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INTRODUCAO )

A eficiéncia de um método de concentragao de virus pode variar am
plamente, dependendo da qualidade da agua.

A detecgao de virus infecciosos na égua requer tres etapas gerais.

a) coletar uma amostra representativa;
b) concentrar os virus da amostra;

¢) identificar e estimar as quantidades dos virus concentrados.

A escolha de um método adequado de concentragao para isolamento:de
virus depende nao s6 do conteudo viral como das caracteristicas da
amostra em estudo, pois a matéria organica ou substancias:.que con

ferem turbidez a agua podem interferir no processo.

Diferentes métodos tem sido empregados na concentragéo a partir
de grandes volumes de agua, visando a detecgao de virus. Alguns;
com bons resultados frente a amostras experimentais, isto é, que

contém concentragoes conhecidas de virus.

Os métodos de concentragao viral freqiientemente sao capazes de
processar somente volumes limitados de agua de determinada  quali
dade. Para agua potavel e outras aguas relativamente nao muito po

luidas, os niveis de virus sao presumivelmente tao baixos que cen
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tenas ou talvez milhares de litros precisam ser coletado$ para' aumen
tar a probabilidade de:detectar os virus.

0 método de concentragao viral por adsorgao e eluigao de filtros mi
croporosos pode ser usado tanto para pequenos volumes de égua natu
ral quanto para grandes volumes de égua potavel ou altamente trata
da.

Embora varios dos métodos empregados tenham se mostrado -:eficientes
para a concentracao de alguns virus entéricos, nem sempre se mos
tram igualmente eficientes para outros grupos de virus importantes
para a saude publica. Convém lembrar também que os métodos de con

centragao continuam constantemente em desenvolvimento.

1l OBJETIVO
Esta Norma prescreve o metodo de concentragao de enterovirus a par
tir de grandes volumes de égua, "in loco" e/ou em laboratorio.

2 HNORMAS COMPLEMENTARES

Na aplicacao desta Norma €& necessario consultar:

a) M1.001 - Lavagem, preparo e esterilizagao de materiais em la
boratorio de microbiologia; .

b) L5.215 - Prova de adequabilidade biologica da agua destilada
para fins microbiolégicos;

¢) L5.216 - Controle de qualidade de meios de cultura;

d) L5.114 - Determinacdo de cloro residual em aguas, método orto

toluidina-arsenito, medida em campo.

3 DEFINIGOES

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

3.1 Adsorcao

Associagao de particulas virais a superficie da matriz da : membrana
filtrante, por meio de processos fisico—quimicos.

3.2 Concentragao

Processo pelo qual se reduz a porgao liquida de uma amostra, manten

do todo seu conteudo solido.

3.3 Concentracao por filtragao

Concentragao efetuada com o uso de membrana filtrante.



CETESB/L5.503 3

3.4 ETA
Estacao de tratamento de agua.

3.5 "in loco"

No local.

3.6 p.a.

Para nalise.

3.7 4q.s.p.

Quantidade suficiente para.

4 APARELHAGEM

4.1 Autoclave

Deve ter tamanho suficiente para permitir a circulagéo do vapor ao
redor do material a ser esterilizado e ser equipada com termostato,
valvula de seguranga, um manometro e um termametro, cujo bulbo fi
que na diregéo 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 temperatu
tura de 121,6°C ao nivel do mar. Deve-se observar, em seu funciona
mento, a substituigao por vapor de todo o ar existente na camara.
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 que a autoclave atin
ja a temperatura de esterilizagao de 121°C em 30 minutos e mante

nha essa temperatura durante o periodo de esterilizagao.

4.2 Estufa para esterilizacao e secagem

A estufa deve acondicionar pipetas, frascos para reagentes e meios
de cultura e toda vidraria e aparelhagem que pode ser esterilizada
por calor seco, e ter capacidade suficiente para permitir a circu
lagao do ar quente ao redor do material a ser esterilizado. Deve
ser equipada com um. :termometro e um termostato e operar normalmen-
te a uma temperatura de 170 a 180°C. © tempo de esterilizagao para
a maior parte da vidraria é de 2 horas, a temperatura de 170 a
180°C.
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4.3 Incubadora bacteriologica

Deve ser equipada com termostato e projetada de tal forma que a tem

peratura em todas as partes utilizadas seja 35 ha

O,5°C, e ter 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 termometros, com o bulbo submerso em
agua, glicerina ou 6leo mineral, em lugares representativos da ca
mara € feitos registros periodicos da temperatura. A incubadora de
vera manter 75 a 85% de umidade relativa e ser colocada em local on

de a temperatura permanece preferencialmente na faixa de 16 a 27%c.

4.4 Destilador de agua ou aparelho para dgionizagéo

Deve produzir égua nao toxica, livre de substancias que impegam ou
interfiram no desenvolvimento das culturas de células.

4.5 Refrigerador

. . 0

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 man
tidas sob refrigeracao. Sua limpeza e desinfecgao devem ser feitas

periodicamente. ‘ '

4.6 Congelador

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

4,7 Potenciometro

Deve ter escala bem legivel e medir com exatidao e com precisao mi
nima de 0,1 unidade de pH. A calibragao do potenciametro deve ser
feita pelo menos duas vezes ao dia, com tampSes de pH 4,00, pH 6,86
e pH 9,18.

4.8 Balangas

4.8.1 Com sensibilidade para 0,1 g ao pesar 150 g.

4.8,2 Com sensibilidade para 1 mg ao pesar 10 g.

4.9 Camaras de fluxo laminar vertical

Sistemas eletromecanicos capazes de criar uma massa continua de ar ul
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trafiltrado, livre de particulas e bactérias. Proporcionam grande
seguranga nos manuseios que devem ser realizados em condigoes de
esterilidade.

4,10 Centrifuga refrigerada

Com velocidade atée 6 000 rpm e que tenham rotores com cagapas para
volumes de até 20 ml e 1 00O ml.

4.11 Dosador de fluido com camara de mistura

Equipamento utilizado em campo para auxiliar na filtragao de: gran
des volumes de agua. Determina medidas precisas das solugoes
Waz 2 3 € mistura) que sao adicionadas ao fluido principal (agua)
da operacgao. E completamente hidraulico e nao requer energia ele
trica.

4.12 Fonte de pressao

Bomba de presséo ou outro dispositivo conveniente para : produzir
uma pressao de 147,1 kPa.

4.13 Porta-filtros

De ago inoxidavel, diametro de 293 mm.

4.14 Vasilhames de pressao )

De ago inoxidavel, com capacidade de 5 a 20 litros.

4.15 Placa agitadora magnetica

Com velocidade regulével.

4.16 Barra magnetica

Recoberta por teflon, tamanho 6 cm x 1 cm.

4,17 Materiais para preparagéo de meios de cultura e reagentes

Recipiente de vidro neutro (borossilicato) ou ago inox. O materlal
de aquecimento e os bastoes devem estar limpos e isentos de qual

quer substancia toxica- (nunca devem ser de cobre).

4.18 Pipetas
Pipetas tipo Mohr de 1 ml, 5 ml e 10 ml, com graduagéo de 1/10 e

erro de calibragao inferior a 2,5%, e com bocal para tampao de al
godao. Devem ser guardadas em caixas de ago jnoxidavel, :::podendo
também ser embrulhadas individualmente em papel kraft. Devem ser
esterilizadas por calor seco a 170-18000, durante 2 horas.

4.19 Porta-pipetas de aco inoxidavel
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4,20 Provetas graduadas

Com marcagéo externa, nos volumes de 100, 250; 500, 1.000 e 2 000 ml,

4,21 Tubos de ensaio

De borossilicato ou .vidro neutro, de 15 mm x 150 mm, com tampa: de
rosca.

4.22 Seringas hipodérmicas com agulha

4.23 Mangueiras de borracha

Com parede espessa, resistentes a pressao.

4.24 Mangueiras de plastico rigido, de 6,4 mm

4.25 Terminais de mangueira

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

4,26 Bragadeiras

Tipo rosca sem fimde 25,4 mm e 12,7 mm.

4,27 Chaves de fenda

4.28 Chaves especiais para os porta-filtros

4.29 Conjunto de chaves Allen

Para montagem do dosador de fluido.

4.30 Pinca

Dente de rato, de ago inoxidavel.

4.31 Pré-filtro de fibra de vidro
Tipo AP-20, com diametro de 293 mm.

4.32 Tubos de centrifuga
Com capacidade de 20 ml, 100 ml e 1 000 ml.

4.33 Pera de sucgao ou pipetador de seguranga

4.34 Pincel demarcador

Para escrita em vidro.
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4.35 Alcoometro

4,36 Bico de Bunsen

4.37 Grifo

4.38 Frascos de plastico

De polietileno, com capacidade para 5 litros, para levar solugoes

de coleta ao campo.

4,39 Vasilhames de plastico

Com capacidade para 20 litros, para coletar amostras de égua.

4,40 Caixas de madeira

Para acondicionamento dos equipamentos e dos frascos contendo as so

lugoes.

4.41 Caixas termicas de isopor

5 EXECUGAO DO ENSAIO

5.1 Principio do método

Para pesquisar a presenga de virus em égua e preciso levar em con
sideragao tres aspectos basicos:

a) necessidade de concentrar volumes de égua para obterem-se
pequenos volumes possiveis de serem analisados;

b) eficieéncia na recuperagao dos virus presentes na amostra
concentrada;

c) existencia de um sistema hospedeiro susceptivel (cultura ce
lular), de modo a tornar possivel o isolamento e a identi-
ficagao dos virus.

Os virus sao essencialmente nucleoproteinas e as técnicas usa
das para a concentragao sao geralmente modificagoes dos proces
sos aplicados ao estudo de proteinas macromoleculares e depen
dem das propriedades fisico-quimicas das particulas virais. Em
suspensao, os virus se comportam como particulas coloidais hi
drofilicas e sua sensibilidade decresce com o aumento da con
centragao de sais soluveis. Sao anfoteros, isto é,comportam-se
como particulas de carga eléetrica positiva ou negativa, depen-
dendo do pH.
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A concentragao do virus se deve a forgas seletivas que adsor
vem as particulas as :membranas filtrantes. Essas forgas sao
predominantemente ionicas e podem ser controladas pela manipu
lagao de fatores tais como pH, temperatura, eletrolitos e ad
sorventes. O ajuste do pH para 3,5 e a adigéo de sais, espe
cialmente cations divalentes, aumentam bastante a adsorgao pe
la mudanga de carga elétrica do virus e conseqiiente alteragao
de sua atragao eletrostatica pela membrana.

Uma vez adsorvidos, o passo seguinte e a eluigéo dos virus.
Para tal utiliza-se solugao protéica (extrato de carne) com pH
elevado que propiciaré a remogao dos virus retidos na membra
na.

5.2 Reagentes

§.2.1 Para o preparo dos meios de cultura, da-se preferéncia a uti
lizagdo de meios desidratados de procedeéncia idonea, visando maior
uniformidade dos mesmos. Pode-se no entanto, preparé—los em labora
tério, sendo que os reagentes a serem utilizados devem ser pré—ané
lise ou de alto grau de pureza, procedéncia idSnea, apresentando
odor, cor e consisténcia inalteradas. J

5.2.2 Reagentes necessarios

a) acido cloridrico (HC1l), p.a.;

b) agua destilada;

c) anfotericina B (Fungizona), 250 mg/ml;

d) Alcool etilico absoluto;

e) Bacto-soytone (peptona de soja);

f) cloreto de aluminio (A1013.6H20), p.a.;

g) cloreto de sodio (NaCl), p.a.;

h) dextrose;

i) extrato de carne em pasta;

j) fosfato de potassio dibasico (K ,HPO,), p.a.;
1) fosfato de sodio dibasico (NajHPO,.7H,0), p.a.;
m) formalina;

n) hidroxido de sodio (NaOH) em escamas, p.a.;
o) hipoclorito de sodio;

p) penicilina G potassica 10.000 000 UI/100 ml;
q) sulfato de gentamicina40 mg/ml;

r) tiossulfato de sodio;

s) triptona.
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5.3 Materiais.

5.3.1 Algodao hidrofilo

5.3.2 Fita adesiva

Para controle do material submetido a esterilizagéo, em estufa e

autoclave.

5.3.3 Fita crepe

5.3.4 Fita de teflon
Para vedar juntas.

5.3.5 Gaze esteéeril

5.3.6 Gelo

5.3.7 Membranas filtrantes estéreis

De ester de ceiulose, com porosidade de 0,45 pum, de diametro de
293. mm..

5.3.8 Papel aluminio

5.3.9 Papel kraft

5.3.10 Rolhas de borracha resistentes a acidos n? 2 e 3

5.4 Meios de cultura

5.4.1 Caldo Triptona-Soja (Tryptic Soy Broth)

Formula:
TriDEONA & v veveresnonenerannennen teeeriee.... 17,0 g
Peptona de s0ja ...cveeeeecans ceeseseesn o ... 3,0 g
DeXtroSe ...ciceseoesenenosncans et e s ea e .. 2,5 g
Cloreto de SOQIi0 .cvuivrrnrneneneesnnnennnns .. 5,0g
Fosfato de potassio dibasico ...... e ce.. 2,5 g
Agua destilada q.S.pP...... ettt 1 000 ml

pH final apos esterilizagao: 7,3 = 0,1

Preparo:
Pesar 30 g do meio desidratado caldo triptona-soja e acrescentar

1 000 ml de égua destilada fria. Aquecer, agitando freqglientemente
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até a completa dissolugao do meio e tomando cuidado para que nao
seja atingida a temperatura de ebuligao. Se necessario, ajustar e}
pH para 7,3 com solugao normal de hidroxido de sodio “(NaOH ~=:1N).
Distribuir volumes de 12 ml em tubos de 15 mm x 160 mm, com tampa
de rosca. Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos (ver
5.6.2).

5.4.2 Extrato de carne a 3%

Formula:

Extrato de carne .....ccc00... ceseseses 950 g
Agua destilada Q.S.Pevecceccenns cee.e.. 300 ml
pH final: 9,0

Preparo:

Pesar 9 g de extrato de carne em um erlenmeyer de 500 ml e acrescen
tar 300 ml de agua destilada fria, agitando até completa dissolu
cdo. Acertar o pH com hidroxido de sodio (NaOH-6N). Esterilizar em
autoclave a 121°C durante 15 minutos (ver 5.6.2). Estocar em gela
deira (2 a 8°C).:

5.5 Solugoes

5.5.1 Alcool a 70%

Formula:

Alcool etilico -absoluto .....eeeeeeeeees 700 ml
Agua destilada ............ teeteeneeeee. 300 ml

Preparo:
Juntar os componentes e determinar o teor de alcool através de um
alcoometro.

5.5.2 Solugao de acido cloridrico (HC1 - 1N)

Formula:

Acido cloridrico ....ieeeeveeeneaneaases 83,5 ml
Agua destilada ..eceeecccerosrersoeceass 916,5 ml

Preparo:
Em um baldo volumétrico com 916,5 ml de agua destilada, adicionar

83,5 ml de acido cloridrico fumegante.
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5.5.3 Solugao de acido cloridrico (HC1- 6N)
Formula:

Acido cloridrico .....ccvvveeeeseess 501,0 ml

Agua destilada ......... teeseeeeane. 499,0 ml
Preparo:
Em um balao volumétrico com 499,0 ml de égua destilada, adicionar
501,0 ml de acido cloridrico fumegante.
5.5.4 Solugao de acido cloridrico (HCL -0,12N)
Formula:

Acido cloridrico .......... Ceeeeaaas 10,02 ml

Agua destilada ...ccvencees ceeasesace 989,98 ml
Preparo:
Em um baldo volumétrico com 989,98 ml de agua destilada, adicionar

10,02 ml de acido cloridrico fumegante.

5.5.5 Solugdo de hidrdxido de sodio .(Na@QH .- 1N)

Formula:

Hidroxido de 80di0 .v.vveeeecaceeeass- 40,0 g
Agua destilada Q.S.Pieeeeeennns «... 1 000 ml

Pregaro:

Pesar 40 g de hidroxido de sbédio, colocar em um baldo .~ volumétrico

e completar o volume para 1 000 ml com égua destilada.

5.5.6 Solucao de hidrdoxido de sodio (NaOH - 6N)

Formula:
Hidroxido de sO0dio ....cev... e 240,0 g
Agua destilada Q.S.Peceeccesn- e 1 000 ml
Pregaro:

Pesar 240,0 g de hidrdxido de sddio, colocar em um balao.

co e completar o volume para 1 000 ml de égua destilada.

5.5.7 Solugao de cloreto de aluminio (Al1Cl, - 2M)

volumetri
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Formula:

A1013.6H20 ceececctessas et s e st eann s 482,86 g

Agua destilada g.S.Pececcecccccscccscne 1 000 ml
Preparo:
Pesar 482,86 g de A1C13r6H20 e acrescentar 1 000 ml de égua.(destilg
da fria com agitacdo constante até completa dissolugao. Distribuir
em volumes de 125 ml em frascos de diluigao. Esterilizar em auto

clave a 121°C durante 15 minutos (ver 55.2).

5.5.8 Solugao de cloreto de aluminio (Al1Cl.- 0,1M)

Formula:
A1C13.6H20............. ..... cesccsssesa s 24,14 g
Agua destilada Q.S.P.cccocescacaoccanaes 1 000 ml
Preparo:

Pesar 24,14 g de A1013.6H20 e acrescentar 1 000 ml de agua destila-
da fria com agitagao constante até completa dissolugao. Esterilizar

em autoclave a 121°C durante 15 minutos (ver 5.6.2).

5.5.9 Solugao de tiossulfato de sodio (Na2§2ga) a 0,5%

Formula:

NELYS 50ge « e vensennennennesnneenenanasens 25,0 g

Agua destilada Q.S.Dececcecccncencennnns 5 000 ml

Preparo:

Pesar 25 g de tiossulfato de sbédio e dissolver em 5 000'ml de  agua
destilada fria. Agitar'até completa:dis&dugéo; Dividir o volume de
2 500 ml em frascos de vidro ambar para esterilizagao em autoclave
a 121°¢ durante 15 minutos (ver'5.6.2).

5.5.10 Solugdo salina (NaCl)-0,14M

Formula:

Cloreto de sodio (NaCl) ...... e 32,72 g
Agua destilada Q.S.Pececcvccnncenns e 4 000 ml
pH final: 3,5

Preparo:
Pesar 32,72 g de cloreto de sodio e dissolver em 4 000 ml de agua
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destilada fria. Agitar até completa dissolugao. Acertar o pH com
acido cloridrico (HC1 - 6N). Dividir o volume de 2 000 ml em frascos
de vidro ambar para esterilizagao em autoclave a 121°¢ durante
15 minutos(ver 5.,6.2).

5.5.11 Solugao de fosfato de sodio (NaOHPOA.7H20) a 0,15M

Formula:

NaZHPO4.7H2O ......... ceesesesesnsees 4,02 g

Agua destilada g.S.Pe-cve-.. e 100 ml
pH final: 9,0

Preparo:
Pesar 4,02 g de NazHP04.7H20 e acrescentar 100 ml de égua destilada
fria. Agitar até completa dissolucao. Esterilizar em autoclave

a 121°C durante 15 minutos (ver 5.6.2).

5.5.12 Solugao-estoque de penicilina G—potéssica cristalina

Formula:

Penicilina G—potéssica cristalina ... 10 000 000 UI

Solugao balanceada de Hanks 1X concentrada... 100 ml
-

)] g

Pregaro: s

Dissolver o conteudo de um frasco de penicilina G—potéssica crista
lina (100 milhoes UI) em 100 ml de solugéo balanceada de . Hanks 1X
concentrada. Acertar o pH para 7,0-7,2 com bicarbonato de sodio a
7,5%. Distribuir a solugao em volumes de 50 ml. Armazenar em con
gelador a - 20°c:

5.5.13 Solugao de sulfato de gentamicina

Formula:

Sulfato de gentamicina (cada 1 ml contém
40 mg de gentamicina-base) ........e000... 1 ml

Solugao balanceada de Hanks 1X concentrada 3 ml

Preparo:

Dissolver o conteudo de uma ampola de sulfato de gentamicina 40 mg)
em 3 ml de solugao balanceada de Hanks 1X concentrada:'Adéf%ar o}
pH para 7,0-7,2 com bicarbonato de sodio a 7,5%. Armazenar em con
gelador a - 20°cC.
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5.6 Esterilizacao das solucoes e meios de cultura

5.6.1 Filtragao

A filtracao de solugdes ou de meios de cultura que contém substan

cias termolabeis é feita com pressao positiva ou vacuo, usando-se
membrana de ester de celulose acopladas, com as seguintes porosida
des: 0,45 um e 0,22 pm. Membranas clarificantes de fibra de vidro
podem também ser incluidas (as de tipo AP-20 sao as mais indica
das).,A montagem das membranas deve ser feita obedecendo a uma .ordem
decrescente de porosidade.

Todos os materiais e equipamentos utilizados para a filtragao deve
r3o ser esterilizados previamente por autoclavagdo a 121°C, duran
te 15 minutos.

5.6.2 Autoclavagao

Esterilizacao de solugoes ou de meios de cultura em autoclave deve
ser feita em temperatura de 121°C durante 15 minutos. Durante a au
toclavagao de meios de cultura, nao deve haver excesso de aqueci
mento para evitar uma sobrecarga térmica que possa produzir hidré
lise, peptonagao, caramelizagao ou outro tipo de destruicao das subs

tancias que constituem os meios de cultura. R

5.7 Controle de esterilidade das solugoes e meios de cultura

Apés terem sido preparados e antes de serem usados, quaisquer solu
goes ou meios de cultura devem ser testados, quanto a presenga . de

fungos ou de bacterias contaminantes.

5.8 Estocagem das solugoes

As solucdes sao estocadas em geladeira (2 a 8°C) ou em congelador
(- 20°C). SZo mantidas em frascos bem fechados, com rolhas de borra
cha ou tampa com rosca, pois os tampoes de algodao podem permifir
a entrada e a conseqiiente absorgao de substancias, tais como a for
malina e a amonia. Solugoes alcalinas nao devem ser estocadas em
frascos de vidro por muito tempo, pois esses frascos sao lentamen
te dissolvidos e ions de metais pesados séo, posteriormente, encon
trados nessas solugoes.

5.9 Procedimento

As quantidades minimas de Agua tratada e de manancial submetidos a
filtragao sao, respectivamente, de 400 e 40 litros. O ponto de cole
ta de égua tratada deve estar situado logo apés o tratamento comple
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to da égua e, nesse local, a presséo deve ser de aproximadamente
245,2 kPa. A égua bruta deve ser coletada no ponto de captagao do
manancial ou na entrada da ETA, antes do inicio de qualquer pro
cesso de tratamento ou da aplicagao de qualquer reagente, em va
silhames de plastico estéreis; em seguida, prepara-se para o pro
cesso de concentragao "in loco' ou envia-se ao laboratorio o tmais
rapido possivel.

5.9.1. Concentracdo de amostras de agua tratada por filtragao "in

loco" (Anexo B-1)

5.9.1.1 No laboratorio, montar o sistema de porta-filtro de 293 mm
de diametro, colocando assepticamente a membrana de ester de celu
lose de 0,45 um de porosidade e o pre-filtro de fibra de ‘yidro

AP-20, previamente esterilizado.

5.9.1.2 No campo, montar o sistema de propuisao (dosador) do se
guinte modo:
a) abrir a torneira do ponto de coleta e deixar a égua
escorrer por 10 minutos;
b) medir o pH inicial e o cloro residual livre da. égua
(ver Norma GETESB L5.114);
c) preparar a mistura a ser utilizada no sistema de pro
pulsao da seguinte forma: .
- colher, nun erlenmeyer, 1 litro da égua a ser con

centrada, acrescentar 0,25 ml de AlCl, 2M e, em se

guida, ajustar o pH para 3,5 com HC1 8,12N. Anotar a
gquantidade de acido consumida.

- calcular o volume de acido necessario para ajustar
o pH de 500 litros de amostra. Ex: se forem necessé
rios, 10 ml de HCl1l 0,12N para acertar o pH de i litro
da amostra, serao necessarios 50 ml de HCl 12N para
acertar o pH de 500 litros da mesma, pois o valor
encontrado do HC1 0,12N para 1 litro deve ser multi
plicado por 5, determinando-se assim a quantidade
de HC1l 12N a ser utilizado em 500 litros de amostra;

- preparar a mistura, retirando de um galao de 5 1i
tros de égua destilada o mesmo volume dos -reagentes
a serem utilizados (AlClé 2M e HC1 12N). A seguir,
acrescentar 125 ml de AlCl; 2M (volume constante) e

o volume adequado de HC1l 12N, previamente calculado.
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Nota: Deve ser preparada uma quantidade maior da
mistura para os testes iniciais de pH e cloro 1li
vre e para encher totalmente a mangueira.

d) conectar a mangueira de entrada da bomba dosadora
a torneira;

e) regular os pistaes dosadores da mistura e do tios
sulfato de sddio para 1,28 o que dara um fator de
diluigao de 1:100. Entao, para cada porgao de
égua contida na camara de mistura cheia, o cloreto
de aluminio 2M apresentaré uma concentracao final
de 0,000 5M(5 ml de AlCl3 2M para 1 litro de agua),

o pH 3,5 e o cloro residual livre igual a Zero
(1 ml de tiossulfato de sodio 0,5% por litro de
agua).

) apés os testes iniciais para determinagéo de pH
e cloro livre, conectar a mangueira de saida da
bomba dosadora ao conjunto do porta-filtro e, - na
saida do mesmo, conectar um hidrometro para re

gistrar a quantidade de égua filtrada.

5.9.1.3 Proceder a filtragao da amostra, em campo, com uma :pPressao
de 245,2 kPa, registrada por um manometro colocado em um ponto proxi
mo a entrada de agua no dosador.

5.9.1.4 Verificar periodicamente o filtrado para assegurar-se de

que o pH esteja a 3,5 e nao haja cloro residual.

5.9.1.5 Apos filtrar os 400 litros, desconectar o porta-filtro do
sistema dosador e conectar a um vasilhame de pressao de 5 litros com
solugao salina pH 3,5 para lavagem da membrana e, em seguida, proce
der a eluigao. '

5.9.2 Eluicao da amostra filtrada

5.9.2.1 Remover a agua residual do porta-filtro, aplicando pressao
positiva, e despreza-la.

5.9.2.2 Colocar diretamente na entrada do porta-filtro 300 ml de
extrato de carne a 3% pH 9,0.

5.9.2.3 Deixar 30 minutos em tempo de contato.
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5.9.2.4 Aplicar pressao positiva ao porta-filtro e colher o eluido
em erlenmeyer de 500 ml.

5.9.2.5 Acertar para pH 7,0 o eluido com solugdo de acido:.cloridri
co 6N e transportar ao laboratorio sob refrigeragao.

5.9.2.6 No laboratdério dar prosseguimento a analise, adicionando
ao eluido solugéo de acido cloridrico 6N, gota a gota e com agita
géo constante,até atingir pH 3,5. Caso nao seja possivel dar pros

seguimento a analise no mesmo dia congelar a amostra a - 70%C.
5.9.2.7 Deixar em agitagéo lenta por 30 minutos.

5.9.2.8 Centrifugar a 4 000 rpm por 30 minutos em centrifuga refri
gerada.

5.9.2.9 Desprezar o sobrenadante e eluir o sedimento com 15 ml de
fosfato de sbdio dibasico (Na,HPO,.7H,0) a 0,15M, pH 9,0 - e:.deixar

4
agitando por 15 minutos.

5.9.2.10 Apés os 15 minutos, acertar o pH para 7,0- 7,2 e proceder
a descontaminagao.

5.9.3 Concentragao de amostras de agua bruta por filtragao em labo

ratorio (Anexo B-2).

5.9.3.1 Colher 40 litros de égua em vasilhames de pléstico com capa
cidade para 20 litros cada.

5.9.3.2 Colocar 20 litros da agua a ser filtrada em 2 vasilhames
de pressao desta capacidade. '

5.9.3.3 Homogeneizar a égua, utilizando agitador e barra magnética.
5.9.3.4 Medir com potenciametro o pH inicial da égua.

5.9.3.5 Miontar o sistema de‘porta—filtro‘dé 293 mm de diametro, co
locando assepticamente a membrana de éster de celulose com porosida
de de 0,45 pm e o pré-filtro de fibra de vidroc AP-20, previamente es
terilizados (Anexo A). Conectar as mangueiras de saida de agua do
vasilhame de pressao ao porta-filtro.
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5.9.3.6 Juntar a Agua, lentamente e com agitagZio continua, 100 ml da
solugdo de AlCl3 0,1M para cada 20 litros de &gua para obter uma con
centracg3o final de 0,000 5:iM.

5.9.3.7 Adicionar & &4gua solugdo de &cido cloridrico 6N, gota a gota
com agitag3o constante, ate atingir pH 3,5.

5.9.3.8 Medir novamente o pH da Agua, que devera ser igual a 3,5.

5.9.3.9 Fechar o vasilhame de press3o e proceder a filtracgdo de 40
litros de &gua, no minimo, a uma pressZio maxima de 147,1 kPa.

5.9.3.10 Apdés a filtrag3o, conectar ao porta-filtro um vasilhame de
press8o de 5 litros com solugdo salina pH 3,5 para lavagem da membra

na e, em seguida, proceder a eluigdo, de acordo com 5.9.2.

5.9.4 Descontaminagdo da amostra

Antes de ser inoculada em culturas de células, a amostra deve ser sub
metida a teste de esterilidade quanto 4 presenga de bactérias e fun
gos contaminantes. Este teste deve ser realizado em camara de fluxo

laminar vertical, observando-se todas as medidas de assepsia. J

5.9.4.1 Em flaconete estéril, previamente rotulado com os dados da
amostra, adicionar 0,4 ml de penicilina para- cada volume de 15 ml de
amostra, 0,3 ml de gentamicina e 0,3 ml de fungizona liquida. Agitar

bem a amostra.

5.9.4.2 Deixar em contato, durante 1 hora, a temperatura ‘:ambiente.
Apbés o periodo de contato, a amostra deve ser testada quanto a este
-rilidade em caldo triptona-soja.("tryptic soy broth"). :

5.9.4.3 Incubar na estufa a 35°C, durante 14 dias.
Nota: Caso as amostras continuem a apresentar contaminagfo, submeté-

las a centrifugagfo a 4 000 rpm por 15 minutos e depois proceder con
forme descrito em 5.9.4.1, 5.9.4.2 e 5.9.4.3.

/ANEXO A
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ANEXO A - -PRESCRIQﬁES GERAIS

A-1 Ensaio de controle

A-1.1 Teste de esterilidade

Este teste consiste na inoculagao de 0,5 ml do volume da amostra em

dois tubos contendo caldo triptona-soja, que sao incubados a 35°cC.
Efetuar leituras diarias durante 14 dias. Constitui evidéncia da

presenca de microrganismos qualquer turvagéo do meio.

A-1.2 Controle da eficiencia da autoclave

Utilizar ampolas com suspensao de esporos Bacillus stearothermophilus

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

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

A-2 Lavagem, esterilizacdo do equipamento de filtragao (Vasilhame
de pressao e porta-filtro) (Ver Norma CETESB M1.002)

A-3 Desinfeccao do equipamento de filtragao: dosador de fluido, da

camara de mistura e das mangueiras

Apés a concentracao da amostra, fazer passar pelo sistema de filtra
¢cdo 5 % de uma solugao de hipoclorito de sédio a 2% de cloro livre
por litro e deixar esta solugao em contato durante 1 hora. Esgotar
entao a solugéo de hipoclorito de sodio e fazer passar 5% de uma
solugao de tiossulfato de sodio (ver 5.5.9) para neutralizar o clo
ro residual. A verificagao desta neutralizagao e feita colocando,
em um volume de 9,5 ml da égua que. sai do sistema, 0,5 ml de solu
gao de ortotoluidina (Ver Norma CETESB L5.114). A auséncia de colo
ragao na égua indica que o cloro residual foi neutralizado. Esgotar
entao a solugao de tiossulfato de sodio e fazer passar cerca de 5
litros de égua destilada. Esgotar a égua do sistema e vedar a entra

da e saida das mangueiras com folha de aluminio.

A-4 Desinfecgao dos vasilhames de plastico usados para coleta de

agua bruta

Colocar solugao de hipoclorito de sodio a 2% nos vasilhames, deixan
do esta solugao em contato durante uma hora.
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Esgotar a solugao de hipoclorito de sodio e colocar solugao de tios
sulfato de sodio (ver 5.5.9) para neutralizar o cloro residual. Ve
rificar a neutralizagao deste, conforme Norma CETESB L5.114. Enxa
guar os vasilhames com agua destilada. Fechar os vasilhames com as

respectivas tampas.

A-5 Ao preparar solugdes com acidos, nunca adicionar a agua sobre o
acido (pois isto poderé provocar séerios danos ao operador), mas sim
acido a agua.

A-6 Local de trabalho

A-6.1 As camaras de fluxo laminar vertical devem estar 1localizadas

em areas de movimento reduzido e livres de poeiras.

A-6.2 Se a camara estiver instalada em local com ar condicionado, a
entrada do ar nao devera ser dirigida diretamente sobre o campo de tra

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

A-6.3 A limpeza da sala é feita apds o expediente diario sem varri
¢oes exageradas e, de preferéncia, empregando solugao de formalina
ou de outro desinfetante. Chao, mesa e balcoes sao limpos diariémeg
te. Nos fins de semana realiza-se uma limpeza mais rigorosa, inclu
sive vidros e paredes. Esporadicamente, apos a limpeza o ambiente
é impregnado com uma solugdo alcodlica de formol a 8%,que € colo

cada em placas de Petri, para evaporar.

A-7° Precaugoes

Dentre as pessoas que trabalham no laboratorio, aquelas que kem me
nor tempo de treinamento e as que estao mais diretamente associadas
a manobras com material infectado sao as que apresentam maiores

possibilidades de serem infectadas acidentalmente.

A inalagdo de aerosois, a aspiragao de solugoes contaminadas atra
ves de pipetas, acidente de centrifugagéo, etc., provocam, comprova
damente, grande nuamero de infecgoes acidentais e devem ser preve
nidas pelo uso de mascaras descartaveis de papel, pipetadores e pela
obediéncia as instrugdes especificas de trabalho e de uso do equi
mento.

/ANEXO B
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ANEXO B - ESQUEMAS DE PROCEDIMENTO

B-1 Concentragao

em amostras de égua tratada por filtragao "in loco"

400/500 litros de agua tratada

HC1 12N em quan

tidade suficien

te para pH 3,5
+

AlCls 2M para
concentragao fi
nal de 0,000 5M

Bomba dosadora Johnson |»

Tiossulfato de
sodio em quanti
dade suficiente
para neutrali-

zar o cloro

\

Sistema porta-filtro 293 mm, membrana AP2
(clarificante) e membrapa HA de 0,45 um.

Lavar as membranas com solugéo salina 0,14M pH 3,5

{

Eluigao com 300 ml extrato de carne a 3%,

pH 9,0 - 30 min de contato

3

Eluido, pH 3,5

Agitar 30 min

]

Centrifugar a 4 000 rpm/30 min

Ressuspender o sedimento com 15 ml de Na2HPO4 0,15M, pH 9,0

Agitar 15 min

3

Ajustar para pH 7,0-7,2

I

Descontaminagao

Y

Inoculagao em celulas
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B-2 Concentracao em amostras de égua bruta por filtracao em labora

torio

40 litros de agua de manancial
{

AlCl3 0,1M concentragao final de 0,000 5 M

E

Ajustar pH 3,5

k

|
Sistema porta-filtro 293 mm, membranas AP 20:
(clarificante) e membrana HA de 0,45 um

l

Lavar as membranas com solugao salina 0,14 M, pH 3,5

I

Fluigéo com 300 ml de extrato de carne a 3%, pH 9,0, 30 min contato
‘ 1

Eluido, pH 3,5

Agitar 30 min

Centrifugar a 4 000 rpm/30 min

T

Ressuspender o sedimento com 15 ml de Na HPO4 0,15M, pH 9,0

Agitar 15 min

Ajustar para pH 7,0-7,2

I

Descontaminagao

Inoculagao em celulas

/ANEXO C
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