Bus
.

NORMA TECNICA L5.504

Identificac&o de enterovirus: método de ensaio

Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo
Avenida Professor Frederico Hermann Jr., 345
Alto de Pinheiros CEP 05459-900 Sao Paulo SP
Tel.: (11) 3133 3000  Fax.: (11) 3133 3402

http: // www.cetesb .sp.gov.br




IDENTIFICACAO DE ENTEROVIRUS

CETESB L5.504
Metodo de ensaio ABR/91

SUMARIO Pag.
TN LT OAUGEO . « v e v v s e eeneeansosssasessennsnnsansansoassasesoanss 1
1 ODJEEAVO . « e e etne e et e e e e 2
2 Normas complementaresS....socceeceseestroencccnsccscccccsaans 2
3 DEFiNICOE . s e eereeaoseeaaceessssassessasasacsosssonnnsonss 2
4 Aparelhagem..........c0 et eeacens et asa e eeaasane e s e 4
5 Execugao do ensaio...... e teie e e .. 10
6 Resultédcs...., .......................................... .. 17
Anexo A - Informagoes complementaresS........ec.... ceeeee ceaea e 23
Anexo B - Procedimentos complementares.....cceceeeeesescaceccs 25
Anexo C - Referéncias bibliograficas.. ...ceeseeeesss e 27
INTRODUGAO

0 género Enterovirus pertence a familia Picornaviridae que engloba
virus de 20 a 30 nm de diametro cujo genoma é constituido de RNA em
fita simples. Sao virus de forma icosaedrica, sem envelope, resisten
tes ao eter e ao pH 3,0. Estes virus podem ser armazenados a —70°C
por periodos longos, sem perder suas caracteristicas de infectivida
de. O nome genérico "Enterovirus" se deve ao fato dos virus .‘deste
grupo se replicarem no intestino delgado do homem ou animais e de.sg
rem excretados com as fezes. Ao grupo dos Enterovirus pertencem: os
virus Polio (tipos 1, 2, 3), Coxsackie A (tipos 1 a 24), Coxsackie B
(tipos 1 a 6) e ECHO (tipos 1 a 32). Os Enterovirus nao sao flora
normal no trato intestinal e assim s30 excretados sé por individuos
ou animais infectados. Os niveis de infecgcao variam consideravelmen
te de area para area, dependendo das condigoes sanitarias e sécio—ecg
nomicas. A maioria dos Enterovirus so s3o patogénicos para primatas
(homem e macaco). Multiplicam-se "in vitro'" em culturas celul ares

especificas, dando origem a um efeito citopatico nitido.

Para que um virus possa ser reconhecido ¢ necessario que ele seja
isolado (em culturas celulares ou em animais susceptiveis) para ser

posteriormente identificado.

Varias linhagens de celulas de origem humana e animal sao usadas pa
ra o isolamento de virus e, entre estas, as que apresentam maior sus

ceptibilidade aos Enterovirus sao:
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- BS-C-1: linhagem originada de celulas de rim de macaco africano
verde (Cercopithecus aethiops).

- RD: linhagem originada de um rabdomiosarcoma humano.

- BGM: linhagem originada de rim de macaco africano verde (Cercopithecus

aethiops).

- LLC-MK2: linhagem originada de rim de macaco Rhesus (Macaca mulatta).

- HE? ~-S: linhagem originada de carcinoma epidermoide de laringe hu
—P, -

mana.

- Hela: linhagem originada de carcinoma cervical humano.

A identificagdo do virus pode basear-se nas alteragoes citopatoge
nicas causadas pela sua replicacdo e reagao de neutralizagao por an
ti-soros conhecidos. Esta reacdo ¢ tipo-especifica. Mais de 100 vi
rus entericos humanos sao conhecidos, uma vez que cada grupo ou

subgrupo abrange diferentes tipos sorolégicos.

1 OBJETIVO

Esta Norma prescreve os meétodos que permitem identificar Enterovirus
pela reagao de soroneutralizagao (em microtecnica) através da qual
os virus ja isolados sao colocados frente a "pools" de anti-sbéros
especificos.

2 NORMAS COMPLEMENTARES

Na aplicagao desta Norma é necessario consultar:

-~ M1.002 - Lavagem, preparo € esterilizagao do material para cul
tura celular

- 1L5.501 - Preparo de culturas celulares para ensaios virolégi
cos

— 1L5.502 - Enterovirus em agua - Isolamento e quantificagao.

3 DEFINIGOES

Para os efeitos desta Norma sao adotadas as definicoes de 3.1 a 3.11.

3.1 DICT

50

Dose infectante 50% em cultura de tecidos.

3,2 Efeito citopatogenico (E.C.P.)

Efeito apresentado pelas células ao serem infectadas por particulas

virais.
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3.3 Meio de crescimento
Meio de cultura Eagle (Norma CETESB L5.502) contendo 10% de soro fe
tal bovino inativado com ou sem solugao de penicilina-gentamicina.

E usado para promover a multiplicagao ativa das culturas celulares.

3.4 Meio de manutengao

Meio de cultura Eagle que contém de 1 a 2% de soro fetal bovino ina
tivado com ou sem solugao de penicilina-gentamicina. E usado para
manter a cultura em estado metabolico baixo, nao necessariamente
em multiplicagao. '

3.5 Inativagao do soro

Processo pelo qual, por aquecimento em banho-maria a 56°C durante 30
minutos, sao inativados inibidores, e/ou aglutininas inespecificas
contidas no soro. E usado para o preparo dos meios de crescimento e
manutencao.

3.6 "Pools" Lim e Benyesh-Melnick (A-H) para identificagao de Ente

rovirus
Consistem em 42 anti-soros. preparados mediante esquema de imunizagao
em eqliines, inoculando-se amostras de Enterovirus conhecidas. Estao
combinadas em 8 "pools" (A-H) cada um contendo 10 a 11 anti- soros.

Cada um dos "pools" é constituido de tal modo que um determinado an

ti-soro aparece em um, dois ou tres “"pools". Assim um determinado
Enterovirus pode ser identificado atraves de sua neutralizagao, pelo
"pool!'* ou "pools" que contém seu anti-soro homotipico (Ver Anexo
A).

3.7 "Pools" Lim e Benyesh-Melnick (J-P) para identificagao de Ente

rovirus |
Consistem em 19 anti-soros preparados medianté esquema de imunizagao
em eqiiinos, inoculando-se amostras conhecidas de virus Coxsackie
tipo'A. Estao combinadas em 7 '"pools" (J-P), cada um contendo 4 a 6
anti-soros (Ver Anexo A).

3.8 Titulagao

Processo de quantificagao das particulas virais infectantes presen
tes em uma suspensao. Determina a diluigao que, inoculada em cultu
ras celulares, produz E.C.P. em determinada preparagao das mesmas
(50%) .

3.9 Titulo

Representa a quantidade de particulas virais (virions) presentes em

determinado volume de uma amostra. E expresso em DICT50 (item 3.1).
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3.10 Reagao de soroneutralizagao

Neutralizagao do efeito citopatogénico de determinada suspensao vi
ral sobre uma cultura celular através da incubagao prévia do  virus

com um anti-soro especifico.

3.11 Soros monoespecificos

Anticorpos que no complexo antigeno—anticorpo identificam um Gnico an
tigeno.

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
redor do material a ser esterilizado e ser equipada com valvula de
seguranca, manometro e termdmetro, cujo bulbo ficara na diregao  da
linha de escape do vapor condensado (dreno). A autoclave deve ser

normalmente operada a uma pressao de vapor de 103 kPa e produzir, em
seu interior, uma temperatura de 121,6°C ao nivel do mar. Deve-se ob
servar, em seu funcionamento, a substituigao por vapor de todo o ar
existente na camara. A operagao total de uma autoclave deve durat no
maximo uma hora, sendo recomendado o acompanhamento dos ciclos de
operagao e os registros de tempo-temperatura. E recomendavel que a
autoclave atinja a temperatura de esterilizagao de 121°C em 30 minu

tos e mantenha essa temperatura durante o periodo de esterilizagao.

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

4.1.4 Banho-maria

Equipado com termostato para temperatura de 45 a GOOC, com capacida
de suficiente para comportar frascos de diversos tamanhos, cuja tem

peratura deve ser estabilizada antes da sua utilizagao.

4.1.5 Bomba de vacuo e pressao

4.1.6 Capela de seguranga biologica (camara de fluxo laminar verti

cal).
Equipamento que possibilite a retengao de particulas do ar atraves
da passagem do mesmo por filtros HEPA, cuja eficiéncia é de 99,99%
para particulas iguais ou maiores a 0,3 pm. O ar esteril produzido

e dirigido em forma de fluxo direto sobre a area de trabalho, propor
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cionando grande seguranga nos manuseios que devem ser realizados em

condigoes de maxima esterilidade como também protegao dos  operadores.

4.1.7 Congelador

Certificado para manter a temperatura nas faixas de -20°C e —70°G'EQ§
pectivamente. 0 congelador a -20°C é destinado ao armazenamento de
meios de cultura, soro fecal bovino e soros monoespecificos, enguanto
que © congelador a 270°¢ é utilizado para armazenamento e conseqgiente
preservagéo de virus. A limpeza e desinfecgao devem ser feitas perio
dicamente.

4.,1.8 Destilador de égua ou aparelho para desionizagao

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

4.1.9 Estufa para esterilizacgao e secagem

A estufa deve acondicionar pipetas, frascos para reagentes e meios

de cultura e toda a vidraria e aparelhagem que puder ser esteriliza
da: por calor seco, e ter capacidade para permitir a circulagéo do ar
quente ao redor do material a ser esterilizado. Deve ser equipada com
um termostato e operar normalmente a uma temperatura de 170 a 180°c.
O tempo de esterilizagao para a maior parte da vidraria e de 4 a 6 ho

res, a temperatura de 170 a 180°C. .

4.1.10 Gaze esteril

4.1.11 1Incubadora bacteriologica

Deve ser equipada com termostato e prdjetada de tal forma que a ﬁem
peratura em todas as partes utilizadas seja de 35 hl O,5°C, com  capa
cidade para permitir a circulagéo do ar ao redor de todas as cultu
ras, quando o material estiver sendo incubado. Para verificar a tem
peratura de uma incubadora grande, devem ser colocados um ou mais
termometros, com o bulbo submerso em agua, glicerina ou oleo mineral)
em lugares representativos da camara e feitos registros periédicos
da temperatura. A incubadora devera manter 75 a 85% de umidade rela
tiva e ser colocada em local onde a temperatura permnga preferencial

mente na faixa de 16 a 27°C.

4.1.12 Incubadora bacteriologca - CO,

Deve ter as mesmas caracteristicas especificadas no item 4.1.11 acres

cida de uma demanda constante de atmosfera de C02.

4.1.13 Materiais para preparagaoc de meios de cultura

Recipientes de vidro neutro ou ago inoxidavel. O material de aqueci

mento e os bastoes devem estar limpos e isentos de qualquer subs
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tancia toxica (nunca devem ser de cobre).

4,1.14 Membranas filtrantes

De ester de celulose, com porosidade de 0,22 pm e 0,45 pm, com 142 mm

de diametro.

4.1.15 Micropipetadores

Pipetadores digitais com capacidade para medir volumes de 25, 50,
100, 200, 500 pL, com ponteiras de polipropileno apropriadas e auto

clavaveis.

4.1.16 Microplacas nao autoclavaveis

De plastico rigido nao toxico, com tampa, de 12,8 cm x 8,6 cm x 1,5

cm, com 96 orificios de fundo em U.

4.1.17 Microscopio binocular de focalizagao invertida

4.1.18 Pinga dente de rato

4.1.19 Pipetas
Pipetas tipo Mohr de 1 mL, 5 mL e 10 mL com graduagéo de decimos da

capacidade e erro de calibragdo inferior a 2,5% e com bocal para tampao de
algodao. Sae guardadas em caixas de .ago inoxidavel.Sao esterilizadas
por calor seco a uma temperatura de 17OOC a 18000, durante quatro ho

ras. ‘

4.1.20 Pisseta para aloool etilico a 70%

4.1.21 Pipetador automatico

Ou outro dispositivo de seguranga para sucgao de conteudos liquidos.

4.1.22 Pincel demarcador para escrita em vidro

4,1.23 Porta-filtro de ago inoxidavel, diametro de 142 mm

4.1.24 Potenciometro

Deve ter escala bem 1egive1 e medir com precisao minima de 0,1 uni
dade de pH. A calibragao do potenciametro deve ser feita pelo menos

duas vezes ao dia, com tampoes de pH 4,0, pH 6,86 e pH 9,18.

4.1.25 Pre-filtro de fibra de vidro tipo AP-20, 142 mm de diametro

4.1.26 Refrigerador

Certificado para manter a temperatura na faixa de 2 a 8°C com capa
cidade para comportar recipientes com os meios de cultura e solugSes
a serem mantidas sob refrigeragéo. Periodicamente, devem ser feitas

a limpeza e desinfecgao.

4.1.27 Tubos de ensaio
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Tubos de ensaio de borossilicato (pyrex) ou vidro neutro, com tam
pas de rosca e capacidade adequada para conter 10 mL do meio de cul
tura (usualmente sao empregados tubos de ensaio de 16 mm X 150 mm).

4.1.28 Vasilhames de pressao com capacidade de 5 e 10L

4.2 Meios de cultura e solugoes

4.2.1 Reagentes

4,2.1.1 Para a preparagao dos meios de cultura e solugoes utiliza

dos neste ensaio sao os seguintes, os reagentes necessarios:

a) Agua bidestilada esteril.

b) Alcool etilico comercial.

c) Cloreto de calcio anidro (CaCl,) p.a.
d) Cloreto de potassio (KCl) p.a.

e) Cloreto de sodio (NaCl) p.a.

f) Dextrose.

g) Fosfato de potassio (KH2PO4) p.a.

h) Fosfato de sodio (NaZHPO4.12H20) p.a.
i) Fosfato de sbédio monobasico (NaH2P04.H20) p.a.
j) Lactalbumina hidrolisada.

k) Penicilina G-potassica cristalina.

1) Sulfato de gentamicina.

m) Sulfato de magnésio (MgS0,.7H,0) p.a.
n) Vermelho de fenol.

4.2.1.2 Os reagentes devem ser de grau bacteriologico e procedén
cia idonea, apresentar odor, cor e consisténcia inalteradas. Uma vez
feita a escolha dos reagentes, seu uso devera ser padronizado e,
quando possivel, ser mantidos sem modificagoes posteriores. Datar
os frascos de reagentes apés recebimento e abrir ficha-controle na
qual devem constar a data de chegada e todas as pesagens realizadas.
Isto permite o controle do estoque de drogas existentes no ‘laborg
torio.

4.2.2 Meios de cultura

4.2.2.1 Meio de Eagle -
Ver Norma CETESB L5.501.

4.2,2.2 Meio de Eagle com 10% de soro fetal bovino inativado (meio

de crescimento)
Ver Norma CETESB L5.501.
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4.2.2.3 Meio de Eagle com 2% de soro fetal bovino inativado (meio
de manutengao)
Ver Norma CETESB L5.501.

4,2.2.4 Meio Melnick "B

Formula:

Cloreto de s0dio (NaCl) Pe@eveecvceeaneeasnanannns 6,8 g
Cloreto de potassio (KCl) pP.@....c.ec... et aeeceaans 0,40 g
Fosfato de sodio monobasico (NaH2P04.H20) Pe@eueos. 0,14 g
Cloreto de calcio anidro (CaCl,) Pedieeeeeninnnen.. 0,20 g
Sulfato de magnésio (MgS0,.7H,0) Pelleceenenrnnnnn. 0,20 g
DEXtr OB e s v o e v e vesasascanssscsasoassossssnsscnsaascses 1,0 g
Hidrbplisado de lactalbumina............ s e e seacenos 5,0 g
Vermelho de fenol.....eeeeeaannccoscss cececnesseenn 0,01 g
Bicarbonato de sodio (NaHCO,) p.a...... e aaaas 2,2 g
Agua bidestilada g.S.Peeccec... ceeeaen eeeessesasss 1000,0 mL
Preparo:

Pesar os reagentes, dissolver em aproximadamente 800 mL de agua bidesti
lada e. completar para um volume final de 1 000,0 mL com égua bide§
tilada. Esterilizar por filtragao (item 4.3.1). Distribuir a solu
gao filtrada em volumes de 500,0 mL e efetuar prova de esteriiidg
de, colocando todos os frascos a 35°C durante 24-48 horas. : Armaze
nar em congelador a -20°c.

4,2.3 Solugaes

4,2.3.1 Alcool a 70%

Formula:
Alcool etilico comercial....ceeeeeneecnne Ceeeenan 700,0 mL
Agua destilada. (aproximadamente)........cce.00e... ~ 300,0 mL
Preparo:
~ Medir 700,0 mL de alcool etilico comercial em recipiente adequado
e adicionar uma quantidade de agua (aproximadamente 200,0 a 300,0

mL) suficiente para obter uma solugao com teor de 70% de alcool. Es

sa verificacao é feita através do uso do alcoometro.

4,2.3.2 Solugao balanceada de Hanks - 10x concentrada

(1 litro 10x concentrada = 10 litros diluidos)

Nota: Esta solugao € composta pelas solugoes 1 e 2.

4.2.3.2.1 Solugao 1
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Formula:
Cloreto de s0dio (NaCl).veeuieeeenaeaann cens 80,0 g
Cloreto de potassio (KC1)....... et 4,0 g
Cloreto de calcio (CaClz)......... ......... 1,4 g
Sulfato de magnésio (MgS0, . 7TH,0) i vuunnnt 2,0 g
Agua bidestilada g.S.D.veevenennnn. e 1 000,0 mL
Preparo:

Pesar os reagentes e dissolver cada um deles separadamente em peque
nos volumes de égua e,apés dissolugao, completar o volume total para
500,0 mL com égua bidestilada.

4.2.3.2.2 Solugao 2

Formula:
Fosfato de so6dio (Na,HPO, . 12H,0) cvvnnnnnes 1,2 g
Fosfato de potassio (KH2P04)....... ..... e 0,6 g
Dextrose (ou glicose)..... e ceeee e .. 10,0 g
Vermelho de fenol a8 1%..eeeeeoeens ceeeecaeen 16,0 mL
Agua bidestilada q.s.p...... e e 1 000,0 mL
Preparo:

Pesar os reagentes e dissolver cada um deles separadamente em peque
nos volumes de agua. Acrescentar o vermelho de fenol. Completar o}
volume total para 500,0 mL com agua bidestilada.

4.2.3.2.3 Preparo final da solucao balanceada de Hanks - 10x concentra

da
Adicionar a solugao 2 a solugao 1, sob agitagao. Diluir a 1:10 com
agua bidestilada. Esterilizar pof filtragao (item 4.3.1). Distribuir
a solugao filtrada em volumes de 500,0 mL, efetuando prova de este
rilidade, colocando todos os frascos a temperatura de 35°¢ duran
te 24-48 horas. Armazenar em congelador a -20°¢.

4.2.3.3 Solugao de penicilina G-potéssica cristalina

Formula:
Penicilina G—potéssica cristalina....cccec... 10 milhoes U
Solugéo balanceada de Hanks 1 x concentrada.. 100,00 mL
Preparo:
Dissolver o conteudo de um frasco com 100,0 mL de solugao ba

lanceada de Hanks 1 x concentrada. Distribuir a solugao em volumes

de 50,0 mL. Armazenar em congelador a -20°C. utilizar 0,1 mL para ca
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da 100,0 mL de meio de cultura.

4.2.3.4 Solugao de sulfato de gentamicina

Formula:
Sulfato de gentamicina (40 mg)....... cecaenean 1,0 mL
Solugao balanceada de Hanks 1 x concentrada... 3,0 mL
Preparo:
Misturar o conteudo de uma ampola com 3,0 mL de solugao balancea

da de Hanks 1 x concentrada. Armazenar em congelador a -20°. Utili
zar 0,05 mL para cada 100,0 mL de meio de cultura.

4.3 Esterilizagao das solugoes e meios de cultura

4.3.1 Filtragao

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

cias termolabeis € feita com pressao positiva usando-se membranas
de ester de celulose acopladas, com as seguintes porosidades: 0,45 pm
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 po
rosidade. Todos os materiais e equipamentos utilizados para a filtra
gao deverao ser esterilizados previamente por autoclavagao a 12100
durante 30 minutos.

4.3.2 Autoclavagao

Esterilizagoes de solugoes ou de meios de cultura em autoclave de
vem ser feitas em temperatura de 121°C durante 15 minutos. Durante
a autoélavagao de meios de cultura, nao deve haver excesso de ague
cimento para evitar uma sobrecarga termica que possa produzir hidré
lise, peptonagao, caramelizagao ou outro tipo de destruigao das subs

tancias que constituem os meios de cultura.

4.3.3 Armazenamento de solugoes

As solugoes sao armazenadas em refrigerador (2 a 8°C) ou em congela
dor (—20°C). Sao mantidas em frascos bem fechados, com rolhas de bor
racha ou tampa com rosca, pois os tampoes de algodao podem permitir
a entrada e a conseqiiente absorgao de substancias inespecificas. So
lugoes alcalinas nao devem ser estocadas em frascos de vidro por
muito tempo, pois esses frascos sao lentamente dissolvidos e ions

de metais pesados sao, posteriormente. encontrados nessas solugoesi

5 EXECUGAO DO ENSAIO
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5.1 Principio do metodo

0s virus pertencentes ao geénero Enterovirus podem ser identificadgé
por testes de neutralizagao com "pools" de anti-soros especificos.
Deste modo, se um anti-soro especifico para um tipo de virus for co
locado em contato com este virus, ele o neutralizara, fazendo com que
perca a capacidade infectante.

5.2 Procedimento

Todo o procedimento de identificagao de virus deve ser realizado em

capela de fluxo laminar vertical.

5.2.1 Multiplicagado do virus

5.2.1.1 Decantar o meio de crescimento dos tubos contendo xmoﬁocamg
das de celulas BS-C-1, preparados como descrito na Norma CETESB
1L5.501.

5.2.1.2 Inocular entao o conteudo viral recolhido das placas obti
das pelo emprego da tecnica de plaqueamento (Norma CETESB L5.502).

5.2.1.3 A seguir, incubar os tubos contendo cultura celular inocula
da a 35°C durante 60 minutos, para facilitar a adsorgéo das parti
culas virais as celulas.

5.2.1.4 ApoOs o periodo de incubacgao, acrescentar em cada tupo 1,5
mL de meio de manutengao liquido.

5.2.1.5 Incubar a 35°C durante 7 dias.

5.2.1.6 Ler diariamente ao microscépio, observando o aparecimento de
efeito citopético nas culturas inoculadas.

5.2.1.7 Quando as culturas celulares apresentarem 75%'de efeito ci
topético, congelar a —70°C, e descongelar 3 vezes cada tubo de en
saio, para maior liberagao das particulas virais, procedendo em se
guida a titulagao viral.

5.2.1.8 O0Os tubos que nao apresentarem efeito citopético apés o pe
riodo de incubagao (7 dias) sao congelados e descongelados 3 vezes
e entao inoculados novamente em culturas de células como descrito
nos itens 5.2.1.1 a 5.2.1.6.

5.2.1.9 Apos o periodo de incubagao, os tubos que apresentarem efei
to citopatico s3o considerados positivos quanto a presenga de virus
e tratados como descrito em 5.2.1.7. Os tubos que nao apresentarem
efeito citopatico sdo considerados negativos e deverao entao ser des
cartados.
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§.2.2 Titulacao de virus (microtécnica)

5.2.2.1 Para titular os virus isolados, fazer diluigdes ao  decimo
(10-1 a 10"6) de cada um. Para tal, distribuir 4.5 mL de solugao ba

lanceada de Hanks 1 x concentrada em 6 tubos de ensaio.

§.2.2.2 Marcar cada um dos 6 tubos com a solugao que lhe correspon

de 10"1 a 10-6) e tambem com o numero da amostra viral.

5.2.2.3 Colocar 0,5 mL da suspenséo viral no tubo correspondente

a diluigao 10_1 e homogeneizar em agitador tipo Vortex.

5.2.2.4 Transferir 0,5 mL da diluigao 1071 para o segundo tubo (di
luicao 10—2) e homogeneizar em agitador tipo Vortex.

5.2.2.5 Proceder da mesma forma ate a diluigao 1076

5.2.2.6 Numerar a microplaca que vai ser inoculada, colocando o né
mero da amostra e as respectivas diluigSes.

'5.2.2.7 Inocular 25 pL da primeira diluigao 10_% em cada um dos! 6

orificios seqgiienciais da microplaca.

5.2.2.8 Seguir o mesmo procedimento atée a diluigao 10_6.
5.2.2.9 Inocular 0,1 mlL de suspenséo celular da linhagem celular
BS-C-1 e 0,15 mL do meio de crescimento, em cada um dos orificios

que ja contém as respectivas diluigdes do virus. Inocular os mesmos
volumes de suspenséo celular e meio de crescimento em dois orificios

vazios da microplaca, que serao os controles das celulas.

5.2.2.10 Incubar a microplaca a 35°C durante 7 dias em incubadora
bacteriologica-CO,.

5.2.2.11 Ler diariamente ao microscopio durante o periodo de incuba
gao, observando o aparecimento de efeito citopatogenico nos orifi

cios inoculados.
5.2.2.12 Anotar os resultados conforme exemplifica a Tabela 1.
5.2.2.13 Anotar nas colunas da Tabela 1 o seguinte:

a) na primeira coluna: diluigao do virus:

b) na segunda coluna: o numero de orificios que apresen
tam E.C.P. em cada diluigao;

¢) na terceira coluna: o numero de orificios nao  infecta
dos em cada diluigado, isto &, sem E.C.P.;

d) na quarta coluna: os valores acumulados dos orificios
infectados;
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TABELA 1 - Leituras da titulagao de virus para calculo
do DICT50
Diluicoes | orificios | Orificios Valores acumulados
dos nso orificios Orificios % de
nao
virus infectados | infectados infectados infectados infecgao
107t 6 0 17 0 100
1072 6 0 11 0 100
1072 4 2 5 2 71
. «—Pi
1074 1 5 1 7 13
107° 0 6 0 13 0
107° 0 6 0 19 0
Exemplo:
| 6 + 6‘+ 4 +1+ 0+ 0 =17
6 + 4+ 1+ 0+ 0 = 11 .
4 +1+0+0 = 5
1+0+0 = 1 )
0+ 0 = 0
0+ 0 = 0
e) na quinta coluna: os valores acumulados dos orificios
nao infectadas;
Exemplo:
0 = 0
0+ 0 = 0
O+ 0+ 2 = 2
0O+0+ 2+ 5 =
O+0+2+5+ 6 = 13
O+0+2+5+6+6=19
f) na sexta coluna: a porcentagem de infecgao é calcula
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da da seguinte maneira: divide-se o numero de orificios
infectados de cada diluicao pelo total de orificios nao

infectados e infectados.
Exemplo:

% = 17/17 x 100 100
% = 11/11 x 100 100
% = 5/7 x 100 = 71

% = 1/8 x 100 = 12,5 = 13
% = 0/13 x 100 = O
% = 0/19 x 100 = O

5.2.2.14 O titulo é expresso como a dose infectante 50% em cultura
de tecidos e é calculado segundo o metodo de Reed & Miiench. Na titu
lacdo do virus dada como exemplo (Tabela 1) 71% dos orificios inocu
lados com a diluicgao 10_8 e 13% dos orificios inoculados com a dilui

géo 10—4, epresentaram E.C.P. Portanto, a dose que causaria 50% de
3

E.C.P. esth entre 102 e 10”4, 0 calculo do ponto intermediario
(p.i.) é feito do seguinte modo:
P (% de infecgao superior a 50%) - 50%

t+ = 1% de infeccao superior a 50%) - (% de infecgao inferior a ﬁp%)

No exemplo da Tabela 1:°

P.i. = 71 - 50 _ + 0,36

71 - 13

| 3,0 + 0,36 _
DICT., = 10 = 10

3,36/0,025 mL

5.2.3 Reacdo de neutralizagao (microtécnica)

5.2.3.1 Reacao de neutralizagao com o "pool" de anti-soros Lim e
Benyesh-Melnick (A-H)

/ .
a) reidratar cada um dos frascos que contém os "pools" (A-H)

com 5 mL de Agua bidestilada esteril:

b) inativar os conteudos dos frascos reidratados, em banho-
-maria a 56°C por 30 minutos;

¢) diluir o conteudo de cada frasco do "pool" (A-H) a 1:10
com meio de cultura Melnick "B" (item 4.2.2.4);

d) colocar 25 pL de cada um dos “pools" diluidos, em micro

placa;
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e)

)

g)

h)

i)

colocar em cada um dos orificios que ja contém um dos

"pools" (A-H). 25 pL do virus a ser identificado, os
+ .

quais devem conter 10’0 = ©+% prer_ /0,025 mL  (titulo

calculado previamente);

incubar a microplaca contendo virus e "pool" por 60 minu
tos a 35°¢ para promover a neutralizacao;

apos este periodo de incubagao, inocular 0,1 mL de sus
pensao celular da linhagem BS-C-1 em cada um dos orificios
que ja contém o complexo antigeno-anticorpo;

adicionar a cada orificio inoculado, 0,15 mL do meio de cres
cimento, iniciando pelos orificios de controle de célu
las;

incubar a microplaca a 35°C por 7 dias em incubadora bac
teriologica - CO,; e

j) ler diariamente ao.microscépio, para verificar a ocorrég

cia ou nao de efeito citopatico nos orificios inoculados.
5.2.3.2 Reagao de neutralizagao com o "pool'" de anti-soros Lim e

Benyesh-Melnick (J-P)

a) reidratar cada um dos frascos gue contém os "pools" (J-P)
com 5 mL de meio de cultura Melnick "B" (item 4.2.2.4);

b) inativar o conteudo dos frascos reidratados em Banho—mg
ria a 5°C por 30 minutos;

¢) colocar 25 pL de cada "pool" em orificios da microplaca;

d) colocar em cada um dos orificios que ja contém um dos
"pools" (J-P), 25 pL do virus a ser identificado, 0s
quais devem conter a 10391t 0.5 DICT50/0,025 mL (titulo
previamente calculado);

e) incubar a microplaca contendo virus e "pool" por 60 minu
tos a 35°C para promover a neutralizagéo;

f) apés o) periodo de incubagéo, inocular 0,1 mL de . suspen
c30 celular BS-C-1 em cada um dos orificios que ja contém
o complexo antigeno-anticorpo;

g) adicionar a cada orificio inoculado 0,15 mLudo meio de cres
cimento, iniciando pelos orificios de controle de celulas;

h) incubar a microplaca a 35°C por 7 dias em incubadora bac
teriologica - CO,;

i) ler diariamente ao microscopio, para verificar a ocorrég
cia ou ndo de efeito citopatico nos orificios inoculados.

5.2.3.3 Testes especiais de neutralizagao
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Se o virus a ser identificado nao tiver sido neutralizado por nenhum
dos anti-soros especificos contidos nos '"pools" A-H, ele ainda deve
ra ser testado frente .aos anti-sorss especificos para virus Coxsackie

B-3 e ECHO-11-12, conforme o seguinte procedimento:

a) anti-soro para virus Coxsackie B-3:

- reidratar o frasco que contem o anti-soro CB-3 com 2
mL de agua bidestilada estéril;

- diluir o conteudo do frasco a 1:80 com meio de cultura
Melnick "B" (item 4.2.2.4);

- colocar 25 pL do "pool" diluido em cada um dos orifi
cios da microplaca;

- acrescentar a cada um destes orificios da microplaca
25 pL do virus a ser identificado, os quais deverao
conter 1030 £ 0,5 DICT5O/O,025 mL (titulo calculado
previamente) _ :

.— seguir o mesmo procedimento contido nos itens 5.2.3.1
f atée j.

b) anti-soro para virus ECHO-11:

- reidratar o frasco que contém o anti-soro E-11 com 2
mL de agua bidestilada estéril; !

- diluir o conteudo do frasco a 1:40 com meio de cultura
Melnick "B" (item 4.2.2.4);

- colocar 25 uL de "pool" diluido em cada um dos orifi
cios;

- acrescentar a cada um destes orificios 25 pL do virus
a ser identificado, os quais deverao conter 10 SA)i(LS
DICT.,/0,025 mL (titulo calculado previamente);

- seguir o mesmo procedimento contido nos itens 5.2.3.1
f ate j.

¢c) anti-soro para virus ECHO-12:

_ reidratar o firaseo que contém o anti-<soro E=«}¥2 com 2 mL
de agua bidestilada esteril;

- diluir o conteGdo do frasco a 1:520 com meio de cultura
Melnick "B" (item 4.2.2.4);

- colocar 25 ulL de "pool" diluido em cada um dos orifi
cios;

_ ‘acrescentar a cada um destes orificios 25 pL do virus

A i ~ 3,0 0,6
a ser identificado, os quais deverao conter 10
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DICT,,/0.,025 mL (titulo calculado previamente);
- seguir o mesmo procedimento contido nos itens 5.2.3.1
£ ate j. '
6 RESULTADOS

Os resultados obtidos na neutralizagao saoc comparados com oS e sque

mas de identificacao contidos nas Tabelas 2 e 3.

Observacao: Os 8 '"pools" (A-H) preparados pelo NIH (National 1Insti
tute of Health, EUA) identificam 37 Enterovirus. Poliovirus 1, 2, 3,
Coxsackie A 7, 9 e 16, CoxsackieB 1, 2, 4a 6, ECHO 1 a 7, 9,13 a 21,
24 a 27 e 29 a 33. ‘

A identificagao dos virus Coxsackie B3 e dos ECHO 11 e 12 requer tes

tes especiais. Os virus ECHO 22 e 23 sao0 identificados pelo uso do
"pool" E22 e E23, respectivamente. Os 'pools" (J-P) tambem prepara
dos pelo NIH identificam 14 virus Coxsackie A (tipos 1, 2, 4 a 6,
10, 12 a 14 e 18 a 22). Como podem ocorrer duas neutralizagoes cru

zadas entre os virus Coxsackie A3 e A8 e anti~-soro, e entre os virus
Coxsackie A11 e A15 e anti-soro, testes com soros monoespecificos
sao recomendados para a sua identificagao.

/TABELA 2
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TABELA .2 - "Pools" A-H

‘Neutralizagao Identidade do Neutralizagao Identidade do
pelo "Pool" (a) virus pelo "Pool" virus
A E 15 DE E 13
AB CA 7 DF E 14
AC CB 1 DG E 16
AD E 33 DH P 3
AE CB 4 DEH E 32
AF E 7 E E 11 (b)
AG. E 4 EF E 18
AH E 1 EG E 17
ACF E 29 EH E 22 (e)
AEG E 5 (b) F B 27
B E 21 FG E 20
BC E 2 FH CB. 6
BD CB 2 G E '31
BE P 2 GH E 23 (e)
BF E 19 H CA 16 .
BG (c) CA 9 (c)
BH E 3
BDF E 26
BFH E 9
c E 24
CD E 6
CE CB 5
CF P 1
CH E 12 (d)
CEG E 30
D E 25
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Notas: a) O anti-soro CB3 nao aparece em nenhum dos '"pools". A
neutralizacao de um Enterovirus isolado, pelos ‘"pools"
A-H sugere que para tal virus pode ser feito um teste
especial (5.2.3.3.a).

b) Os "pools" AEG contem o anti-soro E5 que pode dar rea
cao de neutralizagao heterotipica como o yirus Ell' Pa
ra distingui-los deve ser feito um teste especial{5.2.3.3.b).
Se ocorrer neutralizagao, o virus € identificado  como
ECHO 11; caso contrario, o virus e identificado como
ECHO 5.

¢) O virus CA9 pode ser identificado por neutralizacgao to
tal pelos "pools" B e G e por neutralizagéo branda (ou
nao neutralizagao) pelo "pool" C. O "pool" C conteém inad
vertidamente 10 unidades de anticorpos contra o vi
rus CA%. _

d) Pode ocorrer neutralizacao heterotipica do virus Eqp
pelos '"pools" A, E, F e G. Para identificacao definiti
va do virus E12 deve ser feito um teste especial (5.2.3.3.c).

e) Neutralizagao pelos "pools" E, G e H indica que o virus

isolado pode ser o E22 ou o virus E23. Para identifi

cé—los, usar os "pools" E22 e E23, respectivamente .

/TABELA 3
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Tabela 3 - "Pools" J-P

b)

c)

Neutralizagao pelo "Pool" Identidade do virus
J CA 1
KL cA 2
OP (a) cA 3
JP CA 4
JN CA 5
L CA 6
P (a) cA 8
0 CA 10
KN (b) CA 11
JMN cCA 12
M CA 13
JO CA 14
K (b) CA 15
Ko (c) CA 17
LM ' CA 18
MP cA 19
JL CA 20 ,
MN cA 21
LO cA 22
Notas: a) Confirmar a identificaqéo usando soros monoespecificos

CA 3 e CA 8;

Confirmar a jdentificagao usando soros monovalentes CA
11 e CA 15;

O virus CA 17 pode tambem ser neutralizado pelos "pools"
heterologos J, L, M e N em testes em camundongos. A iden
tificagao final deve ser feita com soro monovalénte A1l7.
Se ocorrer neutralizaco,0 virus é ECHO 11, sendo O virus
e ECHO 5.

/ANEXO A
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ANEXO A - INFORMACOES COMPLEMENTARES

A-1 Os "pools" de anti-soros especificos para identificagao de Ente
rovirus sao obtidos do National Institute of Health, Bethesda,
Maryland 20024, EUA, acompanhados de Manual de InstrugSes.

B-2 Os "pools" J-P de Lim e Benyesh-Melnick consistem de 19 anti-so
ros de eqliino, especificos para virus Coxsackie tipo A, combinados em
7 "pools" e cada "pool" contendo 4-6 anti-soros. Os "pools" tem sido
designados de tal forma que um determinado anti-soro aparece em um,
dois ou treés "pools". Os sete '"pools", preparados em 1974 no NIH,
corretamente identificam 14 Coxsackievirus do grupo A (tipos 1,2,
4-6, 10, 12-14, 18-22).

/ANEXO B
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ANEXO B - PROCEDIMENTOS COMPLEMENTARES

B-1 Cuidados especiais com a lavagem.e preparo do material
Devem ser obedecidas as prescrigoes da Norma CETESB M1.002.

B-2 Controle da eficiencia da autoclave

Utilizar ampolas com suspenséo de esporos Bacillus ' stearothermophilus

em meio de cultura, colocando-os entre os frascos ou entre os materiais
a serem esterilizados. Estas ampolas, depois da autoclavagao, sao ig
cubadas em banho-maria, a 55°C durante 24-48 horas. Se houver mudan
ca da coloragéo da suspensao contida nas ampolas, de roxa para ama
rela, significa que a esterilizagao foi insuficiente, pois houve de
senvolvimento de bacterias.

B-3 Controle de qualidade dos meios de cultura
Ver Norma CETESB L5.216.

B-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 sobrevivencia e crescimento de microrganis
mos. £ recomendavel a avaliacido periodica de sua qualidade, atraves
da realizagao de testes especificos (ver Norma CETESB L5.212) - Pro
va de adequabilidade da agua destilada para fins microbiologicos).

B-5 Controle da adequabilidade biologica da agua bidestilada
Devem ser efetuados testes de adequabilidade biologica da agua bi

destilada para garantir a produgao de uma agua de alta qualidade 1i
vre de substancias toxicas ou nutrientes que possam interferir nos
ensaios virolégicos (ver Norma CETESB L5.215).

B-6 Armazenamento da agua bidestilada

A agua bidestilada deve ser armazenada em frascos limpos de vidro
neutro, de preferéncia ao abrigo da luz e protegidos de pé ou- vapo
res que possam ser produzidos na laboraterio. O armazenamento pro
longado da égua bidestilada deve ser evitado.

B-7 Local de trabalho

B-7.1 As capelas de seguranga biolégica devem estar localizadas em

areas de movimento reduzido livres de poeiras, Nao deve haver movi
mentacao excessiva do ar devido ao uso de ventiladores, exaustores,

etc. Conversa desnecessaria deve ser evitada.

B-7.2 A limpeza da sala é feita apos o expediente diario sem varre
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coes exageradas e, de preferéncia. empregando solugao de formalina
ou de outro desinfetante. Chao, mesas e balcdes sao limpos diaria
mente. No fim da semana, realiza-se uma limpeza mais rigorosa, inclu

sive do teto e das paredes. Apos a limpeza, o ambiente e impregnado

com formol puro, que e colocado em placas de Petri para evaporar.

B-7.3 Se a capela estiver instalada em local com ar condicionado,

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

B-8 Precaugoes

Dentre as pessoas que trabalham no laboratério, aquelas que tém me
nor tempo de treinamento e as que estao mais diretamente associadas
s manobras com material infectado sao as que apresentam maiores pos
sibilidades de ser infectadas acidentalmente. A inalagao de aeros
sois, a aspiragao de solugoes contaminadas atraves de pipetas, aci
dentes de centrifugagao, etc., provocam, comprovadamente, grande né
mero de infecgoes acidentais e devem ser prevénidas pelo uso de mésqg
ras descartaveis de papel, pipetadores e pela obédiéncia as instru
coes especificas de trabalho e de uso do equipamento (ver Norma CETESB
L5.009 - Seguranga e higiene do trabalho em laboratorio de micQObig
logia).

B-8.1 Material de seguranga

B-8.1.1 Aventais de plastico

Devem ser de plastico resistente e de comprimento adequado para a
protecao do tecnico durante os processos de lavagem.

B-8.1.2 Aventais de tecido
Para uso obrigatério por todos os técnicos na execugao de quaisquer

atividade laboratoriais.

B-8.1.3 Luvas de amianto

/ANEXO C
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