulas vivas, re-orientando os mecanismos de sintese
das mesmas para a produgéo de acido nucléico viral e, consequente
mente, de novas particulas virais ou virions.

Nas éguas de superficie, que . constituem os maiores manancia{s, exis
tem virus originérios da flora e fauna aquéticas, de plantes supe
riores e de animais e também virus de origem humana, que chegam até
elas como contribuigdo do langamento de esgotos nao devidamente tra
tados.

De uma maneira geral, quase todos os virus que infectam o - homem
causam infeches no trato respiratério, mas poucos deles sao capazes
de ultrapassar a barreira acida existente no estomago, e de se re
plicar no trato intestinal, que e o local de replicagéo preferen
cial dos Enterovirus (Polio, Coxsackie e ECHO), Adenovirus, ~Rotavi
rus, e Reovirus. A infecgao pode surgir, tanto pela ingestao de ali
mentos ou de éguas contaminadas com virus, como pela disseminagao
destes, do trato respiratério para o trato digestivo.

Entre os Enterovirus estao incluidos mais de cem virus diferentes,
excretados pelo homem, sendo encontrados nas fezes humanas e nos es
gotos. Nestes, os virus podem sobreviver durante semanas ou meses,
apesar das condigoes adversas que ali existem.

0 carreamento de virus de origem humana dos esgotos para outras é
guas pode ser controlado pelo tratamento adequado do esgoto e o ris

co de veiculagao de virus pela égua de consumo pode ser controlado
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pelo tratamento eficiente da mesma. A descarga de efluentes  conta
minados, diretamente num rio ou no mar, pode determinar a ocorrég
cia de infecgoes humanas, pois, e fato conhecido, a transmissao de
certas doengas por via hidrica.

A importancia dos virus presentes em agua nao reside em seu numero,
mas em sua infectividade. As menores quantidades de virus que -podem
ser detectadas em culturas de células susceptiveis sao suficientes
para provocar infecgao no homem.

A detecgao dos virus presentes em amostras ambientais € geralmente
realizada atraves de metodos que sao baseados na habilidade que os
virus possuem de causar destruigao observavel em culturas celula
res. Dois métodos s3o mais utilizados: o metodo estimativo e o métg
do enumerativo que determina o numero de Unidades Formadoras de Pla
ca (UFP) . A selegao entre esses ensaios com culturas celulares depen
dera do tipo de amostra a ser analisada,

A técnica de plaqueamento. que utiliza substrato semi-solido, tem
sido recomendada para o isolamento de virus de amostrasckaéguas con
taminadas, pois através dessa metodologia € possivel separar dife
rentes particulas virais.

A técnica estimativa, que utiliza meio liquido, é mais apropriada
para inoculagao de amostras de agua tratada uma vez que esse metodo
aumenta a probabilidade de detecgao dos virus.

1 OBJETIVO
Esta Norma prescreve os procedimentos que permitem o isolamento e a

quantificagao de Enterovirus presentes em diferentes tipos de égua.

2 NORMAS COMPLEMENTARES

Na aplicagao desta Norma € necessario consultar:

M1.002 - Lavagem, preparo e esterilizacgao do material para cultu
ra celular '

L5.501 - Preparo de culturas celulares para ensaios virologicos

L5.503 - Método de concentragao de amostras para o isolamento de
Enterovirus a partir de grandes volumes de agua

L5.504 - Identificagao de Enterovirus

L5.505 - Metodo de concentragao de amostras de esgoto por adsor
¢ao a hidroxido de aluminio (A1(OH)s ) para o isolamento
de Enterovirus

L5.506 - Método de concentragao de amostras de residuos solidos
para o isolamento de Enterovirus
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L5.009 - Seguranga e higiene do trabalho em laboratorio de micro
biologia

L5.215 - Prova de adequebilidade biologica da agua destilada para
fins microbiologicos.

3 DEFINIGOES

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

3.1 Picornavirus

Virus icosaédricos pequenos (20-30 nm) constituidos de RNA fita u
nica. Devido a certas caracteristicas fisicas, quimicas e biologi
cas diferentes, os Picornavirus foram classificados em 2 generos: En
terovirus e Rhinovirus.

3.2 Enterovirus

Constituem um subgrupo dos Picornavirus humanos que incluem os Po
liovirus, os virus Coxsackie e os virus ECHO. S2o semelhantes no as
pecto epidemiolégico, nas caracteristicas fisicas, quimicas e bio

légicas e no fato de infectarem o trato gastrointestinal do homem.

3.3 Cultura celular confluente

E a cultura "in vitro" das células dispersas de um tecido animal

ou humano, que apresenta uma monocamada celular completa. '

3.4 Linhagem celular

E o conjunto de\células que se multiplicam "in vitro" por longos pe
riodos de tempo. A heteroploidia e a responsével pela passagem "In
vitro" das células primarias que sao diploides, a condigao de linha
gem celular.

3.5 Lise celular

Destruigao das celulas devido a replicagao de particulas virais.

3.6 Efeito citopatico (ECP)

Alteragoes caracteristicas que sao apresentadas pelas células infec

tadas por particulas virais.

3.7 DICTs0
Dose infectante 50% em cultura de tecidos.

3.8 UFP
Unidades Formadoras de Placa.

3.9 Placas

Sao areas circulares incolores das monocamadas celulares, constitui

das de celulas infectadas, visiveis a olho nu devido a adicao de um
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corante vital que cora as células viaveis, nao corando as infecta
das ou lisadas.

3.10 Corante vital

E aquele que cora as células que apresentam fungoes metabolicas nor

mais.

3.11 Meio de cultura

E a mistura balanceada de substancias consideradas essenciais para
. ‘ . 4

as celulas: aminoacidos, vitaminas, carboidratos, sais e proteinas

que apresenta pH 7,0 a 7,2 e, assim fornece as celulas que se multi

plicam "in vitro" condigoes semelhantes aquela que dispoem 'in vivo".

3.11.1 Meio de crescimento

£ o meio de cultura Eagle que contem 10% de soro fetal bovino inati
vado com ou sem solucdo de antibiéticos. £ usado para promover a ra
pida proliferagao celular.

3.11.2 Meio de manutengao liquido

E o meio de cultura Eagle que contém 2% de soro fetal bovino inati
vado com ou sem solugao de antibioticos. E usado para manter a cul
tura em estado metabolico baixo e continuo, nao necessariamente em
multiplicacao.

3.11.3 Meio de manutengao solido ou meio gelificado '

E o meio de cultura Eagle 2 x concentrado sem vermelho de fenol, 2a
crescido de solugaes de sais, L-glutamina, antibioticos, soro fetal
bovino inativado e corante vital (vermelho neutro). E usado para i

solamento e quantificagéo dos virus em monocamadas celulares.

3.12 Soro fetal bovino inativado

0 soro fetal bovino inativado, no meio de cultura e um componente
suplementar-estimulador cujas fungdes principais sao nutrir e  tam
bem inibir certas enzimas proteoliticas secretadas pelas préprias
células. O fator essencial presente no soro e a fetuina de  origem
protéica,que parece ser necessaria ao achatamento das células sobre
a superficie do vidro. A inativagdo do soro é efetuada atraves do
aquecimento em banho-maria a 56°C por 30 minutos, na qual sao inati

vados inibidores ou aglutininas nao especificas contidas no soro.

3.13 qg.s.p

Quantidade suficiente para.

3.14 p.a
Para analise.
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4 APARELHAGEM

4.1 Equipamentos

4,1.1 Agitador tipo "Vortex"

4.1.2 Autoclave

Deve ter tamanho suficiente para permitir a circulacao do vapor ao

redor do material a ser esterilizado por esse metodo e ser equipada
com valvula de seguranc¢a, com um manometro e com um termometro, cu
jo bulbo ficara na diregao da linha de escape do vapor condensado
(dreno). A autoclave € normalmente operada a uma pressao de vapor
de 15 libras por polegada quadrada, produzindo, em seu interior,uma
temperatura de 121,600 ao nivel do mar. Deve-se observar, em seu fun
cionamento, a substituigao por vapor de todo o ar existente na camg
ra. A operagao total de uma . autoclave deve durar no maximo uma hora,
sendo recomendado o acompanhamento dos ciclos de operagoes e oS re
gistros de tempo-temperatura. £ recomendavel gue a autoclave atinja
a temperatura de esterilizacao de 121°C em 30 minutos e mantenha es

sa temperatura durante o periodo de esterilizacgao.

4,.1.3 Balangas

4.1.3.1 Com sensibilidade minima de 0,1 g ao pesar 150 g.
4.1.3.2 Com sensibilidade minima de 1 mg ao pesar 10 g.

4.1.4 Banho—mabia

Equipado com termostato para temperaturas de 35°C a 56°C, com capa
cidade suficiente para comportar recipientes contendo meios de cul
tura, cuja temperatura deve ser westabilizada antes de sua distribui
gao.

4,1.5 Capela de seguranga biologica (camara de fluxo laminar verti

cal) ,
Equipamento que possibilita a retengao de particulas do ar atraves
da passagem do mesmo por filtros HEPA, cuja eficiencia e de 99,99%
para particulas iguais ou maiores a 0,3 um, O ar esteril produzido
e dirigido em forma de fluxo direto sobre a area de trabalho, pro
porcionando grande seguranga nos manuseios que devem ser realizados
em condigoes de maxima esterilidade como também protegao dos opera
dores.

4.1.6 Centrifuga refrigerada

Com velocidade atée 6 000 rpm e que tenham rotores com cagapas para
volumes de ate 20,0 mL e 1 000,0 mL.
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4.1.7 Congeladores:

Com regulagem para manter a temperatura na faixa de -20°C e -70°C.E
destinado ao armazenamento de solugoes e dos concentrados das amos
tras. A limpeza e desinfecgao devem ser feitas periodicamente.

4.1.8 Destilador de agua ou sistema purificador de agua

Deve produzir agua nao toxica, livre de substancias que impegam ou

interfiram no desenvolvimento das culturas de celulas.

4.1.9 Estufa para esterilizagao e secagem

A estufa deve acondicionar pipetas, frascos ﬁara reagentes € meios
de cultura e toda vidraria e aparelhagem que pode ser esterilizada
por calor seco, e ter capacidade suficiente para permitir a circu
lagéo do ar quente ao redor do material a ser esterilizado. Deve ser

equipada com um termometro e um termostato e operar normalmente a

uma temperatura de 170 a 180°C. 0 tempo de esterilizacao para a
maior parte da vidraria e de 4 a 6 horas, a temperatura de 170 a
180°¢.

4.1.10 Fonte de pressao

Bomba de pressao ou outro dispositivo conveniente para produzir uma
pressao de 1,0 kgf/cm®.

4,1.11 Incubadora bacteriolégica '

Deve ser equipada com termostato e projetada de tal forma que a tem
peratura em todas aé partes utilizadas seja de 35 ha O,SOC, com capa
cidade suficiente para permitir a circulagao do ar ao redor de to
das as culturas, quando o material de trabalho estiver sendo incu
bado. Para verificar a temperatura de uma incubadora grande, devem
ser colocados um ou mais termeetros, com o0 bulbo submerso em égua,
glicerina ou oleo mineral, em lugares representativos da camara e
feitos registros periddicos da temperatura. A incubadora devera man
ter 75 a 85% de umidade relativa e ser colocada em local onde a tem

peratura permanega preferencialmente na faixa de 16 a 27°¢.

4.1.12 Maquina dosadora automatica de Brewer

Com capacidade para dosar 5250,0 mL de meio de cultura.

4.1.13 Microscopio binocular de focalizagao invertida

4.1.14 Placa agitadora magnética

Com velocidade regulavel.

4.1.15 Pipetador automatico

Ou outro dispositivo de seguranga para sucgao de conteludos liquidos.
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4.1.,16 Porta-filtros
De ago inoxidavel, diametros de 47 mm, 142 mm e 293 mm.

4.1.17 Potenciometro

Deve ter escala bem 1egive1 e medir com precisao minima de 0,1 uni
dades de pH. A calibragao do potenciametro deve ser feita pelo me
nos duas vezes ao dia, com tampSes de pH 4,0, pH 6,86 e pH 9,18.

4.1.18 Refrigerador

Certificado para manter a temperatura na faixa de 2 a 8°C, com capa
cidade para conter os meios de cultura e as solugoes a serem manti
dos sob refrigeragao. Sua limpeza e desinfeccao devem ser feitas
periodicamente, A

4,1.19 Seringas automaticas, tipo Cornwall de 2e5,0 mL

4.1.20 Vasilhames de pressao

De ago inoxidavel, com capacidade de 5 e 10 litros.

4,2 Materiais

4.2.1 Alcoometro

4.2.2 Algodao hidrofilo

4.2.3 Bandejas de ago inoxidavel

4.2.4 Bragadeiras '

Tipo rosca sem fim de 1" e 1/2".
4.2.5 Barra magnetica

Recoberta com teflon, tamanho 6 cm x 1 cm.

4.2.6 Chaves especiais para porta-filtros

4.2.7 Estantes de ago inoxidavel

Perfuradas, para tubos de cultura com cunhas para ajuste do angulo
de inclinagao.

4,2,8 Fita adesiva

Para controle do material submetido a esterilizagao em estufa ou

autoclave.

4,2.9 Fita crepe

4.2.10 Flaconete

Do mesmo tipo utilizado para condicionar penicilina, com capacidade

de 20,0 mL com tampa de borracha.

4.2.11 Frascos com uma face plana de 44 cm’® para cultivo de celu

las (semente)
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4.2.12 Frascos Cultex ou similar com uma face plana de 25 cm’ para

cultivo de celulas

4,2.13 Frascos com capacidade de 1 000,0 mL com tampa de rosca para

armazenamento de meio de cultura

4.2.14 Mangueiras de borracha

Com parede espessa, resistentes a pressao.

4.2.15 Mangueiras de plastico rigido, de 1/4"

4,2.16 Materiais para preparagéo de meios de cultura e reagentes

Recipientes de vidro neutro ou ago inoxidavel. O material de aqueci
mento e os bastoes devem estar limpos e isentos de qualquer subs
tancia toxica (nunca devem ser de cobre).

4,2,17 Membranas filtrantes

De ester de celulose, com porosidade de 0,22 um e 0,45 um, com dié
metro de 47 mm, 142 mm e 293 mm,

4.2.18 Papel aluminio

4.2.19 Papel Kraft

4.,2,20 Pinga

4.2.20.1 Dente de rato, de ago inoxidavel.
4.,2.20.2 Pontas retas e bordas lisas, de ago inoxidavel.

4,2.21 Pipetas \
Pipetas tipo Mohr de 1,0 mL, 5,0 mL e 10,0mLcom graduagao de 1/10 e

erro de calibragao inferior a 2,5%, e com bocal para tampao de algo
dao. S3o guardadas em porta-pipetas, de ago inoxidavel, podendo tam
bem ser embrulhadas individualmente em papel Kraft. Sao esteriliza
das por calor seco a 170—180°C, durante 4-6 horas.

4.,2.22 Pipetas tipo Pasteur

4.2.23 Pisseta para alcool 70%

4.2.24 Porta-pipetas, de ago inoxidavel

4.2.25 Provetas graduadas
Com marcagao externa, nos volumes de 100, 250, 500, 1000 e 2000,0 mL.

4,2,26 Preée-~filtro de fibra de vidro
Tipo AP-20, com diametro de 47 mm, 142 mm e 293 mm.

4.2.27 Rolhas de borracha acido-resistente n%s 2, 3, 4, 6, 8 e 9
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4.2.28 Terminais de mangueira, com engate rapido

De ago inoxidavel, para a conexao aos vasilhames de pressao.

4.2.29 Tubos de centrifuga
Com capacidade de 20 mL, 100 mL e 1000,0 mL,

4,2.30 Tubos de ensaio

De borossilicatc (pyrex) ou vidro neutro, de 15 mm x 150 mm, com

tampa de rosca.

4.2.31 Tubos de ensaio, de borossilicato (Pyrex) ou vidro neutro,
de 16 mm x 150 mm

4.3 Reagentes

Para o preparo dos meios de cultura, devem ser utilizados reagentes
de boa qualidade, isto e, devem ser de grau bacteriolégico e de pro
cedéncia idanea,.apresentar odor, cor e consistencia inalterados.
Uma vez feita a escolha dos reagentes, seu uso devera ser padroniza
do e, quando possivel, serem mantidos sem modificagaes posteriores.
Datar os frascos de reagentes apés recebimento e abrir ficha contro
le na qual devem constar a data de chegada e todas as pesagens rea
lizadas. Isto permite o controle do estoque de drogas existentes no
laboratorio.

4.3.1 Reagentes necessarios

- Acido cloridrico (HC1l) p.a.

- Acido folico (cristalino)

- Anfotericina B (fungizona), 250 pg/mL
- Agua bidestilada

- Agua destilada

- Alcool etilico comercial

- l-arginina. HCl

- Bacto-agar ou agarose

- Bacto-dextrose

- Bicarbonato de sodio (NaHCOs) p.a.

- Biotina

- l-cistina

- Cloreto de calcio anidro (CaCl:) p.a.
- Cloreto de colina '

- Cloreto de magnesio (MgClz) p.a.

- Cloreto de potassio (KCl) p.a.

- Cloreto de sodio (NaCl) p.a.

- Dextrose

- l-fenilalanina
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- Formalina

- Fosfato de potassio dibasico (K2HPO,) p.a.
- Fosfato de sodio (NaH:PO,.H.0) p.a.

- Fosfato de sddio dibasico (Na:HPO,) p.a.
- l-glutamina

- Hidroxido de sodio (NaOH) p.a.

- l-histidina . HCl

- l-inositol

- l-isoleucina

- l-leucina

- l-lisina . HC1

- l-metionina

- Nicotinamida

- Pantotenato de calcio

- Penicilina G-potassica

- Peptona

— Piridoxina . HC1

~ Riboflauina

-~ Sulfato de gentamicinsa

- Gulfato de magnésio heptahidratado (MgSO4.7HzO) p.a.

- Tiamina . HC1 '
- l-tirosina

~ l-treonina

- l-triptofano

- Triptona

~ l-valina

— Vermelho neutro.

4,4 Meios de cultura

4.4.1 Caldo de soja e triptona ("Tryptic Soy Broth")

Formula:

TripPtONA.eeeeeeesacsssosssesssooosassssssssssassssassssccscsea 17 g
Peptona de SOja...cceeeeceenssscesssccocesasscscccossscnas 3 g
DEXErOSE .. eeeecesscasssssoassacsssncaasson cecsessetass e 2,5 g
Cloreto d€ SOGLi0..csseeeeeeenneesesansssessaassasnnaness 5 g
Fosfato de potassio dibaSiCO...cceesseescennssscanscnnns 2,5 g

Agua AEStiladB.e.eeesesescenssseosesseccesssascassssssesss 1 000,0 mL
pH final apés esterilizagéo............................. 7,3 b 0,2

Preparo:

Pesar 30 g do meio desidratado "Tryptic Soy Broth'" e acrescentar
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1 000,0mL de agua destilada fria. Aquecer, agitando frequentemente |,
ate a completa dissolugao do meio, tomando cuidado para que nao se
ja atingida a temperatura de ebuligao. Se necessario, ajustar o pH
para 7,3 com solugao de hidroxido de sodio 1 N (item 4.5.8). Distri
buir volumes de 12,0 mL em tubos de 15 mm x 150 mm, com tampa de ros
ca. Esterilizar por autoclavagao (item 4.7.2).

4.4.2 Meio de Eagle
Ver Norma CETESB L5.501.

4,4,3 Meio de Eagle com 5% de soro fetal bovino inativado
(ver Norma CETESB L5.501).

4.4.4 Meio de Eagle 2 x concentrado sem vermelho de fenol(com sais
de Earle) . .

0 meio de cultura Eagle 2 x concentrado é obtido a partir do meio de
Eagle 10 x concentrado e & constituido de:

- duas solugoes de aminoacidos (solugoes A e B)

- trés solugoes de vitaminas (solugoes C, D e E)

- dextrose, sais e fosfatos.

4.4.4.1 Solucao A - Aminoacidos
Formula: g/1 L (10x)
l-arginina . HCl. ..ot ieeeeasoeeonosssssssssccscnssssssoasss '1,05
l-histidina . HCl. ...ttt eeeoecossoosacsccssasssssnsscssseees 0,31
1-1lisina « HCl..es s eeeoovsososoaaassosossccssssssasansssscces 0,58

l1-triptofanO.veceeeeeeceecosssssssasssscccccssasassssasenss 0,10
l-fenilalaninaG...seseccsseeosssossssesssssosssssesssesessssses 0,32
1-treoning..ceseesccssssssssosassscssssssssssssssassssssss 0,48
1-1euCina..seeeeeeeeeeeeosssssssessssossssosscssssscsensaseaass 0,52
1-valina.ieeseeeosscsesssacasssososssessssssssssssssssssscss 0,46

l-—iSOleU.Cina.-......--...................-........-.-.-... 0'52

fa (@ (o (@ 0@ (@ 04 (a (R OQ

l1-metionina. ..o eeeeeieeeseeeseseocscsacosesssnsssssnssssass 0,15

4.4.4.2 Solugao B - Aminoacidos
Formula: g/l L (10x)

1—tir‘OSina.......-..........................--..-......... O,Seg

1-CisStina. . e e eeieeseeeeeccscssssssssassscsnsssssssssssssseses 0,24 g
Acido cloridrico (HC1)0,075 N (item 4.5.3)..ceveeeeces....200,0 mL
Preparo:

Pesar os dois aminoacidos e dissolver em 200,0 mL de HC1 0,075 N com
leve aguecimento a 80°C em banho-maria ou sob leve agitagao constan
te atée a completa dissolugao.
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4.4.4.3 Solugao C - Vitaminas

Formula: g/1 L (10x)
Nicotinamida.....I.0..Q.l..I.O..‘..‘Oll.....O.'........'.. zoomg

Piridoxina.HC]-.....‘...".....'..'.Q....‘...I.Q......Q.. 2oomg

Tiamina .« HCl. .. eoeveoeosesaosacsacssssosscsssssossnscsasasassssos 200 mg
Pantotenato e CAlCIO..eeeeeeeeneeeeasssssessssssssasseans 200 mg
Cloreto de COliNa..eeeeecessosossonossosossoscossossssasansassos 200 mg
I-inNo0Sitol. et eresereeessssssssssacssssssscsssssssasasasossos 400 mg
Riboflaving.eeeeeeseescesosecssosssscsacscccssnssssssssacscsccas 20 mg

Agua bidestilada g.S.Deeceeessssscstccsssassnssnnssaacssss 200,0mL
Preparo:

Pesar as vitaminas e dissolver com aproximadamente 175,0 mL de égua
bidestilada. Completar o volume final para 200,00 mL. Distribuir a so
lugao em volumes de 10,0 mL e armazenar em congelador a —20°%C. A cada
um litro de meio Eagle 10 x concentrado adicionar 10,0 mL da solugéo
C.

4.4.4.4 Solugao D - Vitaminas

Formula: g/1 L (10x)
BiotiNa. . eeeeeeseoeoeeseaoessenssssscsassssssssseassssssoas 200 mg
Acido cloridrico (HC1) 1 N (item 4.5.2)cccccccecccccccnnas 1,0mL
Agua bidestilada (.S.Deeeececcscccacecssssessssssassansaas 200,0mL
Preparo:

Pesar 200 mg de biotina e dissolver em cerca de 150,0 mL de agua bi
destilada. Para aumentar a estabilidade, acrescentar 1,0 mLde HC1l 1N
e, completar o volume final para 200,0 mL com agua bidestilada. Dis
tribuir a solugao em volumes de 10,0 mL e armazenar em congelador a

-20°C. A cada um litro de meio Eagle 10 x concentrado ~.adicionar
10,0 mL da solugao D.

4.4.4.5 Solugao E - Vitaminas
Formula: g/1 L (10x)

Acido £OlicCO CrisStalilNO..eeeeeeeeeeeesonseeccsssasnnssssss 200 mg

Solugao salina de Hanks 1 X Q.S.Peceececccccesscsssscassass 200,0 mL
Preparo:

Pesar 200 mg de acido folico e dissolver em. cerca de 150,0ml, de solu
gao salina de Hanks 1 x (ver norma CETESB 15.501). Completar o volu
me para 200,0mL com a solugao salina de Hanks. Distribuir a solugao
em volumes de 10,0 mLe armazenar a -20°C. A cada 1 litro de meio- Eagle
10 x concentrado adicionar 10,0 mL da solugao E.
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4‘4.4.6

Preparo da mistura final do meio Eagle 2 X concentrado em

solugao salina de Earle

a)

b)

c)

d)

e)

Os componentes a seguir sao dissolvidos na solugao B
(item 4.4.4.2)
g/1 L (10 x)

Cloreto de 0410 (NaCl)eueeesroeoeennasnnnns 68 g
Cloreto de potassio (KCl).ueeeeeeeeenononnn 4 g
Sulfato de magnesio (MgS0,.7THy0) v vvvneenn 2 g

Pesar 1,4 g de fosfato de sodio (NaH2PO

ver em 55,0 mL de éguabidestilada.Adicionar no "pool" a

4-Hp0) e dissol

cima (item a);
Pesar 10,0 g de bacto-dextrose e dissolver em 50,0 mL de
agua bidestilada. Adicionar no "pool" acima (item a);
O volume do "pool" (item g) e ajustado para 600,0 mL com
agua bidestilada e as seguintes solugdes sio adiciona
das para 1 litro de meio Eagle 10 x concentrado:
Solugoes mL/1L (10 x)
Ceveeroesessssseensssassasssasssosssncsnssess 10,0mL
Deieeeeecessossesosasosssossassssscsossasssssaess 10,0 mL
Euiveereeeeeaseoanassssesssssssssasssssnenes 10,0 mL
Pesar 2 g de cloreto de calcio (CaClz) e dissolver em
160,0 mL de agua bidestilada. Apos dissolugao  adicionar
esta solugao no "pool" lentamente com "agitacgao vigoro
sa'; .

f) Os aminoacidos da solugao A (item 4.4.4.1) sao adiciona

dos no "pool" na ordem descrita, e o volume & ajustado
aproximadamente para 950,0 mL com agua bidestilada. Esta

mistura & mantida em refrigerador a 4°C durantea noite:

g) Decorrido este tempo o volume total e ajustado para

h)

1 000,0 mL com agua bidestilada. Esterilizar por filtra
gao (item 4.7.1). Distribuir volumes de 500,0 nL e efe
tuar prova de esterilidade, colocando os frascos a tem
peratura de 35°C durante 24-48 horas. Armazenar em con
gelador a -20°C, e

Para o uso, o meio Eagle 10 x concentrado semvermelho de
fenol € diluido a 2 x concentrado, da seguinte maneira:
Meio de Eagle 10 x conc. s/vermelho de fenol....100,0 mL
Agua bidestilada esteéril.....eeeeeeeeeeeceeassss400,0mL
O meio de Eagle 2 x concentrado sem vermelho de fenol ,

assim obtido, e armazenado em congelador a -20°c.
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4.4.5 Meio gelificado
Formula:
Eagle 2 x concentrado sem vermelho de fenol (item 4.44)... 46,5 mL

Solugdo de glutamina a 3% (item 4.5.7)...eeeceecccsncesess 1,0 mL

Soro fetal bovino inativado a 56%C/30" v rreeneeneennenns 2,0 mL
Solugao de bicarbonato de sodio a 7,5% (item 4.5.5).cccese 3,0 mL

Solugdo de cloreto de magnesio a 1% (item 4.5.6).......... 1,0 mL

Solucao de vermelho neutro a 1:1000 (item 4.5.11)...c0unen. 1,5 mL

Solugao de penicilina G-potassica (item 4.5.9).....ccuuen. 0,1 mL

Solugao de sulfato de gentamicina (item 4.5.10).....00000s 0,1 mL

Anfotericina B (Fungizona) 250 RE/ML..eceaecececsosccocnns 0,1 mL

Solugao de bacto-agar ou agarose a 3% (item 4.5.4)........ 50,0 mL

Preparo:

Juntar todos os componentes, com excegéo do bacto-agar ou agarose,

na ordem indicada acima, lentamente e com agitagao moderada. Estabi
lizar esse meio em banho-maria a 46-47°C. Adicionar entao, a solu
gao de bacto-agar ou agarose agitando lentamente evitando a forma
gao de bolhas. Conservar o meio gelificado em banho-maria a 46-4700,
durante a distribuigao..

Nota: A concentragao final de bacto-agar ou agarose no meio gelifi

cado devera ser sempre 1,5 %. |

4.5 Solugoes

4.5.1 Alcool a 70%

Formula:

Alcool etilico comercial.e.eieeeeeeeeeeeseasssscccacassaes 700,0 mL
Agua desStilada..eeeeeeeeeeeeesesessoosssasnsssasascsances 1300,0 mL
Preparo:

Medir 700,0 mLde alcool etilico comercial em recipiente adequado e
adicionar uma quantidade de agua (aproximadamente 200,0 a 300,0 mL) su
ficiente para obter uma solugdo com teor de 70% de alcool. Essa ve

rificagao e feita através do uso do alcoometro.

4.5.2 Solugao de acido cloridrico (HC1) 1IN
Formula:

Acido cloridrico fumegante....eeeeeeeeeeeeeceasosssaaseaasss 83,5 mL
Agua destilada eSteril.....eieecessncessescnssssnscnseasss 916,5 mL
Preparo:

Em um baldo volumétrico com 916,5 mL de agua destilada estéril, adi
cionar 83,5 mL de acido cloridrico fumegante. V
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4.5.3 Solugao de acido cloridrico (HC1l) 0,075N

Formula:

Acido cloridrico fumegante....eeeeeeeeeeeeeeesoasacsceness 6,3 mL
Agua bidestilada €Steril.....eeeeeeeseesececassasssessesss 993,7 mL
Preparo:

Em um balao volumeétrico com 993,7 mL de agua bidestilada esteéril, a

dicionar 6,3 mL de acido cloridrico fumegante.

4.5.4 Solugao de bacto-agar ou agarose a 3%

Formula:

Bacto-agar ou agarose.;................................... 3,0 g

Agua Didestilada..eeeeeeeeeeeeeneensssessosasssesnsanneass 100,0 mL
Preparo: '

Pesar 3,0 g de bacto-agar ou agarose e acrescentar 100,0 mL de agua
bidestilada fria. Aquecer, agitando frequentemente, ate a completa
dissolugao do agar, tomando cuidado para que nao seja atingida a
temperatura de ebuligao. Esterilizar por autoclavagao (item 4.7.2).
Apds a esterilizagao, manté-lo em banho-maria a 46-47°C para evitar
a solidificagao do mesmo.

4.5.5 Solugao de bicarbonato de sodio (NaHCOs) a 7,5%
Formula: )

Bicarbonato de SOG10...ceeeeeeccceaseacssscascsassnncaee « 75,0 g
Agua bidestilada...eceeieesceceesossessscssaassessncsasasas 1 000,0 mL
Preparo: .
Pesar 75,0 g de bicarbonato de sodio e diluir em 1 000,0mL de agua bi
destilada. Esterilizar por filtracao (item 4.7.1). Distribuir em vo

lumes de 100,0 mL. Armazenar em refrigerador (2 a 8°C).

4.5.6 Solugao de cloreto de magnesio (MgCl: .6H20) a 1%

Formula:

Cloreto 4€ MAGNESIiO...eeeseessssessssssssssssnssccassssass .5,0 g
Agua Didestilada..eeeeeeeeeeeeeeeeeeennesosooasenansssases 500,0 mL
Preparo:

Pesar 5,0 g de cloreto de magnesio e diluir em 800,0 mL de agua bides
tilada. Distribuir em volumes de 100,0 mL Esterilizar por autoclava
cso0 (item 4.7.2). Armazenar em refrigerador (2 a 8°C).

4.5.7 Solugao de l-glutamina a 3%

Formula:
l—glutarnina. ® 6 & 8 O O 0 S O S O O 6 O O 6 O O B O P OB O PO S E GO O O S B SOO OGN L 0 e 3’0 g
Agua bidestilada. ® & 9 ¢ & ¢ & 6 & 5 6 5 & O 5 O O O O OO O O N PO O 0L e SO O e S o0 100,0 mL
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Preparo:

Pesar 3,0g de l-glutamina e dissolverem 100,0 mL de égua bidestilada.
Esterilizar por filtragao (item 4.7.1) e distribuir em volumes de
50,0 mL. Armazenar em congelador (-20°C).

4.5.8 Solucao de hidroxido de sodio (NaOH) 1N
Formula:

Hidroxido de SOdi0...veeceececessosonasnsecnsescscncnsssss 40,0 g
Agua -destilada €Steril guS.Deeeeeeeeecececannnns ceeeesssl 000,0 mL
Preparo:

Pesar 40,0g de hidroxido de sédio, colocar em um baldo volumetrico e
completar o volume para 1 000,0 mL de agua destilada estéril.

4,5.9 Solugao de penicilina G—potéssica cristalina

Formula:
Penicilina G—potéssica Cristaling..ceeesesceeeeenssses 10 milhoes U
Agua bidestilada eSteril.u.eieeescerececssecscencnsnns 100,0 mL
Preparo:
Dissolver o conteQdo de um frasco de penicilina G—potéssica crista
lina em 100,0 mL de agua bidestilada estéril. Distribuir a solugao em

volumes de 50,0 mL. Armazenar em congelador a -20°C.

4.5.10 Solugao de sulfato de gentamicina

Formula:
Sulfato de gentamicina (40 ME)eeeeeeerseeosctccncacssonncns 1,0 mL
Agua bidestilada o Y=R o1 a5 1 AU 3,0 mL
Preparo:

Retirar o conteﬁdo de uma ampola de sulfato de gentamicina (40 mg),’
com auxilio de uma seringa hipodérmica e misturar com 3,0 mL de agua
bidestilada esteril. Armazenar em congelador a -20°C.

4.5.11 Solugao de vermelho neutro a 1:1000

Formula:

Vermelho NEULIrO. . e eeeeesoecoosvsssssasssactsscsscsssscssccscase 0,2 g

Agua bidestilada....cveeeeeereotsocsccessassacassessasesss 200,0mL

Preparo:

Pesar 0,2 g de vermelho neutro e diluir em 200,0 mL de égua bidestila
da. Filtrar em papel de filtro. Esterilizar por filtragao j (item
4.7.1). Distribuir volumes de 100,0.mL em frascos ambar. Armazenar
em refrigerador (2 a 8°C).

4.6 Culturas celulares (ver norma CETESB L5.501)

4.6.1 Para a inoculagao das amostras sao utilizadas culturas celu



CETESB/L5.502 17

lares em monocamadas confluentes, semeadas em garrafas tipo Cultex
com meio de crescimento.

4.6.2 Para a coleta das placas virais formadas no meio gelificado,
sa0 utilizadas culturas semeadas em tubos de 16 mm x 150 mm, com
meio de crescimento.

4.7 Esterilizagao das solugoes e meios de cultura

4.,7.1 Filtracao

A filtragdo de solugcdes ou de meios de cultura que contém  substan
cias termolabeis, & feita com pressao positiva ou vacuo, usando-se
membranas de ester de celulose acopladas, com as seguintes porosida
des: 0,45 pm e 0,22 pm.Membranas clarificantes de fibra de vidro,
podem também ser incluidas e, as de tipo AP-20 sao as mais  indica
das. A montagem das membranasdeve ser feita obedecendo uma ordem de
crescente de porosidade.

Todos os materiais e equipamentos utilizados para a filtragao deve
r3o ser esterilizados previamente por autoclavagao a 121°C durante
30 minutos.

4.7.2 Autoclavagao

Esterilizacoes de solugoes ou de meios de cultura em autoclave de
vem ser feitos em temperatura de 121°C durante 15 minutos. 'Durante
a autoclavagao de meios de cultura, nao deve haver excesso de aque
cimento para evitar uma sobrecarga térmica que possa produzir hidro
lise, peptonagao, caramelizagao ou outro tipo de destruigéockm;sugg

tancias que constituem os meios de cultura.

4.8 Armazenamento de solugoes

As solugOes sao armazenadas em refrigerador (2 a 8°C) ou em congela
dor (—20°C). Sao mantidas em frascos bem fechados, com rolhas de
borracha ou tampa com rosca, pois os tampoes de algodao podem  per
mitir a entrada e a consequente absorgao de substancias inespecifi
cas. Solugoes alcalinas nao devem ser estocadas em frascos de vidro
por muito tempo, pois esses frascos sao lentamente dissolvidos e
ions de metais pesados sao, posteriormente, encontrados nessas solu
goes.

5 EXECUGCAO DO ENSAIO

5.1 Principio do metodo

Os Enterovirus de um modo geral, crescem melhor em culturas de célg

las primérias, no entanto, eles podem ser isolados em linhagens de
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celulas de rins de diferentes espécies de macacos (Macaca mulatta,

Cercopithecus aethiops), em linhagens humanas (amnion ,rabdomiosarcoma,

carcinoma. G epiderméide de laringe, carcinoma epitelioide de cer
vix humano), e outras.

A replicagio dos Enterovirus em cultura celular esta geralmente as
sociada a um efeito citopatico (ECP) caracterizado por uma desor
ganizagéo celular que consiste em arredondamento, aumento de refra
gao, lise e descolamento das celulas infectadas da parede do vidro.
Este efeito pode ser facilmente observado ao microscopio optico in
vertido, em culturas celulares inoculadas segundo a tecnica de iso
lamento de virus em meio liquido.

Na técnica de isolamento em que se emprega meio gelificado com ver
melho neutro, as celulas normais apresentam uma coloragao rosada de
vido a incorporagao do corante vital. As particulas virais ao infec
tarem as celulas normais, se replicam propagando-se para as células
vizinhas; essas celulas danificadas pela infecgéo viral perdem a
capacidade de absorgao desse corante e aparecem como regioes circu
lares incolores ou "placas", que se destacam, portanto, das demais
células que estao coradas pelo vermelho neutro.

0 fato de uma placa poder ser produzida originalmente por uma unica
particula infectante, ou virion, torna este metodo altamente quan
titativo, permitindo calcular o numero de unidades virais a partir
do numero de placas formadas no agar.

Placas de virus Polio podem aparecer em 2 a 4 dias enquanto que al
guns virus ECHO podem demorar cerca de 7 a 10 dias para formar pla
cas.

5.2 Amostras

5.2.1 As amostras de agua ‘tratada, agua superficial (doce ou salga

da), esgoto e lodo de esgoto sao previamente concentradas e os con
centrados finais tratados com solugao de antibioticos e testados
quanto a esterilidade, antes de serem inoculados (ver normas CETESB
L5.503, L5.505 e L5.506).

5.2.2 A inoculagao dos concentrados finais das amostras em culturas
celulares, deve ser realizada em capelas de seguranga biologica (cé

maras de fluxo laminar vertical).
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5.3 Procedimento

5.3.1 A partir dos concentrados finais das amostras de agua super

ficial (doce ou salgada), esgoto e lodo de esgoto

5.3.1.1 Antes de iniciar o trabalho, desinfetar a camara de fluxo
laminar vertical com alcool a 70%.

5.3.1.2 Colocar na camara de fluxo laminar todo o material neces

sario, tais como: pipetas, pingas, gaze, pipetador automatico, etc.

5.3.1.3 TFazer a assepsia do bocal e da rolha das garrafas de cultu
ras celulares, com alcool a 70% e em seguida flambar.

5.3.1.4 Desprezar o meio de cultura das garrafas com celulas.

5.3.1.5 Inocular 1,0mL de meio de Eagle com 5% de soro fetal bovino

inativado em cada garrafa.
5.3.1.6 Homogeneizar a amostra em agitador tipo Vortex.

5.3.1.7 Inocular 10 a 15 garrafas de celulas com 0,5 ou 1,0 mL da
amostra (por garrafa), ou caso seja necessario, inocular 1,0.mL das
respectivas diluigoes.

5.3.1.8 Incubar as garrafas a temperatura de 35°C durante 1 a 2 ho

ras para adsorgao e penetragado dos virus nas células. .

5.3.1.9 ApoOs o periodo de incubagao, desprezar o indculo das  gar
rafas de celulas.

5.3.1.10 Inocular com seringa automatica tipo Cornwall, 5,0 mL do
meio gelificado (item 4.4.5) em cada garrafa e espalhé—lo cuidado

samente sobre a monocamada de celulas.

5.3.1.11 Apos a solidificagao do meio, incubar as garrafas, em po

sicao invertida e no escuro, a 35°C durante 14 dias.

5.3.1.12 Fazer leituras diarias, observando e anotando o apareci

mento das placas de lise na monocamada de celulas.

5.3.1.13 De cada garrafa positiva, remover cada placa formada, ras
pando as areas de células degeneradas e o agar, com o auxilio de
uma pipeta Pasteur conectada a uma bomba a vécuo, transferindo esse
material para um tubo de ensaio estéfil contendo 1,0 mL de meio de
crescimento (item 3.11.1).

5.3.1.14 Homogeneizar cada tubo em agitador tipo Vortex e inocular
1,0 mL de suspensao celular. Incubar a temperatura de 35°c.
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5.3.1.15 Fazer leituras diarias, observando o aparecimento do efei

to citopatico (ECP) nas culturas de células.

5.3.1.16 Quando as culturas celulares apresentarem 75% de efeito
citopético, congelar e descongelar 3 vezes cada tubo de ensaio,para
maior liberagao das particulas virais, procedendo em seguida a titu
lagao e identificagao (ver norma CETESB L5.504).

5.3.2 A partir dos concentrados finais das amostras de agua tratada

5.3.2.1 Proceder como descrito nos itens 5.3.1.1 ao 5.3.1.8, exce
to o item 5.3.1.5.

5.3.2.2 Apos o periodo de incubagZo, inocular com seringa automati
ca, tipo Cornwall, 14,0 mLde meio de manutengao liquido (item 3.11.2)
em cada garrafa com célula.

5.3.2.3 Incubar as garrafas a temperatura de 35°C, durante 10 dias.

5.3.2.4 Fazer leituras diarias, observando o aparecimento do efei
to citopético (ECP) nas culturas; caso nao aparega sao consideradas
negativas. As garrafas que apresentarem suspeitas de efeito citopéti

co devem ser congeladas a temperatura de -70°¢.

5.3.2.5 Congelar e descongelar as garrafas com células a temperatu
ra de ~7OOC, repetindo o processo 3 vezes, agitandovigorosamenﬁepg
ra qQue as celulas se destaquem da parede do frasco.

5.3.2.6 Fazer um "pool" das garrafas positivas e centrifugar a

3 000 rpm durante 15 minutos, para remover os detritos celulares.

5.3.2.7 Fazer nova passagem do '"pool", procedendo como descrito nos
itens 5.3.2.1 a 5.3.2.4.

5.3.2.8 Apos o periodo de incubacao, as garrafas que apresentarem
efeito citopético sao consideradas positivas quanto a presenca do
virus. As garrafas que nao apresentarem efeito citopatico sao consi
deradas negativas.

5.3.2.9 Congelar as garrafas positivas a -70°C e descongelar con
forme descrito no item 5.3.2.5, dando prosseguimento ao ensaio de
acordo com os itens 5.3.1.1 ao 5.3.1.16.

6 RESULTADOS

6.1 Amostras de agua superficial (doce ou salgada), esgoto e 1lodo

de esgoto

6.1.1 A quantidade de virus & expressa em UFP (Unidades Formadoras
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de Placa) de Enterovirus por volume de amostra concentrada.

6.1.2 C calculo do numero de virus em Unidades Formadoras de Placa
é obtido contando-se o numero de placas de lise, que foram formadas
na camada celular inoculada com meio gelificado, e relacionando-se
este numero com o volume inoculado e com o volume total de égua con
centrada (ver Norma CETESB L5.503). Exemplo:
a) volume total de amostra concentrada: 40,0 mL;
b) volume do concentrado final da amostra: 15,0 mL;
c) volume de amostra inoculada: 10,0 mL
d) nGmero total de UFP formadas nas garrafas’inoculadas: 30;
e) se o numero total de UFP & 30 e o volume inoculado foi
10,0 mL o numero de UFP em 15,0 mLdo concentrado final da
amostra sera:
30 UFP x 15,0 . mL
10,0 mL

= 45 UFP;

f) se 40 litros de amostra foram concentrados até 15,0mL o
numero de UFP por 40 litros sera o mesmo encontrado em
15,0 mLdo concentrado final; e

g) expressao do resultado final:

45 Unidades Formadoras de Placa de Enterovirus/ 4b litros

6.1.3 Os resultados das amostras negativas para a presenca de yi

rus, Sao expressos como auséncia de Enterovirus por volume de amos
tra concentrada.

6.2 Amostras de agua tratada

6.2.1 Os resultados das amostras nas quais foram detectados virus,
sao langados como presencga de Enterovirus por volume de amostra con
centrada.

6.2.2 O0Os resultados das amostras negativas para a presenga de vi
rus, sao expressas como ausencia de Enterovirus por volume de amos
tra concentrada.

/ANEXO A
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ANEXO A - PROCEDIMENTOS COMPLEMENTARES

A-1 Ensaios de controle

A-1.1 Teste de esterilidade

Apés terem sido preparados, € antes de serem usados, quaisquer solu

coes ou meios de cultura sao rotineiramente testados, quanto a pre
senga de fungos e/ou bactérias. Este teste consiste na - inoculagao
de 1,0 mLdo volume de cada frasco da solugao em teste em 2 tubos de
caldo de soja e triptona (item 4.4.1) os quais apos semeadura sao
incubados a 35°C durante no minimo 48 horas (deve-se efetuar leitu
ras didrias até completar 14 dias). Constitui evidencia da presenga
de microrganismos qualquer turvacao do caldo de soja e triptona.
Essa contaminagao pode ser decorrente de falhas no processo de este
rilizacio ou contaminagdo apds a esterilizagao. Além disso, os fras
cos contendo as solugoes ou meios de cultura permanecem por 14 dias
a temperatura ambiente ao abrigo da luz, como teste adicional de
esterilidade antes de serem armazenadas em refrigerador (2 a 8°C) s
ou em congelador (-20°C).

A-1.2 Controle de qualidade dos meios de cultura (ver Norma CETESB
1L5.216)

A-1.3 Controle de esterilidade de vidraria e materiais

£ recomendavel a realizacao de testes especificos para avaliar e
comprovar a esterilidade de vidraria e materiais submetidos a este
rilizagao em estufa a 170-180°C ou em autoclave a 121°C. Para a rea
lizagao destes testes ver Norma CETESB L5.010 - Avaliagao de labora

torios de analises bacteriolégicas.da égua.

A-1.4 Controle da eficiencia da autoclave

Utilizar ampolas com suspensao de esporos Bacillus stearothermophi

lus em meio de cultura, colocando-as entre os frascos ou os . mate
riais a serem esterilizados. Estas ampolas, depois da autoclavagao,
sao incubadas em banho-maria, a 55°C durante 24-48 horas.

Se houver mudanga da coloragao da suspensao contida nas ampolas de
roxa para amarela, significa que a esterilizagéo foi insuficiente,
pois houve desenvolvimento de bacterias.

A-1.5 Controle da qualidade da agua destilada

A agua destilada, a ser empregada em laboratorios de virologia, de
ve ser de alta qualidade, livre de substancias toxicas ou nutriti

vas que possam influenciar na sobrevivencia e crescimento de micror
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ganismos. E recomendavel a avaliagao periodica de sua qualidade, a
través da realizacao de testes especificos (ver norma CETESB L5.215
Prova de adequabilidade da agua destilada para fins microbiologicos.

A-1.6 Controle da adequabilidade biolégica da agua bidestilada

Devem ser efetuados testes de adequabilidade biologica da agua  bi
destilada para garantir a produgao de uma égua de alta qualidade,li
vre de substancias toxicas ou nutrientes que possam interferir nos
ensaios virologicos (ver Norma CETESB L5.215).

A-2 Armazenamento da égua bidestilada

A égua bidestilada deve ser armazenada em frascos limpos de vidro
neutro, de preferéncia ao abrigo da luz e protegidos de p6 ou vapo
res que possam ser produzidos no.laboratorio. O armazenamento pro
longado da égua bidestilada deve ser evitado.

A-3 Lavagem, preparo € esterilizagéo do material para cultura celu
lar (ver Norma CETESB M1.002)

A-4 Local de trabalho

A-4.1 As capelas de segurancga biolégica devem estar localizada§ em

areas de movimento reduzido e livres de poeiras.

A-4.2 Se a camara estiver instalada em local com ar condicionado,

a entrada do ar nao deve ser dirigida diretamente sobre o campo de
trabalho, a nao se que o condicionador tenha um filtro de ar espe
cial.

A-4.3 A limpeza da sala e feita apés expediente sem varregSes exa
geradas e, de preferéncia, empregando solugao de formalina ou de ou
tro desinfetante. Chao, mesas e balcoes sao limpos diariamente. Nos
fins de semana realiza-se uma limpeza mais rigorosa, inclusive .vi
dros e paredes. Esporadicamente, apés a limpeza o ambiente e impreg
nado com uma solugao alcoolizada de formol a 8% que e colocado em

placas de Petri, para evaporar.

A-5 Precaugoes

Dentre as pessoas que trabalham no labqratério, aquelas que tem me
nor tempo de treinamento e as que estao mais diretamente associadas
a manobras com material infectado sao as que apresentam maiores pos
sibilidades de serem infectadas acidentalmente.

.
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A inalagdo de aerossois, a aspiragao de solugoes contaminadas atra
ves de pipetas, acidente de centrifugagoes, etc. provocam, comprova
damente, grande numero de infecgoes acidentais e devem ser preveni
das pelo uso de mascaras descartaveis de papel, pipetadores e pela
obediéncia as instrucoes especificas de trabalho e de uso do equipa
mento. (ver Norma CETESB L5.009 - Seguranga e higiene do trabalho em
laboratorio de microbiologia).

A-5.1 Acidos

Ao preparar solugdes com acidos nunca adicionar a agua sobre o aci
do (pois isto poderé provocar sérios riscos ao operador), mas sim
acido a agua.

A-5.2 Material de seguranga

A-5.2.1 Aventais de plastico

Devem ser de pléstico resistente e de comprimento adequado para a

protegao do técnico durante os processos de lavagem.

A-5.,2.2 Aventais de pano

Para uso obrigatério por todos os técnicos na execugao de quaisquer
atividades laboratoriais. Antes do encaminhamento para lavagem, 0s
aventais devem ser esterilizados em autoclave a 121°C durante 30 mi
nutos. '

A-5.2.3 Luvas de amianto

A-5.2.4 Protetor facial

De utilizagao obrigatéria (juntamente com macara, com filtro adequa

-

do e luvas) no preparo de solugéo de acidos a serem empregados na
lavagem de materiais.

/ANEXO B
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