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INTRODUGAO

A relacao entre a ocorrencia de enterovirus em éguas de esgoto e a in
cidencia clinica da doenga na comunidade tem sido reconhecida e estu
dada por mais de 30 anos, sendo o principal objetivo da meioria dessas
investigagoes a detecgao de poliovirus. Eles foram empregados em diver
sos estudos de vigilancia epidemiologica, e os resultados dessas pes
quisas mostram a existencia de uma correlagao entre o isolamento de po
liovirus de aguas de esgoto, o isolamento de virus das fezes e o nume
ro de casos clinicos reconhecidos na comunidade. .
Nas ultimas décadas, varios trabalhos tém sido publicados sobre o iso
lamento de virus de amostras ambientais em diferentes partes do mundo
e os resultados dessas pesquisas tiveram aplicagoes variaveis. Muitos
desses estudos tem fornecido dados epidemiolégicos importantes sobre
a prevaléncia e os tipos de virus que estao circulando na comunidade,
no entanto, o sucesso desses estudos esta associado a selegdo de meto
dologias apropriadas para a concentragao, isolamento‘e identificagéo
dos virus das amostras ambientais, como também; a utilizagéo de testes
sensiveis especificos para diferenciar os poliovirus naturais (selva
gens) dos vacinais.

Durante os ultimos anos, os poliovirus tem sido evidenciados em amos
tras ambientais, atravées da utilizagao de metodos de concentracgao e
tecnicas com culfuras de tecidos. No entento, os recentes avangos ocor
ridos na area de virologia molecular tem contribuido significativamen
te para a implantagao de metodologias bastante sensiveis, rapidas e de
custo relativamente baixo.
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A técnica de hibridizagao por "dot blot", que utiliza sondas gen&ﬁcas,
é um metodo répido, sensivel, relativamente simples, para diferenciar
intratipicamente diversas amostras de poliovirus isolados de amostras
ambientais.

1 OBJETIVO
Esta Norma prescreve os procedimentos que permitem caracterizar intra

tipicamente amostras de poliovirus.

2 NORMAS COMPLEMENTARES .

Para aplicagao desta Norma pode ser necessario consultar:

- M1.002 - Lavagem, Preparo e Esterilizagao do Material para Cultura
Celular.

- 1L5.504 - Identificagado de Enterovirus.

- L5.009 - Seguranga e Higiene do Trabalho em Laboratorio de‘Microbig
logia. ‘

- 1L5.215 - Prova de Adequabilidade Biologica da Agua Destilada para fins
Microbiologicos.

CNEN-NE-3.01 - Diretrizes Basicas de Radioprotegao.

3 DEFINICOES

3.1 Autoradiografia

Metodo para localizagao de moleculas radioativas pela sobreposigao de
um filme radiogréfico sobre a amostra. Pontos escuros que se desenvol
vem no filme indicam as posigoes do material radioativo na amostra ori
ginal.

3.2 DNA

Acido desoxirribonucléico.

3.3 "Dot Blot"

Aplicagao do material genético da amostra em teste, em forma de ponto,

sobre um filtro que podera ser subseqlientemente marcado pela hibridi
zagao. Usualmente varias amostras distintas sao aplicadas em um mesmo

filtro e cada uma corresponde a um ponto diferente.

3.4 Hibridizagao

Processo de complementariedade de pares de bases entre duas cadeias de

material genético de fita simples.

3.5 p.a.
Para analise.
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3.6 d.s.p
Quantidade suficiente para.

3.7 Sonda genética

Moléeculas de DNA ou RNA marcadas radioativamente ou imunologicamente,
utilizadas nos testes de hibridizagao para detectar a presenga de se
qugncias complementares.

3.8 RNA

Acido ribonucleico.

4 APARELHAGEM

4.1 Materiais e equipamentos

4.1.1 Agitador tipo "Vortex"

4.1.2 Autoclave

Deve ter tamanho suficiente para permitir a circulagao do vapor ao re

dor do material a ser esterilizado por esse metodo e ser equipada com
valvula de seguranca, mandmetro e termémetro, cujo bulbo ficara na di
regao da linha de escape do vapor condensado (dreno). A autoclave de
ve ser normalmente operada a uma pressao de vapor de 105 kPA e produ
zir em seu interior, uma temperatura de 121,6°C, ao nivel do mar. Deve
se observar, em seu funcionamento, a substituigéo por vapor de todo o
ar existente na camara. A operagao total da autoclave deve durar no mé
Ximo uma hora , sendo recomendado o acompanhamento dos ciclos de opera
ci0 e os registros de tempo-temperatura. E recomendavel que a autocla
ve atinja a temperatura de esterilizagao de 121°C em 30 minutos e .man

tenha essa temperatura durante o periodo de esterilizagéo.

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-maria

Equipado com termostato para temperaturas de 35°C a 60°C, com capacida

de suficiente para comportar recipientes contendo meios de cul tura.

4.1.5 Capela de seguranga biolégica (camara de fluxo laminar vertical)

Equipamento que possibilita a retengao de particulas do ar atraves da
passagem do mesmo por filtros HEPA, cuja eficiencia € de 99,99% para
particulas iguais ou maiores a 0,3um. O ar estéril produzido e dirigi
do em forma de fluxo direto sobre a area de trabalho, proporcionando
grande seguranga nos manuseios que devem ser realizados em condigSes

de maxima esterilidade como tambem protegao dos operadores.
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4.1.6 Congelador

Com regulagem para manter a temperatura na faixa de -20°C e-70°C.ﬁ:dqé
tinado ao armazenamento de solugoes e dos concentrados das amostras. A

limpeza e desinfecgao devem ser feitas periodicamente.

4.1.7 Destilador de égua ou aparelho para desionizagao

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

terfiram na multiplicagao celular.

4.1.8 Estufa para esterilizagao 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 circulagao do
ar quente ao redor do material a ser esterilizado. Deve ser equipada
com um termometro e um termostato e operar normalmente a uma tempera
tura de 170 a 180°é. O tempo de esterilizagao para a maior parte da vi

draria ¢ de 4 a 6 horas, a temperatura de 170 a 180°C.

4.1.9 Fonte de pressao

Bomba de vacuo e pressao ou outro dispositivo conveniente para produ

zir uma pressao de 1,0 kgf/cm’.

4,1.10 Frascos com capacidade de 1 000,0 mL com tampa de rosca para

armazenamento de meio de cultura

4.1.11 Mangueiras de borracha

Com parede espessa, resistentes a pressao.

4,1.12 Materiais para preparagéo de meios de cultura e reagentes

Recipientes de vidro neutro ou ago inoxidavel. O material de aguecimen
to e os bastoes devem estar limpos e isentos de qualquer substancia qé
xica (nunca devem ser de cobre).

4.1.13 Membranas filtrantes

De éster de celulose, com porosidade de 0,22 uym e 0,45 um ¢€ diametro
de 142 mm e de nitrocelulose de 0,45 pm com 315 x 640 mm. '

4.1.14 Papel de aluminio

4.1.15 Papel filtro

4.1.16 Papel Kraft

4.1.17 Pera de sucgéo‘ou pipetador de seguranga

4.1.18 Pinga dente de rato

4.1.19 Pinga de pontas retas e bordas lisas
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4.1.20 Pincel demarcador

Para escrita em vidro.

4.1.21 Placa agitadora magnetica

Com velocidade regulavel.

4.1.22 Micropipetador automatico

Ou outro dispositivo de seguranga para sucgao de conteudos 1iqﬁidos,
com regulagem variavel para 20 pL a 1 000 uL.

4.1.23 Pre-filtro de fibra de vidro
Tipo AP-20, com diametro de 142 mm. .

4.1.24 Pisseta

Para alcool etilico a 70%.

4.1.25 Protocolos

Para registro dos testes.

4.1.26 Provetas graduadas

Com marcagéo externa, nos volumes de 100,0, 250,0, 500,0, 1 000,0 e
2 000,0 mL.

4.1.27 Porta-filtros

De ago inoxidavel, diametro de 142 mm.

4.1.28 Potenciometro

Deve ter escala bem legivel e medir com precisaoc minima de 0,1 unidade
de pH. A calibragao do potenciometro deve ser feita pelo menos duas
vezes ao dia, com tampaes de pH 4,0; pH 6,86 e pH 9,18. *

4.1.29 Refrigerador

Certificado para manter a temperatura na faixa de 2 a 8°C, com capaci
dade para comportar recipientes com os meios de cultura e solugoes a
serem mantidos sob refrigeragao. Sua limpeza e desinfecgao devem ser
feitas periodicamente.

4.1.30 Vasilhames de pressao

De ago inoxidavel, com capacidade para 5 litros.

4.1.31 Alcoometro

4.,1.32 Algodao hidrofilo

4.1.33 Bandejas de ago inoxidavel

4.1.34 Bragadeiras

Tipo rosca sem fim de 1" e 1/2".

4.1.35 Barra magnética
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Recoberta com teflon, tamanho 6 c¢cm x 1 cm.

4.1.36 Chaves especiais para porta-filtros

4,1.37 Tubos Eppendorf de 0,5 e 1,5pL

4,1.38 Bico de Bunsen

4.1.39 Etiquetas

4.1.40 Fita crepe

4.1.41 Fita crepe especial

Para controle do material submetido a esterilizagao, estufa ou
clave.

4.1.42 Estantes para tubos Eppendorf

4.1.43 Tripe

4.1.44 Tela de amianto
De tamanho 22 x 22 cn.

4.1.45 Seladora tipo Lorenzetti

4.1.46 Microcentrifuga para tubos Eppendorf

Com capacidade para 14 000 rpm.

4.1.47 Sistema '"manifold" ("Blot hybridization manifold")

De pléstico nao toxico, composto de 3 partes com 96 orificios.

4.1.48 '"Hot shaker"

4.1.49 Contador Geiger

4.1.50 Sacos plasticos nao toxicos

4.1.51 Cassete para exposigéo de filme Raio X

De aproximadamente 16 cm x 21 cm.

4,1.52 Filme para Raio X Medico

De 13 cm x 18 cm.

4.1.53 Intensificador para filme de Raio X

4.1.54 Revelador para filme de Raio X

4.1.55 Fixador para filme de Raio X

4.1.56 Sabao descontaminante de radioatividade

. auto

4.1.57 Placa dupla de acrilico para manuseio de material radioativo

4.1.58 Luvas descartaveis

4.1.59 Ponteiras para micropipetadores




CETESB/L5.519 7

4.1.60 Etiquetas de identificagao de material radioativo

4.2 Solugoes

4.2.1 Reagentes

4.2.1.1 Para o preparo das solugdes utilizadas nesse ensaio sao os se
guintes os reagentes necessarios:

a) (v¥P) ATP;

b) citrato de sodio (Na;C4Hg0,. H,0) p.a.;

c) cloreto de magnesio (MgCl,. 6H,0) p.a.;

d) cloreto de sodio (NaCl) p.a.;

e) ditiotreitol (DTT) p.a.;

f) dodecil sulfato de sodio (SDS) p.a.;

g) ficol p.a.;

h) formaldeido p.a.;

i) fosfato de sodio (NayHPO,) p.a.;

j) hidroxido de sodio (NaOH) p.a.;

k) polivinilpirrolidona p.a.;

1) soroalbumina bovina fragao V. p.a.;

m) T, - polinucleotidio quinase (10p/pL);

n) tris-HCl. p.a.;

o) sonda especifica para o grupo enterovirus; e

p) sonda especifica para os poliovirus tipos 1, 2 e 3 de Sabin.

4.2.1.2 Os reagentes devem ser de grau bacterioldgico e procedencia
idonea, apresentar odor, cor e consisténcia inalterados, ser livres de
elementos bactericidas ou bacteriostaticos inespecificos bem como de
carboidratos inespecificos.

4.2.2 Preparo de solugoes

4.2.2.1 Solugao de Denhardt 50x

Formula:
Ficol p.a..... e e e s s eseencseceeseaaresansnenn R . 5,0 g
Polivinilpirrolidona p.a....... cecrescrsasenns 5,0 g
Soroalbumina bovina fragao V. p.a......... .o 5,0 g
Agua UlLra PUPA Q.S.Pevecercarsnsonsnasoasocns 500,0 mL
Preparo:

Dissolver todos os componentes em agua ultra pura, sob agitagao cons
tante, ate completa dissolugao. Completar o volume final para 500,0 mL.
Esterilizar por filtragao em membrana de ester de celulose de 0,22 pm
de porosidade. Distribuir a solugao filtrada em volumes de 25,0 mL. Es
tocar a -20°C.
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4,2.2.2 Solugao de fosfato de sodio 1,0M

Formula:
Fosfato de s0dio (NayHPO, ) Pe@.veeuvenenencnenenns 14,2 g

Agua ultra pPUra g.S.Pecieseecsvsssssonannae ce s 100,0 mL
pH final: 7,0

Preparo:
Dissolver 14,2 g de fosfato de sodio em égua ultra pura. Completar o
volume para 100,0 mL. Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 mi

nutos.

4,2.2.3 Solugao de hidroxido de sodio 10N

Formula:
Hidroxido de s0dio (NaOH) Pe@eeeeeennnn. e 400,0 g
Agua destilada esteril Q.S.Peeeeeceeennn. ceeesane 1 000,0 mL

Preparo:

Em um balao volumetrico, dissolver 400,0 g de hidroxido de sodio  em
cerca de 800,0 mL de agua destilada. Agitar até completa dissolugao.
Completar o volume final para 1 000 mL.

4.2.2.4 Solugao tampao de enzima 10x

Na preparagao da solugao tampao de enzima devem ser utilizadas trés so
lugoes preparadas da seguinte forma:

a) Solugao A: Solugao tampao Tris-HCl 1,0M

Formula:
Tris-HCl pP.Qecerieeecencnns e e st eseaaceseesaees ceon 15,76 g
Agua Ultra pUPE QeS.P.vveeeeeennnacenanonacssnans 100,0 mL
pH final: 7,6

Preparo:
Dissolver 15,76 g de Tris-HCl em égua ultra pura. Completar o volume

para 100,0 mL. Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos.

b) Solugao B: Solugao de cloreto de magnesio 1,0M

Formula:
Cloreto de magnésio (MgCl,;.BHy0)P.8..cceeeerecnsn 20,33 g
Agua ultra pura Q.S.Peeecrscesescsoncoss ce v ases s 100,0 mL

Preparo:
Dissolver 20,3 g de cloreto de magnésio em agua ultra pura. Completar
o volume para 100,0 mL. Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15

minutos.
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¢) Solugao C: Solugao de ditiotreitol 1,0M

Formula:
Ditiotreitol (DTT) Pe@iveeesceaconns ceeaeecesenanes 1,54 g
Agua ultra pura Q.S.P.ec.eceecess. e teenea s - 10,0 mL

Preparo:
Dissolver 1,54 g de ditiotreitol em égua ultra pura. Completar o volu
me para 10,0 mL.

d) Preparo final da solugao tampao de enzima 10x

Formula: Quantidade (pL)
Solugao A (Tris-HC1l 1,0M)...ceeeecunncnnacnaces 200
Solugdao B (Cloreto de magnésio 1,0M).......... 100
Solugao C (Ditiotreitol 1,0M)....coveeeecaness 50
Agua ultra pura estéril........... e 650

Preparo:

Acrescentar em 650 pL de égua ultra pura esteril, as solugoes A, B e C

nos volumes indicados. Agitar e estocar a -20°C.

4.2.2.5 Solugao tampao de hibridizagao

Formula: Quantidade (mL)
Solugao tampao SSC 20X ...eeeovonnnnns Ceeee - 150,0
Solucao de fosfato de s0dio 1,0M....ceuvennnnn. 25,0
Solugao de Denhardt 50X.....eeeeeseoennaconces 50,0
S0lugao de SDS @ 10%..eeeeeneeeennonnonasoonns 5,0
Agua Ultra pUra Q.S.Decececenneeannnnn e 270,0

Preparo:

Dissolver todos os componentes, na ordem indicada em égua ultra pura,
sob agitagéo constante, ate completa dissolugao. Completar o volume fi
nal para 270,0 mL.

4.2.2.6 Solugao tampao de lavagem SSC2x com 0,1% de SDS

Formula: Quantidade (mL)
S0lugao tampao SSC 20K. ...t teneoneneaaosnonsns 200,0
Solugao de SDS @ 10%..ceeeennennns e e 20,0
Agua Ultra PUra Q.S.Deeeeerssoreacaannonaesnns 2 000,0

Preparo:

Dissolver 200,0 mL da solugdo tampao SSC 20x em 1600,0 mL de agua ultra
pura, sob agitagao constante, ate completa dissolugao. Acrescentar 20,0
mL da solugao de SDS a 10%. Apés dissolugao, completar o volume final

para 2000,0 mL com agua ultra pura.
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4.2.2.7 Solugao tampao SSC 20x

Formula: .
Cloreto de sodio (NaCl) p.a..... ettt ceenn 175,3 g
Citrato de sodio (Na,C H,0,.H,0) p.a....... Ceeenan 88,2 g
Solugao de hidroxido de sodio 10N..... quantidades menores que 1 mL
Agua UlEra PUPE Q.S.P.:ceceececencasanennsansnsanans 1 000,0 mL

pH final: 7,0

Preparo:

Dissolver 175,3 g de cloreto de sédio e 88,2 g de citrato de sodio, em
égua ultra pura. Acertar o pH para 7,0, com algumas gotas de hidréxi
do de sodio 10N. Completar o volume final parakl 000,0 mL. Distribuir
volumes de 200,0 mL. Esterilizar em autoclave, a 121°C durante 15 minu
tos.

4.2.2.8 Solugao tampao SSC 10x

Formula: Quantidade (mL)
SOI1UCAO tampPa0 SSC20X...eueeeaenneenoaaoeonns 50,0
Agua Ultra PUra Q.S.Peceeceeereeasenennanannns 50,0
Preparo:

Misturar 50,0 mL da solugao tampao SSC 20x com 50,0 mL de égua ultra
pura. Agitar para dissolugao. Esterilizar em autoclave a 121°C duran
te 15 minutos.

4.2.2.9 Solucao de SDS a 10%

Formula:
SDS (Dodecil sulfato de s0di0) P.@iceruenocoanen. 10,0 g
Agua UlLra PUra g.S.Peeceecnrnseronenenenancacans 100,0 mL
Preparo:

Dissolver 10,0 g de SDS em agua ultra pura, sob agitacgao constante,
até completa dissolugéo. Completar o volume final para 100,0 mL. Este
rilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos.

4.2.2.10 Reagao para Marcagao das Sondas Especificas com (y¥P) ATP

Formula:
Solugao tampao de enzima 10X......ceeeuecoocesan .. 1,0 uL
Sonda especifica (0,1 wg/pl).cveeeennn.. e eean 1,0 uL
T4‘polinucleotidio quinase (10 unidades/pL)...... 0,5 pL
(YEP) ATP . vttt eeereesetoaneaonnonnssns e 100,0 pci

Agua ultra pura.......... ettt et ' 7,5 pL
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Preparo:

Acrescentar em um tubo de microcentrifuga (Eppendorf), 7,5 pL de égua
ultra pura, 1,0 pL da solugéo tampéo de eﬁzima 10x, 1,0 pL da sonda es
pecifica e 0,5 pL da enzima. Homogeneizar e misturar esta solugZo com
100 uCi de (y¥P) ATP. Homogeneizar vigorosamente e centrifugar a 14 000
rpm durante 1 minuto (Centrifuge 5415 Eppendorf, Brinkmann). Incubar a
mistura a 37°C por 30 minutos e a 90°C durante 10 minutos. Centrifugar

novamente. Manter a2 mistura em banho de gelo durante o uso.

Nota: Durante toda a realizagao da reagao obedecer as instrugoes des
critas na Norma CNEN-NE-3.01 - Diretrizes basicas de radioprote
gao.

4.3 Esterilizagao das solugoes e meios de cultura

4.3.1 Filtragao

A filtragao de solugoes ou de meios de cultura que contém substancias

termolabeis, &€ feita com pressao positiva ou vacuo, usando-se membra
nas de ester de celulose acopladas, com as seguintes porosidades: 0,45
um e 0,22 um. Membranas clarificantes de fibra de vidro, podem tambem
ser incluidas e, as de tipo AP-20 sao as mais indicadas. A montagem das
membranas deve ser feita obedecendo uma ordem decrescente de porosida
de. Todos os materiais e equipamentos utilizados para a filtragao deve
rao ser esterilizados previamente por autoclavagao a 121°C durante 30
minutos.

4.3.2 Autoclavagao

Esterilizagoes de solugoes ou de meios de cultura em autoclave devem
ser feitos em temperatura de 121°C durante 15 minutos. Durante a auto
clavagéo de meios de cultura, nao deve haver excesso de aquecimento pa
ra evitar uma sobrecarga termica que possa produzir hidrolise, peptona
950, caramelizagéo ou outro tipo de destruigéo das substancias que cons
tituem os meios de cultura.

4.4 Armazenamento de solugoes

As solugoes sao armazenadas em refrigerador (2 a 8°C) ou em congelador
(-20°C). Sao mantidas em frascos bem fechados, com rolhas de borracha
ou tampa de rosca, pois os tampoes de algodao podem permitir a entrada
e a conseqiiente absorgao de substancias inespecificas. Solugoes alcali
nas nao devem ser estocadas em frascos de vidro por muito tempo, pois
estes frascos sao lentamente dissolvidos e ions de metais pesados sao,
posteriormente, encontrados nessas solugoes.
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5 EXECUGAO DO ENSAIO

5.1 Principio do metodo

As diferentes amostras de poliovirus podem ser diferenciadas intrati
picamente através do teste de hibridizagao por "dot blot", com sondas
genéticas especificas. Durante o teste a sonda reconhece a sequencia
complementar presente no RNA viral, e entao ocorrera a hibridizagéoka
cadeias complementares. O conjunto de sondas genéticas utilizadas con
siste de (1) uma sonda para identificar os virus pertencentes ao gru
po enterovirus e, (2) um conjunto de tres sondas para reconhecer os po
liovirus tipos 1, 2 e 3 de Sabin. A sonda do grupo enterovirus confiE
mara a presenca de um enterovirus (incluindo os poliovirus) e fornece
ra uma medida semi-quantitativa do RNA presente. Cada sonda especifi
ca para os virus vacinais ira reconhecer os virus relacionados com ca
da uma das treés amostras de poliovirus originarios da vacina. Os resul

tados da hibridizagao sao evidenciados por autoradiografia.

5.2 Procedimento

Durante a realizacao deste ensaio devem ser obedecidas as instrugoes
descritas na Norma CNEN-NE-3.01 - Diretrizes basicas de radioprotecgao.
Todos os cuidados de seguranga devem ser tomados guanto ao manuseio do
material‘radioativos Materiais como: placa protetora de acrilico, lu
vas, oculos de seguranga, solugao descontaminante de radioatividade,
contador Geiger e outros sao de uso obrigatério.

5.2.1 Extracao do RNA (acido ribonucléico) viral

.

5.2.1.1 Com o auxilio de um pipetador automatico, transferir 0,7 mL
de cada amostra de po].iovirus para um tubo de micmcentrifuga (Eppendorf’)
com capacidade para 1,5 mL.

Nota: O mesmo procedimento devera ser efetuado para as amstmxypahﬁes

(controles: Sabin e selvagem), durante todas as etapas do teste.

5.2.1.2 Centrifugar os tubos a velocidade de 12 000 rpm, duranté.l mi

nuto.

5.2.1.3 Transferir cada sobrenadante para novo tubo de microcentrifg
ga e adicionar 300 pL da solugao tampao 55C20x e 200 pL de formaldei
do a 40%.

5.2.1.4 Homogeneizar a mistura de cada tubo vigorosamente e incuba-
los em banho-maria a 60°C, durante 15 minutos.

5.2.2 Imobilizagao do RNA na membrana filtrante

5.2.2.1 Antes da inoculagao dos RNAs das amostras em teste e dos con
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troles, preparar o material a ser utilizado da seguinte maneira:

a) lavar durante 5 minutos o papel de filtro e a membrana de
nitrocelulose com agua destilada e posteriormente 5 minutos
em solugao tampao de 55C10x;

b) preparar o sistema '"Manifold", ligando-o a uma bomba de vé
cuo;

c) tirar a parte superior do "Manifold" e colocar o papel de
filtro e a membrana sobre ele;

d) cortar a membrana do lado esquerdo para marcar o inicio das
aplicagoes;

e) colocar a parte superior do sistema e fixa-lo com as garras
apropriadas, em sentidos opostos, procurando tirar o ar e
nao danificar a membrana.

5.2.2.2 Inocular 400 pL do RNA de cada amostra de poliovirus e dos res
pectivos controles em dois orificios nao seqiienciais do sistema, evi
tando usar os orificios laterais. A inoculagao dos orificios deve ser
realizada de tal maneira que um deles receba a sonda especifica para o
grupo enterovirus e o outro receba a sonda especifica para o pdﬁovﬂms

vacinal.
5.2.2.3 Ligar a bomba de vacuo e proceder a filtragao das amostras.

5.2.2.4 Apés a filtragao total dos volumes inoculados, desligar a bom
ba, retirar a membrana e coloca-la sobre um papel de filtro, deixando-a

secar a temperatura ambiente, durante uma hora.

5.2.3 Pre-hibridizagao

5.2.3.1 Apos a secagem da membrana de nitrocelulose, contendo os RNAs
das amostras virais, dividir a2 membrana ao meio com auxilio de pinga e

tesoura.

5.2.3.2 Cortar as tiras onde foram aplicadas as amostras e colocar ca

da uma delas dentro de um saco plastico pequeno e nao toxico..
5.2.3.3 Selar os sacos plasticos, deixando um pequeno orificio.

5.2.3.4 TInocular, atraves do orificio, solugio tampao de hibridizagao

em volume correspondente a 1:10 da area de cada tira de membrana.

5.2.3.5 Selar completamente 0s sacos plésticos e incuba-los a 37°C com

agitagao, durante 2 horas.

5.2.4 Hibridizagao

5.2.4.1 Apés o periodo de incubagao, preparar as sondas especificas
(de grupo e vacinal) marcadas com (Y¥pP) ATP (item 4.2.2.10).
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5.2.4.2 Efetuar um pequeno orificio em uma das arestas dos sacos plas
ticos e inocular em um deles a sonda especifica para o grupo enterovi

rus e no outro, a sonda especifica para o poliovirus vacinal.

5.2.4.3 Selar os sacos plasticos e incuba-los a 37°C com agitagao, du
rante 24 horas.

5.2.4.4 Apds o periodo de incubagdo, decantar a solugao tampao de hi
brldlzagao em recipiente adequado para material radioativo € retirar
as tiras dos sacos plastlcos

5.2.4.5 Lavar cada tira com solugao tampao de lavagem SSC 2x + 0,1%
de SDS, a 37°C com agitagao e coloca-las para secar ao ar, sobre um pa
pel de filtro.

5.2.5 Detecgao da hibridizagao (autoradiografia)

5.2.5.1 Montar as tiras da membrana sobre um papel de filtro, cobri-
las com papel de textura fina e, em ambiente escuro, coloca-las em um

cassete com filme de Raio X Médico e o respectivo intensificador.

5.2.5.2 Fechar o cassete, assim montado, e incuba-lo em freezer a
-70%C, durante 1 a 4 horas.

§.2.5.3 Apoés esse periodo, retirar o cassete do freezer e em ambien
te escuro proceder a revelagao do filme com as solugoes apropriadas,
como descrito a seguir:
a) em uma cuba contendo o revelador, colocar o filme de Raio
X durante 5 minutos mantendo-o sob leve agitagao.
b) retirar o filme e lavar em égua corrente.
c) colocar o filme durante 5 minutos em uma cuba que contem
o fixador mantendo-o sob leve agitagao.
d) retirar o filme e deixar secar no ambiente.

e) realizar a leitura do teste.

6 RESULTADOS

0 resultado do teste é obtido através da observagido da chapa fotogra

fica. O desenvolvimento de pontos circulares escuros, na chapa fougqé
fica, correspondente a area do orificio onde a amostra de poliovirus
foi filtrada, indica que o RNA viral foi hibridizado pela sonda usada
na reagao. A ausencia de pontos escuros indica reagao negativa, isto
&, nao houve hibridizagao.

/ANEXO A
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ANEXO A - PROCEDIMENTOS COMPLEMENTARES

A-1 Ensaio de controle

A-1.1 Teste de esterilidade

Apés terem sido preparados, e antes de serem usados, quaisquer sdthes
ou meios de cultura sao rotineiramente testados, quanto a presenga de
fungos e/ou bactérias. Este teste consiste na inoculagao de 1 mL do vo
lume de cada frasco da solugao em teste em 2 tubos de caldo de soja e
triptona o0s quais apés semeadura sao incubados a 35°C durante o minimo
de 48 horas (deve-se efetuar leituras diarias ate completar 14 dias).
Constitui evideéncia da presenga de microrganismos qualquer turvagao do
caldo triptona-soja.

Essa contaminagao pode ser decorrente de falhas no processo de esteri
lizagdo ou contaminagdo apos a esterilizagao. Alem disso: os frascos
contendo as solugoes ou meios de cultura permanecem por 14 dias a tem
peratura ambiente ao abrigo da luz, como teste adicional de esterilida

de, antes de serem armazenadas em refrigerador (2 a 8°C).

A-1.2 Lavagem, preparo e esterilizagao do material para cultura celu

lar

Ver Norma CETESB M1.002.

A-1.3 Controle de gqualidade dos meios de cultura
Ver Norma CETESB L5.216.

A-1.4 Controle da qualidade da agua destilada

.

A égua destilada, a ser empregada em laboratorios de virologia, deve
ser de alta qualidade, livre de substancias toxicas ou nutritivas que
possam influenciar na sobrevivéncia e crescimento de microrganismos. E
recomendavel a avaliagao periododica de sua qualidade, através da reali
zagao de testes especificos (ver Norma CETESB L5.215 - Prova de adequa
bilidade da égua destilada para fins microbiolégicos).

A-1.5 Controle da adequabilidade biologica da agua bidestilada

Devem ser efetuados testes de adequabilidade biologica da agua bidesti
lada para garantir a produgao de uma égua de alta qualidade livre de
substancias toxicas ou nutrientes que possam interferir nos ensaios vi
rologicos (ver Norma CETESB L5.215).

A-1.6 Armazenamento da égua bidestilada

A égua bidestilada deve ser armazenada em frascos limpos de vidro neu
tro, de preferéncia ao abrigo da luz e protegidos de poO ou vapores que

possam ser produzidos no laboratorio. O armazenamento prolongado da
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agua bidestilada deve ser evitado.

A-1.7 Controle da eficiéncia da autoclave

Utilizar ampolas com suspensao de esporos Bacillus stearothermophilus

em meio de cultura, colocando-os entre os frascos ou os materiais ase
rem esterilizados. Estas ampolas, depois da autoclavagao, sao incuba
das em banho-maria, a 55°C durante 24-48 horas. Se houver mudanga da
coloragéo da suspenséo contida nas ampolas, de roxa para amarela, sig
nifica qua a esterilizagao foi insuficiente pois houve desenvolvimen

to de bacterias.

A-1.8 Controle de esterilidade de vidraria e materiais

£ recomendavel a realizacdo de testes especificos para avaliar e com
provar a esterilidade de vidraria e materiais submetidos a esteriliza
gao em estufa a 170-180°C, ou em autuclave a 121°C. Para a realizagao
deste teste, ver Norma CETESB L5.010 - Avaliagao de laboratorios de
analises microbiologicas de agua.

A~-2 Local de trabalho

A-2.1 As capelas de seguranga biologica devem estar localizadas em
areas de movimento reduzido livres de poeiras, nao deve haver movimen
tagéo excessiva do ar devido ao uso de ventiladores, exaustores, etc.,

conversa desnecessaria deve ser evitada.

A-2.2 A limpeza da sala ¢ feita apos expediente diaria sem varregoes

exageradas e, de preferéncia, empregando solugao de formalina ou de ou
tro desinfetante. Chao, mesas e balcoes sao limpos diariamente. No fim.
da semana realiza-se uma limpeza mais rigorosa, inclusive do teto e da
parede. Apés a limpeza, o ambiente e impregnado com formol, que e colo
cado em placas de Petri, para evaporar.

A-2.3 Se a capela estiver instalada em local com ar condicionado, a
entrada de ar nao deve ser dirigida diretamente sobre o campo de traba

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

A-3 Precaugoes

Dentre as pessoas que trabalham no laboratorio, aquelas que tem menor
tempo de treinamento e as que estao mais diretamente associadas a mano
bras com material infectado sao as que apresentam maiores possibilida
des de serem infectadas acidentalmente.

A inalagao de aerossois, a aspiragao de solugoes contaminadas atraves
de pipetas, acidentes de centrifugagao, etc., provocam, comprovadamen
te, grande numero de infecgoes acidentais e devem ser prevenidas pelo

uso de mascaras descartaveis de papel, pipetadores e pela obediencia
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as instrugSes especificas de trabalho e de uso do equipamento (ver Nor
ma CETESB L5.009 - Seguranga e higiene do trabalho em laboratorio de
microbiologia).

A-3.1 Material de seguranga

A-3.1.1 Aventais de plastico

Devem ser de pléstico resistente e de comprimento adequado para a pro

tegéo do técnico durante os processos de lavagem.

A-3.1.2 Aventais de tecido

Para uso obrigatdrio por todos os técnicos na execugao de  quaisquer
atividades laboratoriais. Antes do encaminhamento para lavagem, o0s aven

tais 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 utilizagao obrigatéria (juntamente com mascara, com filtro adequado

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

/ANEXO B
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