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INTRODUCKO

Os métodos de concentragfo & ensaio wviral, utilizados para
evidenciar os virus entdricos presentes em amostras ambientais
vem sendo desenvolvidos e aperfeigoados nos Jlt imos anos.

Entre os virus presentes em amostras ambientais os mais
frequentemente isclados sfo os poliovirus, os vivus Coxsackie A e
B, oas virus ECHO, que fazem parte do grupo dos Enterovirus. Em
relagfo aos poliovirus selvagens, embora as metodologias
convencionais de isolamento e identificagfo empregando culturas
celulares tenham se revelado eficientes para a sua evidenciagHo
nas amostras de dguas, a grande redugfo da circulagfo desses
virus, imple a necessidade da utilizacfo de métodos cada vex mais
sensfveis para determinar a sua ocorréncia no meio ambiente.

0s recentes progressos ocorridas no campo da viroleogia molecular
tem contribufdo significativamente para a implantag¢o de
metodologias bastante sensiveis, rdpidas e de custo relativamente
baixo. A nova tdecnica de amplificacqo de DNA, a reacHo em cadeia
de polimerase (PCR)Y, representa um dos maiores avangos da
biologia molecular. Fsta técnica permite a amplificagdo
especlfica de fragmentos de material gendtico que eatio
inicialmente presentes na amostra, mesmo em quantidades de
picogramas, em poucas horas.

a4 aplicacfo direta da tdenica “PCR”Y em concentrados de amostras
de dgua, obtidos atravds de métodos de concentrag¢o tradicionais,
pode fornecer um novo € eficar instrumento para programas de
monitoramento de virue no meio ambiente.
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1 OBJETIVO

Esta Norma prescreve os procedimentos que permitem detectar
intratipicamente poliovirus em amostras ambientais utilizando-se
a téenica de reacfo em cadeia de polimerase.

2 DOCUMENTOS COMPLEMENTARES

Na aplicag%o desta Norma € necessdrio consultars?

Mi.000 -~ Lavagem. preparo e esteriliza¢fo de material para
cultura celular

L%.505% ~ Enterovirus - Método de concentragfo de amostras de Hgua
de esgoto por adsor¢do a hidrdiido de aluminio

LE.009 -~ Seguranga € higiene do trabalho em laboratdrio de
microbiologia ’

LS.245% ~ Prova de adequabilidade bioldgica da €gua destilada para
fins microbioldagicos
3 DEFINICOES

3.1 DNA
Acido desoxirribonucléico.

3.2 RNA
Acido ribonucléico.

3.3 PCR
Reaco em cadeia de polimerase.

3.4 pP.a.
Para andlise.

3.3 qu.S.P.

Quant idade suficiente para.

4 APARELHAGEM

4.4 Materiamis € equipamentos
4.1.1 Agitador tipo “Vortex”.

4.1.2 Autoclave
Deve ter tamanho suficiente para permitir a circulagfo do wvapor
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ao redor do material a ser esterilizado por esse método '€ ser
equipada com vdlvula de seguranca, mandmetro e termbmetro, cujo
bulbo ficard na dire¢fo da linha de escape do wvapor condensado
(drenod). A autoclave deve ser normalmente operada a uma pressfo
de wvapor de i0% KPA e produzir em seu interior, uma temperatura
de 124,66 °C, ao nivel do mar. Deve-se observar €n seu
funcionamento, a substitui¢qo por vapor de todo o ar existente na
chmara. A operacfo total da autoclave deve durar no mdimo  una
hora, sendo recomendado o acompanhamento dos ciclos de operagfo e
o registros de tempo-temperatura. E recomenddvel que a autoclave
atinja a temperatura de esterilizacfo de 121°C em 30 minutos e
mantenha essa temperatura durante o perfodo de esterilizaglo.

4.1.3 Balangas
4.4.3.4 Com sensibilidade mimima de ©,4 9 ao pesar 150 9.
4,1.3.2 Com sensibilidade mimima de 1 mg ao pesar 10 g.

4.4.4 Banho-maria

Equipado com termostato para temperatura de 35°C a 60 °C, com
capacidade suficiente para comportar recipientes contendo meios
de cultura.

4.1.5 Capela de seguranca bioldgica (cémara de fluxo laminar
vertical)

Equipamento que possibilita a retengfo de part fculas do ar
através da passagemn do mesmo por filtros HEPA, cuja eficibneia &
de 99,99% para partfculas iguais ou maiores a 0,3 um. O  ar
estéril produzido & dirigido em forma de fluxo direto sobre =a
drea de trabalho, proporcionando grande SEgUranGa NOs NANUSEIi0s
que devem ser realizudos em condigfes de mdxima esterilidade como
também prote¢o dos operadores. '

4.4.6 Congelador

Com regulagem para manter a temperatura na faixa de -20°C &
-70 °C. E destinado =ao armazenamento de solugbes e dos
concentrados das amostras. A limpeza e desinfecefo devem ser
feitas periodicamente.

4.1.7 Destilador de fgua ou aparelho para desionizag¥o
Deve produzir dgua nfo tdsica, livre de substéncias que impegan
ay interfiram na nultiplicagfo celular. .

4.1.8 Estufa para esterilizagfo e secagem

A estufa deve acondicionar pipetas, frascos para reagentes e
meios de cultura e toda vidraria & aparelhagem que pode ser
esterilizada por calor seco, € ter capacidade suficiente para
permitir a circulagqo do ar quente ao redor do material a ser
easterilizado. Deve ser equipada com um termmetro e um termostato
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e operar normalmente a uma temperatura de 170 a 180°C. O tempo de
csterilizacfo para a maior parte da vidraria € de 4 a &6 horas, 2
temperatura de 170 a i80°C.

4.1.9 Fonte de press4o
Bomba de vdcuo e pressfo ou outro dispositivo conveniente para
produzir uma pressfo de 1,0 kgf/cm .

4,.1.40 Frascos com capacidade de i 000 mL com tampa de rosca
para armazenamento de meio de cultura

4.1.14 Mangueiras de borracha
Com parede espessa, resistentes 2 pressfo.

4.4.12 Materiais para preparacfo de meios de cultura ¢ reagentes
Recipientes de vidro neutro ou ago inoxiddvel. O material de
aquecimento e os bastbes devem estar limpos g isentos de qualquer
substncia tdxica (nunca devem ser de cobred.

4,.1.43 MdMembranas filtrantes

De dster de celulose, com porosidade de €,22 um e @,45 um & com
difmetro de 142 mm e de nitrocelulose de @,45 pm com 349 . 640
U .

4,.4.14 Papel de aluminio

4,4.15  Papel filtro

4.1.16 Papel Kraft

4.1.47 Pera de succ4o ou pipetador de seguranga

4.1.48 Pinga dente de rato

4,.4.19 Pinga de pontas retas e bordas lisas

4.1.20 Pincel demarcador
Para escrita em vidro.

4.1.24 Placa agitadora magnética
Com velocidade reguldvel.

4.1.22 Micropipetador automitico . .
Ou outro dispositivo de seguranga para sucefo de conteddos
1fquidos, com regulagem varidvel para & pl a 4 000 pl.

4.1.23 Pré-filtro de fibra de vidro
Tipo AP~20, com didmetro de 142 mm.
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4.4.24 Pisseta
Para €lconl etflico a 70X%.

4.1.25 Protocolos
Para registro dos testes.

4,4.26 Provetas graduadas
Com marcagfo externa, nos volumes de 100, 250, 500, 1 000 ¢ 2 000
mh.

4.1.27 Porta-filtros

De ago inoxiddvel, didmetro de 142 mm.

4.1.28 Potencibmetro V

Deve ter escala bem legivel e medir com precisfo minima de @,4
unidade de pH. & calibrag¢%o do potencibmetro deve ser feita pelo
me. duas  veres ao dia, com tamples de pH 4,93 pH 6,86 & pH
¢,i8.

4.4.29 Refrigerador

Certificado para manter a temperatura na faixa de 2 a 8 °C., com
capacidade para comportar recipientes com 0% meios de cultura e
solugles a serem mantidos sob refrigeragfo. Sua limpeza €
desinfec¢do devem ser feitas periodicamente.

4.1.30 Vasilhames de presso
De ago inoxiddvel, com capacidade para 3 litros.

4.41.314 Alcobmetro
4.1.32 Algod4o hidrdfilo
4.1.33 Bandejas de ago inoxiddvel

4,1.34 Bragadeiras
Tipo rosca sem fim de 17 e 1/27.

4,41.35% Barra magnética
Recoberta com teflon, tamanho & cm x L G

4.1.36 Chaves especiais para porta-filtros
4.4.37 Tubos Eppendorf de 0,5 ¢ £,5 1
4.1.38 Bico de Bunsen

4.1.39 Etiquetas

4,4.40 Fita crepe
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4,1.414 Fita crepe especial

Para controle do material submetido X esteriliza¢fo, estufa ou
autoclave.

4.1.42 Estantes para tubos Eppendorf

4.1.43 Tripé

4.1.44 Tela de amianto
ry -

De tamanho 22 % 22 cm.

4.4.45 Microcentrifuga para tubos Eppendorf
Com capacidade para 14 000 rpm.

4.1.46 Sacos pldsticos no tdxicos

4.4.47 Luvas descartdveis

4.4.48 Ponteiras para micropipetadores

4.4.49 Ultracentrifuga refrigerada

Com velocidade até 60 000 rpm e que tenha rotores com cagapas
para volumes de 20,9 ml e 50,0 ml.

4.1.50 Centrifuga de mesa

Com velocidade até 1 @00 rpm e gque tenha rotor com cagapas para
volumes de 10,0 nl.

4.1.54 Speedvac concentrator (microcentrfuga & vdcuo)

4.1.52 Bomba de alto vdcuo

4.1.53 DNA Thermal Cycler

4.1.54 Sistema de eletroforese vertical

4.1.55 Fonte de voltagem

4.4.56 Transiluminador de ultra-violeta

4.4.57 Clmera fotogrdfica Polaroid e acessdrios

4,4.58 Filme Polaroid tipo 357

4.2 Solugles J

4.2.1 Reagentes

A.2.1.14 Para o preparo das solugles utilizadas nesse ensaio sHo
0s seguintes os reagentes necessdrioss
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1) dcido bdrico p.a.

2) dcido etilenodiaminotetracético (EDTA)Y p.a.

3) acrilamida p.a.

4) Hlcool iscamilico p.a.

%) azul de bromofenol p.a.

6) cloreto de 1itio (LIiC1) p.a

7Y cloreto de magnésio (MgCl, ) paa.

8) cloreto de potdessio (KC1)Y pu.a.

9y cloreto de sddio (NaCl) p.a.

10) clorofdrmio p.a.

$4) complexo de vanadil-ribonucleosidio p.a.

12)Y ditiotreitol p.a.

13) Ffenol p.a.

14) N, N’ metileno bis-acrilamida p.a.

15y nonidet P—-40 (NP-40) p.a.

16) persulfato de ambnia p.a.

L7)  SACArQO8SEe P.R.

18) sefadex G255 p.a.

19) sefadex G200 p.a.

29) tris ~ acetate p.a.

24> tris - HCl p.a.

22) trizma base p.a

23 mylene cyanole FF p.a.

24) primers especlificos para poliovirus tiros 1,2 e
3 vacinais :

2%)  primers especlificos para poliovirus tipos 1,2 e
3 virulentos (selvagens)

26> brometo de etideo

27y desodirribonucleot fdios trifosfatos (dNTPS)

28) inibidor de enzima inativadora de RNA

29) dleo mineral p.a.

30) transcriptase reverss

31 tag polimerase

4.2.4.2 0w reagentes devem ser de grau bacterioldgico e
procedéncia idénea, apresentar odor, cor e consisténcia
inalterados, Ger livres de clementos bactericidas o
bacteriostdticos inespecificos lrem COMO de carboidratos

inespeclificos.

4.2.2 Preparo de soluglies '

Para tratamento dos concentrados finais das amostras de dguas de
esgoto.

4.2.2.4 SolugHo tampfo Tris~-HC1l 10 mM

Componentes Quant idade (ml)
Solucho tampfo Tris-HC1 1,0 M, PH 7,60 uuunmununs 1,0
Aogua ultra pura €8téril QudePesnvununnannuuannnns 100,90

pH finals 7,6
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Preparo?!
Dissolver 1 nL da solugfo tamp4o Tris-HC1 4,0 M em dgua ultra
pura estéril. Completar o volume final para 10,0 mlL.

4,.2.2.2 Coluna de Sefadex

No preparo da matriz da coluna de Sefadex devem ser utilizadas
guatro solugfes preparadas da seguinte forma.

a) Solug4o A: Solugo de Sefadex G25

Componentes Quant idade

Sefadex G625 (Pharmacia Fine Chemicals)siaenavaosnnununans 19,9 g
fgua bidest 11ada QuGePuwvnunonuvnscnunuannunununmunnann 150,¢ ml

Preparo?

Dissolver 15,0 g de Sefades G255 em dgua bidestilada. Completar o
volume para 15,0 ml. Esterilizar em autoclave, a 124 ° durante
A% minutos.

b) Solucg4o B2 Solugo de Sefadex G 200

Componentes Quant idade

Sefadex G 200 (Pharmacia Fing Chemicals) Pe@asssnsnenn 2,9 9
Agua bidest i1ada QeSePossnnuunnonuannnwannnnnnasnswnnas u0,@ mh

Preparot

Dissolver 2,0 g de Sefadex G 200 em dgua bidestilada. Completar o
valume para 156,90 mb.. Esterilizar em autoclave, a i24°C durante
13 minutos.

c) Solugf%o C: Solugéo Tamp4o TSE

A4 preparacdo desta solugHo deve ser realizada como descrita
no item 4.2.2.3.

d) Solu¢fo D: Agua bidestilada

Festerilizar em autoclave a 124°C durante 195 minutos, 1 200,90
mh. de £gua bidestilada. :

e) Preparo final da Coluna de Sefadex

Componentes Quant idade
Soluclo A (Sefader G5 ) iauwnanssvnanunnnnanaanunnensa 150,90 ml
SolugXo B: (Sefadex G pe Y, T, 150,¢ ml.
Goluglo C2 (Tamp40 TOE) e usvouunnuununnunnunnunanensans 500,00 ml.

Sotuco D (Hgua bidest il1ada)ieuensunvnnnaunvnwwsnnwnn 1 200,02 mh
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Preparot

Apds esterilizar a solu¢fo A e B, deixar esfriar e colocd-1as em
banho de glicerina a 90°C durante 5 horas. Apds esse per fodo,
remové~las do banho & limpar os frascos na regifo exterior. Na
cdmara de fluxo laminar vertical retirar a parte superior de cada
soluco com o aux{lio de uma pipeta ligada a um sistema de vdcuo.
Acrescentar o mesmo volume de #gua bidestilada estéril. Repetiv o
processo mais 2 vezes com a dgua bidestilada € 1 vex com solugHo
tamp¥o TSE estéril. ‘

Misturar as solugBes A e B, volume/volume, com assepsia. Manter
sob refrigeragfo de 2 a 8°C.

4.2.2.3 Solugo Tampéo TSE
Na preparacgfo da solugfo tampfo TSE devem ser utilizadas trés
solugfes preparadas da seguinte formas

a) Soluc4o A: Solugo Tampo Tris iM

Componentes Quant idade
Tr i:.:l]‘a base p "al PECEE I BE B RN I T I BN DN BN BTN BB R TR B R B B I B BRI BN B R B 6'03 s‘g
fgua bidest il1ada QuéePuennsunsnannuannnsnnnunnenusnnanass 50,9 ml.

pH finals 7,6
Preparos
Dissolver 6,05 de trizma base em dgua bidestilada. Completar o

volume para 30,9 ml.

b) Soluco B: Solugfo de cloreto de sddio SM

Componentes ‘ Quant idade
Cloreto de 8dio (NRC1) Puflencewnnasnnonanasnnonnmmuunaan 14,64 9
flgua bidest ilada QuSuPonvuennsnonanuansanansnnnnunnunaas 50,0 ml
Preparos

Dissolver 414,61 g9 de cloreto de sddio em dgua bidestilada.
Completar o volume para 90,0 ml.

c) Soluc%o C: Solugéo de EDTA 0,2 M

Componentes ’ Quantidade
Acido etilenodiaminotetracdtico (EDTA) pua............L 3,722 g
foua bidest i1ada QuBaPurnawonsuanununnunsusannunnnaansnnas 50,0 ml.
Preparo?

Dissolver 3,722 o de EDTA em fgua bidestilada. Completar o volume
para 50,9 ml.
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d) Preparo final da solu¢fo tampfo TSE

Componentes Quant idade
GolucHo A (Trisg IM)ucunwenuaunausaanunununnansnnnwansnn 5,0 ml
Soluc4o B (Cloreto de sddio SM)uwansnnsnnsannasnannnaan 10,0 mbL
Soltlcé(c)c (EDTA 072”)-1--unu.«u--uuu-uuun-nnnuu.--n-uu-u Z'Z'E; n"L

Bogua bidestilada QuSePuvsovsnunusnonanswununannsunnsesnn 82,5 ml

Preparo?

Acrescentar X 782,% ml de dgua bidestilada, as soluglies A, B e O
nos volumes acima indicados. Agitar e esterilizar em autoclave, a
121 °C durante 4% minutos.

Para extrac4%4o do dcido nucléico viral

4,.2.2.4 SolugHo tampo de lise Sx

Na preparagdo da solugfo tampHo de lise Ix devem ser utilizadas
cinco solugHBes preparadas da seguinte formatl

a) Solucfo A: Solugfo tamp4o Tris—HC1 1,0M pH 8,3.

A preparacfo desta solugHo deve ser realizada como descrita no
aneot $.3.4, com excecfo do pH final que deve ser ajustado, neste
caso, para 8,3.

b) Solugo B: Solu¢4o de cloreto de potissio 2,0M

Componentes Quant idade

Cloreto de potdssio (KC1) PuBlewcwsnswnunnusnnunnnunnnns 7,45 g
Bgua Ultra PUFR GeSuPuasssunnuoususasnunmaannunnuonnnnns 1990,9 ml.

<

Preparos .
Dissolver 7,4% g de cloreto de potdssio em dgua  uwltra pura.
Completar o volume para 100,09 ml. Esterilizar em antoclave, a
424 °C durante 1% minutos.

c) SolugXo C: Solug4o de cloreto de magnésio i,0M

A preparacfo desta solugfo deve ser realizada como descrita no
anexo 7.3.5.2.

d) Solucfo E:z NP—-40 a 204

Componentes ,Quantidéde

NP'”4® (NOI’\idE‘.‘t P""40) pu.é.(n-u-un-uu-nuu-uuuuu-unua--nunu- 230,@ n‘l.-
Boua LIEFR PUFBuwsessvuannosmssnaunnanuunsnanmnnawssuns 80,9 mL

Preparot
acrescentar 20,9 ml de NP-40 em 89,0 ml de gous ultra pura.
Agitar para dissolucéo.
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&) Preparo final da solugfo tamp4o de lise Sx

Componentes Quant idade
SolugHo A (Tris HC1 4,0M)uiuuucuusnunnunnnnnsnnnnnnannan 2,5 mi
Solug4o B (Cloreto de potdssio 2,0M)eeeucccnssnnnaannsn 4,75 ml
Satug4o € (Cloreto de magnésio 1,0M)uieuincssunvnneuncnn 9,25 ml
Solugfo D (Complexo de vanadil-ribonucleosidio 200mM)

p.a (Sign"a)unn-nuunn-nuuuuu-vu.uunnunuuuuun-uuu-u--uu-nn- iyg.).’s::‘ n‘L
SolugHo F (NP-40 a 20%) uunsausvannsnnununuvunnunuanannan 1,25 ml.
figua ultra pura EGL B [l uununmunnaunnusasunanonsnnneesnos 3,0 ml
Preparo?

Acrescentar em 3,0 mnl de dgua ultra pura estéril, as salugles 4,
B, C, D e E nos volumes indicados. Agitar, dividir em volumes de
1,9 mh e estocar a -20°C.

4.2.2.5 Fenol-TE
Componentes Quant idade

Fenol Pua-n---uuunuunnuuun-nu-nunnunnaunnnnuulnnu-nuuuu 2@0,0 'nl.-
Golugdo tamp80 TE.ewewuunusnuncnucnnanunsunnnnnnsnnnnuns 208,90 ml

Preparost

Dissolver aproximadamente 200,90 g9 de fenol em banho-maria a 80 °C.
Apde liquefa¢fo, misturar 200,90 ml. de fenol com 200,20 ml da
solugdo tamp%o TE, pH 8,9. Homogeneizar vigorosamente, deixando a
mistura em repouso. Remover a parte superior da mistura e
acrescentar o mesmo volume de soluegHo tampfo TE pH 8,9.

Repetir o processo mais uma vex. Checar o pH final da mistura que
deverd ser 7,0-7,2.

4.2.2.6 Solugfo tampéo TE
Componentes Quant idade

Soluclo tampfo Tris—HC1 41,0M, pH 7,6 (Item 4.2.2.08)uaun 5,0 nml
Seido etilenodianinotetracdt iCO PeBovuunnnsnsvannesnuwns ©,5861 9

Boua MIEKA PUFA QuSaP eevuunnnnnuunosnnnsaannnssnssusnnnsn 500,09 ml
pH 7,8

Preparos _ .
Dissolver os componentes em dgua ultra pura. Agitar até completa
dissolugfo. Completar o volume final para 1000 mlL. Esterilizar em
antoclave, & 121°C durante 1% minutos.

4.2.2.7 Solucfo de clorofdérmio + dlcool isoamilico 24:1
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Componentes Quant idade

c:lor‘of‘érmia p-a-nunuu------u-nu-nn-----uuuun---un--uu-u £34’® rﬂL
B1cool is0aMIliCl Pefleannenesnmsussunannuusasnunnnnnesss 1,0 mi.
Preparot

Em um frasco &mbar acrescentar 24,9 ml de cloroformio e 1,0 ml de
L1cool isoamilico. Homogeneizar e estocar em temperatura

amb lente.
Obs.t preparar a solugfo em capela.

4.2.2.8 Solugfo de cloreto de 1ftio 4,0M
Componentes Quant idade

Cloreto de 17tio (LiCl) PuBusscunnnnennnnansnnuunnnnnne 4,24 g
Boua UILKa PUFA QuSePuansuussnnsssnosnunuunnsuunssunnnsnn 109,06 ml.

Preparos

Dissolver 4,24 g de cloreto de 1{tio em dgua ultra pura.
Completar o volume para 100,¢ mlL. Esterilizar em autoclave, =&
124 °C durante 15 minutos.

Para a Técnica de Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

‘4.2.2.9 Solug4o de Acrilamida/Bis~acrilamida 38:2

Componentes Quantidade
Ac"' i 1&“"ida pﬂa- % M M N N B P A M B R W R B NN NR S RN % ER "M BN NN R R KM UENDN 3‘3,0 S’
NyN, meftilt-}?no blﬁi“"ac:l"i]'amida P a@uunnmwnwuounnswnennneeonuwen :3,0 4

fgua bidest ilada QuSePurvenwsnsasnnnununanunasnannunssn 100,090 ml.

Preparos

Pesar e dissolver os componentes separadamente em um  pouco de
dgua. Misturar as solugles e completar o volume final. Envolver o
frasco com papel aluminio. Estocar a 4°C.

4.2.2.40 Solucfo tampfo TBE 10

Componentes Quant idade
TriZma~base Pedunausessnanunnanaaaunnannananannnansasss 324,6.9
Beido DOFICH Pallusaswsunanununnunaussnoanasanssnennesss 169,00 g
doido etilenodiaminotetracdt iCO PoBusnunnaannsnunannscna 30,0 g

Baua UIEER PUFAR QeSaPunsanunnennnnsnnnsnnesssnsnoensunsnn 3000,0 ml

Preparo?® ‘
Dissolver os componentes em Hgua ultra pura. Agitar atd completa
divsolucfo. Completar o volume final para 3000,0 ml. Esterilizar
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em autoclave, a 124 °C durante 15 minutos. Manter em temperatura
ambiente.

4.2.2.44 Solugfo tampfo TBE i
Cbmponentes Quant idade

Solucfo tamp8o TBE 40xucunwuwvoannunnumne wnnnanunnnnnnnw 200,90 mi
figua ultra pura estérilovsvavssvsonnenunnnnuunuannennns 38500,0 mh

Preparos

Adicionar 200,00 mL da solu¢Ho tampo TBE 101 em 1i800,0 ml de Hgua
wltra pura estéril. Agitar para completa dissolugfo. Manter e
temperatura ambiente.

4.2.2.12 Solugéo de persulfato de ambnia a 10%
Componentes . Quant idade

Persulfato de ambnia (NH,)258708) PuRuuuvancanunnunanans 19,9 g
Boua UIEra PUFR GuSuePacesnunnnanasunusnnnounnnnunnnunas 100,00 ml

Preparos

Dissolver 19,0 g9 de persulfato de ambnia em dgua ultra pura.
Completar o volume para 100,90 ml. Envolver o frasco com papel
aluminio. Estocar a 4°C.

4.2.2.13 Corante DAI (63 loading buffer + 40% sacarose)

Componentes Quant idade
Azl de bromofent]l Puflecuenevunuananunnsennsennssusnenss 0,25 g
Xylene cyanol FF pPeflewsvusnusnusnsnannnnnnunsnanannanssns 9,29 g
CSRCAFVOSE [P wlounusasssesnsnenssnnsunnenssunsssssssssnnns 40,0 g
figua bidestilada QuSePucusonnasnus G u B R EE MR N e R B MmO RNk 100,90 wml.
Preparos

Pesar os componentes e dissolver em dgua bidestilada. Agitar até
a completa dissolugfo. Completar o volume final. Dividir em
pequenas poreles. Envolver cada frasco com papel aluminio.
Estocar a 4°C.

Para Aplica¢%o da Reag4o de PCR nas Amostras Previamente Tratadas
4.2.2.44 Solucfo tampfo de PCR 10

Componentes Quant idade

Soluclo tampdo Tris~HCT 1,9M, pH 8,3 . v euaunnnnnnununs 50,0 ml
Solugio de cloreto de potdssio 2,0Mecivonnsunuvnanuncun 35,9 ml
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Solugo de cloreto de magnésio 4, 0Mecunnnssnnnnnnunsnus 5,0 mh
SolucHo de ditiotreitol 4,0Mucecnvcvnsnnonnuosnnsvunnnna 10,0 ml
Ge]atir]a pualﬂ‘lu..l...n.ﬂ'.-.-‘l..lI.ull.'l..l'-'"-l.-- G’j-g
Preparos

Dissolver ot componentes na ordem indicada. Agitar, dividir em
volumes de 10,9 ml e estocar a -20°C.

4.2.2.145 Gel de poliacrilamida a 12%

Componentes Quant idade
derilamidasbis~acrilamida 3Bi2 Peflovssvansnununsunsnsus 19,8 ml.
SolucHo tampfo TBE 41@Muurevnnwanonusuannnunnnaanannnness 46,3 mh.
Bgua UILra PUI Queusnasnannnosnaneasnanesunsnseasnanessus 42,8 ml
Solucio de persulfato de amdnia & 407 i nunanennonnunn 1,25 nml
NrE”ED P-al--uu-uul-un---u-u---nnnn-uu-u-n-n-un--uu.ulul 31 lu-
Preparos

Acrescentar os componentes em um bequer, na ordem indicada acima,
homogeneizando lentamente para completa dissolug¢Ho. Adicionar
esta mistura entre duas placas de vidro, previamente preparadas,
colocar o pente no gel, e deixar o sistema em FepRpouso,
ligeiramente inclinado, no minimo durante i hora para
polimer izacio do gel.

4.3 Esterilizac%o das solugles ¢ meios de cultura

4,3.14 Filtragko .

& filtrag%o de solugles ou de meios de cultura que contém
suhaténcias termoldbeis, € feita com pressfo positiva ou v&cuo,
usando~se membranas de dster de celulose acopladas, com  as
seguintes porosidades: 0,45 pm e 9,22 pum. Pré-filtros clarifi
cantes de fibra de vidro, podem também ser inclufdas e, as de
tipo AP-20 s¥%o as mais indicadas. A montagem das membranas deve
setrr feita obedecendo uma ordem decrescente de porosidade. Todos
0 materiais € equipamentos utilizados para a filtracfo deverfo
ser esterilizados previamente por autoclavagfo a 121 °C durante 30
minutos.

4.3.2 Autoclavacéo

Esteriliza¢fBes de soluglBes ou de meios de cultura em autoclave
devem ser feitos em temperatura de 424°C durante 1% minutos.
Durante a autoclava¢fo de meios de cultura, n¥o deve haver
exvcesso de aquecimento para evitar uma sobrecarga térmica que
possa produzir hidrdlise, peptonag¢fo, carameliza¢do ou outro tipo
de destruic¢fo das substéncias aug constituem os meios de cultura.

4.4 Armazenamento de solugfes
fs solugbes s¥o armazenadas em refrigerador (22 a 8°0) ou em
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congelador (-20 °C). SHo mantidas em frascos bem fechados, com
rolhas de borracha ou tampa de rosca, pois os tampfes de algodfo
podem permitir a entrada e a consequente absor¢fo de substéncias
inespecificas. Solug8es alcalinas ndo devem ser estocadas em
frascos de vidro por muito tempo, pois estes frascos sHo
lentamente dissolvidos e fons de metais pesados so,
posteriormente, encontrados nessas solugles.

5 EXECUGCHKO DO ENSAIO

5.1 Principio do método

Atravds da aplicagfo direta da rea¢fo em cadeian de polimerase
(PCRY, em concentrados de amostras ambientais, € poss fvel
evidenciar a presenga de poliovirus. A PCR, baseada no uso da Taq
polimerase, ¢ uma reagHo enzimdtica “in vitro” que aumenta ou
amplifica sequéncias gendmicas especificas desses virus, sendo a
aplicago deste método dependente de conhecimento prédvio dessas
sequlncias, da disponibilidade de primers especificos, como
também do estabelecimento de condig¢8es ideais para a reagfo. Essa
tdcnica permite a amplificacfo sinulténea de segmentos genbmicos
distintos de diferentes poliovirus, desde aue sejam utilizados
primeres especificos durante a reagdo. 0s produtos da reaglo sHo
detectados por eletroforese em gel de poliacrilamida, corados com
brometo de etifdeo e visualizados em transiluminador de lusz
ultravioleta.

S.2 Procedimento

5.2.4 Tratamento dos Concentrados Finais das Amostras de Aguas
de Esgoto
5.2.1.4 Reconcentrag4o por ultracentrifugacio
a) Colocar 8.5 ml do concentrado final da amostira
em dois tubos, da ultracentr (fuga IEC/B~60

correspondentes ao rotor de 60 00¢ rpm.

b)Y Tarar os tubos (que contém a amostra) com as respect]
vas tampas de metal.

c) Colocar os tubos no rotor: ajustar bem & tampa do
mesmo € ultracentrifugar & 44 900 vpm durante 2 horas
& 30 minutos.

d) Apds ultracentrifuga¢fo, desprezar o sobrenadante
gent ilmente, tomando o cuidado para nfo ressuspender
0o precipitado.

¢) Suspender o precipitado em 0,9 ml de solueHfo tampéo
Tris 1omM, pH 7.4.

£) Transferir esse concentrado para um tubo Eppendorf de
1,5 mh, devidamente identificado. '

g) 8¢ nfo for possivel processd-lo imediatamente,
conservar o tubo em freezer a -70°C.
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Tratamento com Freon e Coluna de Sefadex

@)

)
¢
d?

o

Descongelar o tubo Eppendorf que contém o concentrado

final da amostra e acrescentar o mesme volume de

Freon destilado, isto €2 0,5 ml de Freon (Freon=i,1,2

Triclorotrifluoretano; deve SEr usado SEMpre

destilado). Usar luvas durante todo o trabalho.

Todos os materiais utilizados com Freon devem ser

desprezados em um recipiente separado.

Homogeneizar em vortex durante 39 segundos.

Centrifugar em microcentr {fuga durante 4 minuto.

Colher o sobrenadante e transferi~lo para um tubo

Eppendort de 1,5 ml e manter sob refrigeracfo para

preparar a coluna de Sefadex.

Preparo da coluna de Sefadex.

- em uma seringa de 3 ml acrescentar, com o auxilio
de pinga € tesoura, uma pequena quantidade de 14 de
vidro tratada com salina,

- rolocar a ponta da seringa dentro de um pequeno
tuho coletor de l1Tauido,

- a seguir, adicionar 2,5 ml. da matriz de Sefadex
(mistura de 625 + G200), previamente preparada,
adicionar, sobre a matriz, 0,5 ml da soluclo tampo
TSE,

-~ centrifugar a 1 000 rpm durante 4 minutos,

- desprezar o lfquido residual do tubo coletor e
acrescentar, scobre a matriz de Sefadex, ©,5% mb da
solucdo tampdo THE, centrifugar a 1 200 rpm durante
4 minutos & desprezar o liguido residual contido
no tubo coletor. Repetir O processo mais uma ve.

- acrescentar na coluna de Sefadex, assim tratada,
®,5 mh da amostra de esgoto bruto tratada con
freon. Centrifugar a 41 €00 rpm durante 4 minutos,
recolher a amostra contida no tubo coletor e
transferf-la para um tubo Eppendorf de 1,35 ml,
devidamente identificado.

- transferir 80 pl dessa amostra para um  tubo
Eppendorf de 0,% ml, devidamente identificado.

- conservar as amostras em freezer a ~70°C

Extrac4o do dcido nucléico viral

Preparo da amostra (lLise)

al

)
C)

Preparar a bancada com papel de filtro e todo. o
material necessdrio. Usar luvas durante todo o
trabalho.

Preparar o banho de gelo em caixa de isopor.
Descongelar o tubo Eppendorf de 0,5 ml que contém 80
L da amostra e acrescentar no mesmo 20 L da solu¢fo

tampHo de lise % o concentrada. No mesmo grupo de

reagfes acrescentar um tubo 80 pl de Hgua bidestilada
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que ser® um dos controles do teste.
d) Homogenelzar em vortex 4 a 2 minutos.
e) Manter a mistura em banho de gelo durante i@ minutos.

Tratamento com fenol € cloroformio

a) Acrescentar 100 pl. de fenol + TE aos 100 pl  da
mistura acima descrita (amostra + tamp4o de lise).
Todos os materiais utilizados com fenol devem ser
desprezados em um recipiente separado.

b) Homogeneizar em vortex durante 1§ a 2 minutos.

¢) Centrifugar em microcentr {fuga a 12000 rpm durante 1§

- minuto. )

d) Colher o sobrenadante (= 106 pL) e transferi-lo para
outro tubo Eppendorf de 0,5 mbL.

e) Acrescentar 100 pl da solu¢fo de cloroformio + Hlcool
isoamflico 24:4.

) Homogeneizar em vortex durante 4§ a 2 minutos.

g) Colher o sobrenadante (= 100 uL) e transferi{-lo para
outro tubo Eppendorf de 0,5 ml.

Tratamento com cloreto de 1ftio, precipitago com etanol

e secagem 2 vdcuo do material genético viral

a) Aos 100 pl da amostra, descrita acima no item g,
acrescentar 5 pl. da solugfo de cloreto de 1{ftio 4M e
300 pL de dlcool absoluto mantido a ~-20°C.

b) Homogeneizar rapidamente.

c) Manter a -20°C durante a noite ou em gelo seco
durante 4 hora.

d) Colocar & microcentr [fuga na clmara fria e
centrifugar a amostra a 12000 rpm durante 30 minutos
a 4°C.

e) Descartar o sobrenadante suavemente, com o auxilio
de micropipetador. .

£) Acrescentar 300 pl de Hlcool etilico a 70%, mantido a
-20°C. ‘

g) Centrifugar em microcentrifuga a 12000 rpm durante 5
minutos a 4°C.

h) Descartar o sobrenadante gentilmente, com o auxilio
de micropipetador.

i) Acrescentar 300 plL de Hlcool absoluto, mantido a
-20 °C.

J) Centrifugar em microcentrifuga a 12000 rpm durante 5
minutos a 4°C. )

k) Descartar o sobrenadante gentilmente, com ‘o auxilio
de micropipetador.

1) Colocar os tubos, com o material gendtico precipitado
na microcentr Ifuga & vdcuo durante 9 minutos, para
secd~-1os. Ligar o sistema de refrigeragio da
microcentrifuga 46 a 15 minutos antes do uso,
verificando se o compartimento da mesma estd completo
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com dlcool metilico (metanol)d.

m) Retirar os tubos da wmicrocentrfuga =a vdcuwo, €
suspender o material gendtico precipitado com 30 pl
da solucfo tamp8o TE pH 7,8. Conservar os tubos @
~20 °C.

Aplicag4o da reag4o da PCR nas amostras previamente
tratadas

a) Limpar a clmara de fluxo laminar wvertical de PCOR e
prepard-la para o teste com todos (a3 materiais
necessdrios. Usar luvas durante todo o trabalho.

b)Y Preparar o banho de gelo em caixa de isopor.

¢) Separar todos os reagentes necessdrios para a rea¢fo e
manté&-los em banho de gelo. Devem ser utilizados?

- primers

-~ RNase inibidor (iop/pl)

- Transcriptase reversa (Su/pl)

~ Tampfo PCR 410

- YTag polimerase (Sp/pl)

-~ d NTP (imM cada’

- dgua bidestilada estéril e filtrada
~ controle positiva

d) Na cémara de fluxe laminar vertical, numerar um  tubo
Eppendort de 4,5 ml como PCR mix #i, € outro como PCR
mix H2.

@) Também, no fluxo, numerar novos tubos Eppendorf de 8,3

ml. para as amostras em teste, 01 tubo para o controle

positivo & 01 para o controle negativo. Preparar entdo

a mistura #Hi.

£) Preparo da PCR mix #Hi

- no tubo Eppendort de 4,%mb., previamente identificado,
acrescentar: primers, o tamp%o PCR 10y, d NTPs ¢ dgua
bidestilada estéril ¢ filtrada.

- a quantidade de cada reagente =a ser ubtilizada &
caleculada de acordo com o total de amostras a ser
anal isada.

Para uma amostra, utilizars
a) 2 ul de cada primer
b)Y 10 pl de tamp®o PCR 10
) 20 pl. de d NTP
d) usar Hgua bidestilada filtrada e estéril para
completar o volume total necessdrio. '
e) apds o preparo manter a mistura em banho de gelo e
preparar a PCR mix H2.
g) Preparo da PCR misx H2
- no tubo Eppendorf de 1,%5ml., previamente identificado,
Cacrescentar® RNase inibidor, transcriptase reversa,
Tag polimerase e dgua bidestilada estdéril e filtrada.
a quant idade de cada reagente a ser utilizada é
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calculada de acordo com o total de amostras a ser

analisada. Para uma amostra, atilizar:s

a) 1 pl. de RNase inibidor com 19 p/ul.

b)Y 4 pl de transcriptase reversa com 3 p/pl

c) 0,5 pl de Taq polimerase com 5 p/pl.

d) usar dgua bidestilada Ffiltrada e estéril para
completar o volume total necessdrio.

e) apds o preparo manter a mistura em banho de gelo.

h) Descongelar as amostras a serem testadas e manter em
banho de gelo.

i) Acrescentar 64 pl da PCR mix #1 em cada um dos novos
tubos Eppendorf, previamente identificados.

J) A seguir, acrescentar Spl de cada amostra no respectivo
tubo Eppendorf como tambdm 5 pl dos controles positivo
e negativo (dgua bidestilada estéril e filtrada).

k) Homogeneizar em vartex rapidamente.

1) Adicionar em cada tubo 2 gotas de dleo mineral estéril,
tipo Nujol.

m) Centrifugar em microcentr {fuga a 412000 rpm durante &
minuto.

n) Colocar os tubos na Mfquina da PCR, & 95°C durante 3
minutos. Para obter o tempo necessdrio (3 minutos),
ajustar o equipamento para O minutos.

o) Centrifugar em microcentr fuga a 12000 rpm durante 1§
minuto.

P) Acrescentar em cada tubo Eppendorf, 27pl da PCR mix H2.

q) Homogeneizar em vortex rapidamente.

) Centrifugar em microcentr {fuga a 12000 rpm durante 1§
minuto.

%) Colocar os tubos na Mdguina de PCR, na File #10. Essa

“File” jd estd programada para todos os ciclos
necessdrios ao teste, descritos no caderno de registro.
anotar no respective caderno o tempo de uso  do

equipamento.

t) Apds o término de todos os ciclos da reagfo, retirar os
tubos da mfquina, conservd-los a 8°% e aplicar o
conteddo dos mesmos em gel de poliacrilamida.

5.2.4 Técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida

5.2.4.4 Preparo do gel
a) Antes de iniciar o trabalho, limpar a bancada
colocar sobre a mesma papel de filtro e os
cquipamentos necessdrios. Utilizar luvas durante todo
o trabalho.
b)Y Limpar as placas de vidro, lavando-as com Esxtran
diluido e enxagud~las com fgua de torneira e dgua
‘destilada. Secar com papel de Ffiltro. Utilizar o
MESMO Processo para 0% espagadores ¢ o pente.
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c) Com o auxi{lio de uma gase limpar bem cada placa, de
ambos os lados, com dlcool metilico (metanol). Secar
com uma gase limpa.

d) Proceder % montagem das placag?

- colocar o0s dois espacadores sobre uma das placas,

- juntar a outra placa,

-~ fixd~las com as garras de pressio,

- yedar as laterais do sistema de placas e a parte
inferior do mesmoe com fita adesiva transparente.
Colocar um reforgo da fita adesiva nas extremidades
inferiores do sistema,

- fixdar bem o sistema com as garras de pressfo.

e) Preparar o gel.

) Apds o preparo do gel, adicionar a mistura entre o
sistema das duas placas de vidro, previamente
preparadas. Colocar o pente no gel no local adegquado.

g) Deixar o sistema em repouso, ligeiramente inclinado
durante 1 a 2 horas para a polimeriza¢fo do gel.

5.2.4.2 Aplicag4o no gel, das amostras amplificadas através do

PCR

a) Apds a polimerizagfo do gel, retirar as garras de
pressefo ¢ a fita adesiva da parte inferior do sistema

b) Lavar a placa com dgua destilada.

¢) Com todo o cuidado, retirar o pente e acertar =a
beirada do gel com o auxilio de um bisturi. Lavar com

- dgua destilada.

d) Acrescentar inicialmente, 100 =a 200 ml de solugHo
tampo TBE 1 » concentrada nos dois reservatdrios de
uma cuba acrilica (sistema vertical)

Obs.?® Preparar um total de 1500 mL de solugfo tamp¥o
TBE 4 = concentrada.

¢) Fimar com o auxllio das garras de pressfo, 0o sistema
de placas contendo o gel, na cuba acrilica que contém
dois reservatdrios separados verticalmente.

£) Preencher os reservatdrios com a solu¢fo do tampfo
TBE 4 » concentrada. Verificar se nfo estd ocorrendo
vazamento.

g) Preparar novos tubos Eppendorf para todas as amostras
e um tubo para o marcador de peso molecular. Numerar
todos os tubos.

h) Acrescentar em cada tubo Eppendort 2 pl. da  solugHo
corante DATL. ) .

i) Acrescentar no tubo correspondente ao marcador de
peso molecular, 3 pl do respectivo reagente.

J) Transferir para os respectivos tubos Eppendorf, 20 pl
de cada amostra ¢ dos controles positivo € negativo.
Trocar as ponteiras entre as inoculagfes.

k)Y Com o auxilio do wmnicropipetador e das respectivas
ponteiras, aplicar os 9 pl do marcador de peso
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molecular como também aplicar os 22pl de cada amostra
¢ dos respectivos controles positivo e negativo, nas
canaletas formadas no gel de poliacrilamida. Comegar
a inoculag4o da esquerda para a direita, sendo que =&
primeira canaleta receberd o marcador de PEsO
molecular, a segunda o controle positivo e as demais
receberfo as amostras em teste. A ltima inoculago
serd a do controle negativo. Trocar as ponteiras
entre as inoculagbes.

Corrida Eletroforética

a) Apds terminada =z inoculagfo, verificar os niveis da
solugfo tampfo nos dois reservatdrios da cuba e entfo
ligar o sistema a uma fonte de energia eldtrica,
regulando-se a mesma para fornecer 200 volts durante
3 horas.

b)Y Durante a corrida eletrofordtica, checar periodica
mente o nivel do tampfo nos dois reservatdrios da
cuba. Se necessirio completar o volume do reservatg
Fio superior, tomando o cuidado para que o reservatg
rio inferior nfo receba solug8o tanp8o em excesso.

c) Apds a corrida eletrofordtica, desligar a fonte,
retirar as garras de pressfo, e tomando cuidado,
remover o sistema de placas da  cuba. Desprezar =
solugHo tampfo existente na cuba e enxagud-la com
dgua destilada.

Colora¢4o do gel

2) Retirar a fita adesiva das laterais do sistema de
placas, a seguir retirar os dois espagadores e com
cuidado destacar uma das placas de vidro.

b) Retirar o gel, colocando-o em um recipiente com Hgua
destilada.

¢) Acrescentar 2% pl da solugfo de brometo de etideo
(40 mg/ml.Y, deixando o gel em contato com esta
solugHo durante 3 a 9 minutos.

Fotografia em transiluminador

a) Na sala de fotografia, colocar o gel sobre )
transiluminador & fotografar com o sistema de
fotografia contendo filme Polaroid tipo 97.

b)Y Nunca ligar o transiluminador sem estar usando dculos
ou mdscara de prote¢do facial contra radiaco
ultravioleta.

¢) Retirar a foto da mfquina, apds alguns segundos,
abri-la e colar a mesma no protocolo de resultados.

d) Secar o transiluminador com papel macio.

&) Se necessdrio, guardar o gel ou secd~lo.
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é RESULTADOS

b.4 Apds =z visualiza¢fo das caracteristicas de migrag¥o
cletrofordtica dos dcidos nucleicos amplificados, compard-los com

a migracfo eletrofordtica dos dcidos nucleicos dos respectivos
padrfies ¢ anotar os resultados do teste. :

ZANEXO @
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ANEX0O A — PROCEDIMENTOS COMPLEMENTARES

A-4 Ensaio de controle

A~1.1 Teste de esterilidade

Ards terem sido preparados, € antes de serem usados, quaisquer
solucBes ou meios de cultura sfo rotineiramente testados, quanto
X presenga  de fungos e/ou bactdrias. Este teste consiste na
inoculago de 4 mh do volume de cada frasco da solugHo em teste
em 2 tubos de caldo de soja e triptona os quais apds semeadura
%0 incubados a 3% °C durante o minimo de 48 horas (deve-<se
efetuar leituras didrias atd completar 14 dias). Constitui
evidénecia da presenga de microrganismos qualgquer turvagfo do
caldo triptona-soja.

EFssa contaminag%o pode ser decorrente de falhas no processo de
esterilizagfo ou contaminagfo apds a esteriliza¢fo. Aldm disso,
os frascos contendo as solugles 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°).

A-1.2 Lavagem, preparo € esterilizacfo do material para cultura
-celular
Ver Norma CETESB Mi.002.

A-1.3 Controle de qualidade dos meios de cultura
Ver Norma CETESE LS.246.

A~1i.4 Controle da qualidade da dgua destilada

a4 dgua destilada, a ser empregada em laboratdrios de virologiz,
deve ser de =alta qualidade, livre de substfncias tdxicas ou
putritivas que possam influenciar na sobrevivéncia e crescimento
de microrganismos. P recomenddvel a avalia¢Ho periddica de sua
qualidade, através da realiza¢fo de testes especificos (ver Norma
CETESR LS5.21% -~ Prova de adequabilidade da dgua destilada para
fins microbiaoldgicos).

A-1.5 Controle da adequabilidade bioldgica da dgua bidestilada
Deven ser efetuados testes de adequabilidade bioldgica da  dgua
bidestilada para garantir a producfo de uma Hgua de alta
qualidade livre de substéncias tdxicas ou nutrientes que possam
interferir nos ensaios viroldgicos {(ver Norma CETESB L3.215).

A-1.6 Armazenamento da dgua bidestilada

A fgua bidestilda deve ser armazenada em frascos limpos de wvidro
neutro, de preferéncia ao abrigo da luzx e protegidos de pd ou
vapores que possam ser produzidos no laboratdrio. 0 armazenamento
prolongado da Hgua bidestilada deve ser evitado. '
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A~4.7 Controle da eficiéncia da autoclave

Utilizar ampolas com suspensio de EBpPOros Bacillus
stearothermophilus em meios de cultura, colocando-os entre os
frascos ou os materiais a serem esterilizados. Estas ampolas,
depois da autoclava¢Ho, sfo incubadas em banho-maria, a 55 oC
durante 24-48 horas. Se houver mudanga da colorag4o da suspensfo
contida nas ampolas, de roxa para amarela, significa que &
esterilizacfo Ffoi insuficiente pois houve desenvolvimento de
bactérias.

A~1.8 Controle de esterilidade de vidraria e materiais

F recomenddvel a realizacio de testes especificos para avaliar’ e
comprovar a esterilidade de vidraria e materiais submetidos R
esterilizacfo em estufa a 17¢-480°C, ou em autoclave a 121 °C.
Para a realizacgHo deste teste, ver Norma CETESE L5.ei¢ -~
Avaliag¥o de laboratdrios de andlises microbioldgicas de dgua.

A~2 Local de trabalho

A-2.1 fAs capelas de seguranga bioldgica devem estar localizadas
em freas de movimento reduzido livres de poeiras, nfo deve haver
-movimentagfo seessiva do  oar devido ao wso de  ventiladores,
exanstores, etc., conversa desnecessdria deve ser evitada.

A-2.2 A limpeza da sala € feita apds expediente didria sem
varregles ewageradas e, de preferéncia, empregando solu¢fo de
formalina ou de outro desinfetante. Ch¥&o, mesas ¢ balclBes «¥o
limpos diariamente. No fim da semana realiza-se uma limpeza mais
rigorosa, inclusive do teto e da parede. 6apds a limpeza, o
ambhiente € impregnado com formol, que ¢ colocado em placas de
Petri para evaporar.

A-2.3 Se a capela estiver instalada em local com ar condicionado
a entrada de ar nfo deve ser dirigida diretamente scobre o campo
de trabalho, a n%o ser que o condicionador tenha um filtro de ar
especial.

A~3 Precauclies
Dentre as pessoas que trabalham no laboratdrio, aquelas gque tem
menor tempo de treinamento € as que estfo mais diretamente

associadas a manobras com material infectado s40 as Qe
apresentam maiores possibilidades de SEren infectadas
acidentalmente. . )

A inalagf%o de nerossdis, a aspiracfo de solugbes contaminadas

atravds de pipetas, acidentes de centrifugagfo, etc., provocam,
comprovadamente, grande ndmero de infeceles acidentais e devem
ser prevenidas pelo uso de mndscaras descartdveis de papel,
pipetadores e pela obediéncia %2s instruges especificas de
trabalho e de uso do equipamento (ver Norma CETESHB L5.009 -
Seguranca € higiene do trabalho em laboratdrio de microbiologiad.
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A-3.14 Material de seguran¢a

A~-3.1.4 Aventais de pldstico
Devem ser de pldstico resistente e de comprimento adequado para a
protec4o do tdcnico durante os processos de lavagem.

A-3.1.2 Aventais de tecido

Fara uso obrigatdrio por todos os tdcnicos na execugio de
quaisquer atividades laboratoriais. Antes do encaminhamento para
lavagem, os aventais devem ser esterilizados em autoclave a 121 °C

durante 30 minutos.

A-3.1.3 Luvas de amianto

A-3.1.4 Protetor facial

De utilizag%o obrigatdria (juntamente com mdscara, com filtro

adequado € luvas) no preparo de solug¢feo de dcidos a serem:
empregados na lavagem de materiais.

/ANEXQ B
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