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Introducio

Entre os virus presentes na agua de esgoto, os mais comumente isolados sdao os Poliovirus, os virus
Coxsackie A e B e os virus ECHO, que fazem parte do grupo dos Enterovirus.

O fato das aguas de esgoto carrearem freqlientemente esses virus de alto grau de patogenicidade
para o ser humano, tornou as mesmas objeto de varios estudos nas ultimas décadas. Esses estudos
visam elucidar a epidemiologia dos Enterovirus, seja na deteccao de fontes de infec¢ao, na obtengao
de informagdes sobre a sobrevivéncia desses virus e sua resisténcia aos processos de tratamento de
aguas de esgoto, na avaliacao da eficacia do tratamento, ou na avaliacao de riscos a saude publica
devido as descargas de despejos contaminados com virus nos corpos d’agua e oceanos.

A densidade de virus nas dguas de esgotos pode variar muito, devido a diversos fatores, tais como: a
concentracdo de virus que estd sendo excretada pela populagdo, o volume e tipo de despejos
domésticos e industriais, o fator de dilui¢do das aguas de esgoto, como também as variagdes
sazonais.

Esses virus podem sobreviver no meio ambiente por periodos de tempo variaveis, dependendo das
condi¢des de temperatura, umidade, presenca de matéria organica, pH e varios outros fatores
ambientais.

Nos tultimos anos os métodos de concentragdo e ensaios para deteccdo de virus vém sendo
modificados e aperfeicoados, porém, até o presente momento nao foi estabelecido um método
padrao internacional para a detec¢do de virus em amostras de aguas de esgoto.
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A deteccdo de virus na agua geralmente consiste em trés etapas diferentes: coleta de uma amostra
representativa, concentragdo dos virus na amostra, isolamento e identificacio dos virus
concentrados.

A escolha de um método adequado de concentracdo de amostras de agua de esgoto para o
isolamento de Enterovirus, vai depender ndo s6 do contetido viral, como também das caracteristicas
da amostra, uma vez que a grande quantidade de matéria organica presente nos esgotos pode
interferir no processo. A simplicidade, eficiéncia e custo sdo fatores que também devem ser levados
em consideragao nessa escolha.

1. Objetivo

Esta Norma prescreve os procedimentos que permitem concentrar, em laboratdrio, amostras de
agua e esgoto pelas técnicas de adsorsao a hidroxido de aluminio (Anexos B e C) e pela técnica de
Moore (Anexo D), para isolamento de Enterovirus.

2. Documentos Complementares
Na aplicagdo desta Norma € necessario consultar:

M1.002 — Lavagem, preparo e esterilizacdo de material para cultura celular.
L5.501 — Preparo de culturas celulares para ensaios virologicos

L5.502 — Enterovirus em agua — Isolamento e quantificacao

L5.504 — Identificagao de enterovirus

3. Definicoes
Para os efeitos desta Norma sdo adotadas as defini¢oes de 3.1 a 3.6.

3.1 Adsorcio
Associagdo de particulas virais a superficie de materiais s6lidos por meio de processos fisico e
quimicos.

3.2 Concentragao
Processo pelo qual se reduz a porcao liquida de uma amostra, mantendo todo seu contetdo solido.

3.3 Concentracao por filtracio
Concentragao efetuada com o uso de membrana filtrante.

3.4 Floculacio organica
Processo de concentracao em que se utiliza uma solucao protéica (extrato de carne), o ajuste do pH
e a centrifugagdo para a obten¢do de pequenos volumes de amostra, adequados para a analise.

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

4. Aparelhagem

4.1 Equipamentos

4.1.1 Agitador tipo “Vortex”
4.1.2 Autoclave

E normalmente operada a uma pressdo de 103.393 p.a ( 1,05 kgf/em? ou 15 Ib/pol® ), produzindo,
em seu interior, uma temperatura de 121,6°C ao nivel do mar. Em seu funcionamento, deve-se
observar a substituicdo por vapor de todo o ar existente na camara e sua operacao deve durar, no
maximo, uma hora, sendo recomendavel que a temperatura de esterilizacao seja atingida em até 30
minutos.

4.1.3 Balancas 0
Com sensibilidade de, no minimo, 0,1g ao serem pesados 150g’

4.1.4 Banho-maria

Equipado com termostato para temperaturas de 35 a 56° C com capacidade suficiente para
comportar recipientes contendo meios de cultura, cuja temperatura deve ser estabilizada antes de
sua distribui¢ao.

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

Equipamento que possibilita a retencdo de particulas do ar por meio da passagem do mesmo por
filtros HEPA, cuja eficiéncia ¢ de 99,99% para particulas iguais ou maiores que 0,3 4 m. O ar estéril
produzido ¢ dirigido em forma de fluxo direto sobre a area de trabalho, proporcionando grande
seguranca nos manuseios que devem ser realizados em condi¢des de maxima esterilidade, como
também protecao aos operadores.

4.1.6 Centrifuga refrigerada
Com velocidade até¢ 6000 rpm e que tenham rotores com cagapas para volumes de 20,0 mL e 1000,0
mL.

4.1.7 Freezer

Com regulagem para manter a temperatura na faixa de —20 a —70°C, ¢ destinado ao armazenamento
de solucdes e dos concentrados das amostras. A limpeza e desinfeccio devem ser feitas
periodicamente.

4.1.8 Destilador de agua ou aparelho para desionizagao
Deve produzir agua nao toxica, livre de substancias que impecam ou interfiram na multiplicacao
celular, cuja condutividade deve ser inferior a 2pus/cm a 25°C e o pH estar na faixa de 5,5 a 7,5.

1 . . ~ .
As balangas devem ser colocadas em local adequado, protegidas de vibragdes, umidade ¢ mudangas bruscas de
temperatura; devem ser mantidas limpas e manuseadas por pessoal que conhega seu funcionamento sua aferi¢do deve ser

feita periodicamente.
3
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4.1.9 Estufa para esterilizacdo 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
circulacdo de ar quente ao redor do material a ser esterilizado. Deve ser equipada com um
termOmetro € um termostato e operar normalmente a uma temperatura de 170 a 180°C. O tempo de
esterilizagdo para a maior parte da vidraria é de 4 a 6 horas, a uma temperatura de 170 a 180°C.

4.1.10 Funil de Buchner
Com 142 mm de diametro.

4.1.11 Incubadora bacteriologica

Deve manter a temperatura na faixa de 37 + 0,5°C e a umidade relativa entre @5 e 85% e ser
colocada em um local onde a temperatura permanega na faixa de 16 a 27°C. Registrar a temperatura
com um termdmetro graduado em incrementos de 0,5°C, pelo menos 2 vezes ao dia.’

4.1.12 Placa agitadora magnética
Com velocidade regulavel.

4.1.13 Pipetador automatico
Ou outro dispositivo de seguranga para succao de conteudos liquidos.

4.1.14 Porta-filtro
De aco inoxidavel, de 293 mm de didmetro.

4.1.15 Potenciometro
Deve fornecer exatiddo minima de 0,1 unidade de pH e sua calibracdo deve ser feita pelo menos
duas vezes ao dia, com, no minimo, duas solugdes-tampao (pH=4,0; pH=6,86 ou pH=9,18).

4.1.16 Refrigerador

Certificado para manter a temperatura na faixa de 2 a 8°C, com capacidade para conter os meios de
cultura e as solugdes a serem mantidas sob refrigeracdo. Sua limpeza e desinfec¢ao devem ser feitas
periodicamente. A temperatura deve ser controlada pelo menos 1 vez por dia.

4.1.17 Sistema de filtragao tipo Swinex.
De ac¢o inoxidavel com 25 mm de diametro.

4.1.18 Vasilhames de pressao
De aco inoxidavel, com capacidade de 5 litros.

? A verificagdo da temperatura na incubadora deve ser feita periodicamente (minimo de 2 vezes ao dia) por meio de
termometro (com o bulbo submerso em agua, glicerina ou 6leo mineral) colocados em pontos representativos da mesma,
sendo aconselhavel, também, a calibragdo de um termometro de maximo e minima em sua parte central. A estratificacdo
da temperatura na incubadora pode ser evitada com a colocacgao, em seu interior, de um dispositivo para circulagdao do

ar.
4
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4.2 Materiais
4.2.1 Alcodometro
4.2.2 Algodao hidrofilo

4.2.3 Atadura de crepe
De algodao, com 20 cm de largura por 4,5 cm de comprimento.

4.2.4 Bandejas de aco inoxidavel

4.2.5 Barra magnética
Recoberta com teflon, tamanho 6 cm x 1 cm.

4.2.6 Fio de nylon
Com diametro de 1,20 mm.

4.2.7 Fita adesiva
Para controle do material submetido a esterilizacao em estufa ou autoclave

4.2.8 Fita crepe
4.2.9 Flaconete
Do mesmo tipo utilizado para acondicionar penicilina, com capacidade de 50 mL com tampa de

borracha.

4.2.10 Filtro Zeta Plus
Composto de celulose e particulas inorganicas, série 50S, com 25 mm de didmetro.

4.2.11 Gaze hidrofilade 91 m x 91 cm x 8 dobras

4.2.12 Kitasato
Com capacidade suficiente para conter o volume da amostra a ser filtrada.

4.2.13 Luvas descartaveis.

4.2.14 .Maéscara descartavel

4.2.15 Materiais para preparacao de meios de cultura e reagentes

Recipientes de vidro neutro ou ago inoxidavel. O material de aquecimento e os bastdes devem estar

limpos e isentos de qualquer substancia toéxica (nunca devem ser de cobre).

4.2.16 Mangueiras de borracha
Com paredes espessas e resistentes a pressao.

4.2.17 Mangueiras de plastico rigido de '4”.
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4.2.18 Papel aluminio
4.2.19 Papel Kraft

4.2.20 Pingas
Dente de rato, de aco inoxidavel e com bordas lisas de aco inoxidavel.

4.2.21 Pipetas
Pipetas tipo Mohr de 1,0 mL, 5,0 mL e 10,0 mL, com graduagao de 1/10, erro de calibragdo inferior
a 2,5% e com bocal para tampao de algodao.

4.2.22 Pissete para alcool a 70%
4.2.23 Porta-pipetas de ago inoxidavel.
4.2.24 Pré-filtro de fibra de vidro tipo AP 20.

4.2.25 Provetas graduadas
Com marcac¢ao externa, nos volumes de 100,0mL, 250,0mL, 500,0mL ¢ 1000mL.

4.2.26 Seringas hipodérmicas
4.2.27 Tesoura com ponta fina

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

4.2.29 Tubos de ensaio
De borossilicato (pyrex) ou vidro neutro, de 15 mm x 150 mm, com tampa de rosca.

4.3 Reagentes

4.3.1 Procedimentos gerais

Para o preparo dos meios de culturas, devem ser utilizados reagentes de boa qualidade, isto &,
devem ser de grau bacterioldgico e de procedéncia, apresentar odor, cor e consisténcia inalterados.
Uma vez feita a escolha dos reagentes, seu uso devera ser padronizado e, quando possivel, devem
ser mantidos sem modificagdes posteriores. Datar os frascos de reagentes apds recebimento e abrir
ficha de controle na qual devem constar a data da chegada e todas as pesagens realizadas. Isso
permite o controle do estoque dos reagentes existente no laboratorio.

4.3.2 Reagentes necessarios

- Acido cloridrico (HCI) p.a.:

— Anfotericina B (fungizona), 250pg/mL:
- Agua destilada:

- Alcool etilico comercial:

— Bicarbonato de s6dio (NaHCOs) p.a.;

— Carbonato de sddio (Na,COs) p.a.;
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— Cloreto de aluminio (AICl;.6H,0) p.a.;

— Cloreto de sodio (NaCl) p.a.;

— Dextrose;

— Extrato de carne;

— Fosfato de potassio dibasico (K;HPO,) p.a.;
— Fosfato de sodio dibasico (Na,H4.7H,0) p.a.;
— Hidréxido de s6dio (NaOH) p.a.;

— Penicilina G-potéssica cristalina;

— Peptona de soja;

— Soro fetal bovino;

— Sulfato de gentamicina;

— Tiossulfato de sddio (Na,S,03) p.a.;

— Triptona;

— Tween 80;

4.4  Meios de cultura

4.4.1 Caldo de soja e triptona (‘Tryptic Soy Broth™)

Formula:

51070 T SRS UURRRRPSRRNt 17,0g
POPLONA A€ SOJA...eiiieiiieiiieeeiie ettt ettt e et e et e e st e e s aaa e e e ataeeenteeeasbae e tbae e tteeearaeeetaaeeasreeesaaeennees 3,0g
D10 Q3 1 SRR 2,5¢g
(010 (e 10 I (S0 1o 1 Lo SRS PR 5,0g
FOSTato de POtASSIO AIDASICO...c..vvieiiiiieiiieeeiie et ettt e et e et e et e e st eesataeessbeeesssaeesseeesseeensseeensseennses 2,5¢
AGUA AESHIAAA ...t 1000,0mL

pH final apos esterilizagdo: 7,3 £ 0,2

Preparo:

Pesar 30,0g do meio desidratado “Tryptic Soy Broth” e acrescentar 1000,0mL de agua destilada fria.
Aquecer, agitando freqlientemente, até a completa dissolu¢do do meio, tomando cuidado para que
nao seja atingida a temperatura de ebulicdo. Se necessario, ajustar o pH para 7,3 com solucao de
hidréxido de sodio IN (item 4.5.5). Distribuir volumes de 12,0mL em tubos de 15mm x 150mm,
com tampa de rosca. Esterilizar por autoclavagao (item 4.6.1).

4.5 Solugoes

451 Alcool a 70%

Formula:
ALCOO] EHIICO COMETCIAL ...t eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeseeeeeseeaeeseeeeeeeees 700,0mL
AGUA AESHIAAA ...t +300,0mL
Preparo:

Medir 700,0mL de alcool etilico comercial em recipiente adequado e adicionar uma quantidade de

agua
7
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(aproximadamente 200,0 a 300,0mL) suficiente para obter uma solu¢do com teor de 70% de alcool.
Essa verificagdo ¢ feita por meio do uso do alcoometro.

4.5.2 Solugao de acido cloridrico (HC1) — IN

Formula:
ACTAO CLOTIATICO e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeee e e e e e eeeeseseeeseeaeeeesesaeesesaeen 83,5mL
AGUA AESHIAAA ...t 916,5mL
Preparo:

Adicionar lentamente 83,5mL de 4cido cloridrico em 916,5mL de 4agua destilada.

Observagao:
Nunca adicionar a 4gua sobre o 4cido, mas sim o acido a agua.

4.5.3 Solugao de acido cloridrico (HC1) — 6N

Formula:
ACTAO CLOTIATICO .o ee e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeee e e eeeeeeeseseeeseeaeeseeeseeeees 501,0mL
AGUA AESHIAAA ...ttt 499,0mL
Preparo:

Adicionar lentamente 501,0mL de acido cloridrico em 499,0mL de dgua destilada.

Observagao:
Nunca adicionar a 4gua sobre o 4cido, mas sim o acido a agua.

4.5.4 Solugao de extrato de carne a 3%

Formula:
EXEIato A€ CAIMIC....cccuviieiiiiieiiie ettt et e et e et e e e tt e e et e e e ssaeesssaeeassaaeassaeeassaeeassaeesseeensseeensseeensees 9,0g
AGUA AESHIAAA GuS.P. vt 300,0g

pH final: 7,0

Preparo:

Pesar 9,0g de extrato de carne em um Erlenmeyer de 500,0mL e acrescentar 300,0mL de agua fria,
agitando até completa dissolu¢do. Acertar o pH e esterilizar em autoclave a 121°C, durante 15
minutos (item 4.6.1). estocar em geladeira 2 a 8°C.

4.5.5 Solugao de hidroxido de s6dio (NaOH) 1IN

Fomula:
HiIdrOX1d0 d@ SOAI0 ....eouviiiiiiieeiie ettt ettt e et e et e e e taeeetaeessaeesssaeesssseessseeessseeessseeensseeanns 40,0g
Agua destilada ESEIT] QuS.P. ....vveeeeeeeeeeeeee et e e e e 1000,0mL
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Preparo:
Pesar 40,0g de hidroxido de sodio, colocar em um baldo volumétrico e completar o volume para
1000,0mL com agua destilada estéril.

4.5.6 Solugao de hidroxido de s6dio (NaOH) 6N

Formula:
HiIdrOX1d0 d@ SOAI0 ....couviiiiiieeeiie ettt e et e et e e et eeesaeeensaeeessaeeessseesssaeessseeensseeensseens 240,0g
AgUa destilada @SIEIT] QuS.P...vveeeeeeeeeeeee oot e e 1000,0mL
Preparo:

Pesar 240,0g de hidréxido de sodio, colocar em um baldo volumétrico e completar o volume para
1000,0mL com agua destilada.

4.5.7 Suspensao — estoque de hidroxido de aluminio (A1(OH);)

Na preparagao de suspensao de hidroxido de aluminio devem ser utilizadas trés solugdes preparadas
da seguintes forma:

4.5.7.1 Solugao de carbonato de sodio (Na,CO3) 4M

Formula:
(O 4 oT0) 4 b 1T I (ST 616 1o TP SUPRI 42,39¢g
AGUA AESHIAAA GuS.P vttt 100,0mL
Preparo:

Pesar 422,39g de carbonato de sddio e adicionar 50,0mL de agua destilada. Agitar at¢ completa
dissolugcdo. Completar o volume final para 100,0mL. Esterilizar a 121°C por 15 minutos (item
4.6.1).

4.5.7.2 Solugao de cloreto de aluminio (A1C15.6H,0) 0,05M

Formula:
ClOTeto de AIUIMINIO ...ccvviieiiieeiie ettt ettt e et e e et e e et e e st eesssaeeassaeeesseeeassseeassaeensseeensseeensseens 12,07¢g
AGUA AESHIAAA Q8P 1000,0mL
Preparo:

Pesar 12,07g de cloreto de aluminio e adicionar 500,0mL de dgua destilada. Agitar até completar
dissolugdo. Completar o volume final para 1000,0mL. Esterilizar a 121°C por 15 minutos (item
4.6.1).

4.5.7.3 Solugao de cloreto de sodio (NaC1) 0,15M

Formula:
ClOTELO A€ SOMIO ..eenvviieiiieeciie ettt et e st e et e e et e e e saeeesbeeassaaeensaaeessseeensseeansseessseeessseeesseennsseennns 35,2¢g
AGUA AESHIAAA GuS.D ettt 4000,0mL



CETESB/ L5.505 — dez/2001

Preparo:

Dissolver 35,2g de cloreto de sodio em 3000,0mL de a4gua destilada e agitar at¢ completa
dissolugdo. Completar o volume final para 4000,0mL. Esterilizar em autoclave a 121°C 15 minutos
(item 4.6.1).

4.5.7.4 Preparo final da suspensao de hidroxido de aluminio

Formula:

Solucao de carbonato de SOAIO 4IM..........oiiiiiiiiiiiiee e e e e et e e e e et e e e eans
Solucao de cloreto de aluminio 0,05M...........ooiiiiiiiiii e et 1000,0mL
Solucao de cloreto de SOAI0 0,15M ........oiiiiiiiic e e 4000,0mL

Preparo:

Adicionar lentamente e sob agitacdo, 30,0mL da solu¢do de carbonato de sédio 4M em 1000,0mL
da solucao de cloreto de aluminio 0,05M. Ajustar o pH para 7,2. Manter a mistura sob agitacao
constante durante 15 minutos, em temperatura ambiente.

Centrifugar a 2000 rpm durante 15 minuto. Desprezar o sobrenadante e suspender o sedimento com
o mesmo volume de solugdo de cloreto de sodio 0,15M. Centrifugar novamente ( 2000 rpm por 15
minutos), suspender o sedimento com solugao de cloreto de sédio 0,15M e esterilizar em autoclave
a 121°C por 15 minutos. Apos resfriamento, em condigdes de assepsia, centrifugar a suspensdo a
2000 rpm durante 15 minutos, descartar o sobrenadamento e suspender o sedimento em 1100,0mL
de solugdo de cloreto de sddio 0,15M estéril. Armazenar na temperatura de 4°C.

No momento do uso, agitar bem a suspensao total e centrifugar volume necessario para o teste a
2500 rpm durante 15 minutos. Suspender o sedimento em solug¢ao de cloreto de sddio 0,15M, com
volume igual ao do sobrenadante.

4.5.8 Solugao — estoque de penicilina G — potéssica cristalina

Formula:

Dissolver o conteudo de um frasco de penicilina G — potéssica cristalina ( 10 milhdes UI) em
100,0mL de solugao balanceada de Hanks 1 x concentrada ( Norma CETESB L5.501). Acertar o pH
para 7,0-7,2 com bicarbonato de sédio a 7,5%. Distribuir a solu¢do em volume de 50,0mL.
Armazenar em congelador

a—20°C.

4.5.9 Solugao de sulfato de gentamicina
Formula:
Sulfato de gentamicina (40mg de gentamicina base/mL) ..........ccoevviiiiiiieriiiecie e e

Solucao balanceada de Hanks 1 X concentrada.............cocveiieeiiiiiiiiiiiii e e

Preparo:

10
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Diluir o conteido de uma ampola de sulfato de gentamicina em 3,0mL de solugdo balanceada de
Hanks 1 x concentrada ( Norma CETESB L5.501). Acertar o pH para 7,0-7,2 com bicarbonato de
sodio a 7,5%. Armazenar em congelador a —20°C.

4.5.10 Solugao de soro fetal bovino a 10%

Formula:
Soro fetal bovino inativado (em banho-maria a 56°C por 60 MINULOS).......ccueeervieerireeriieerieeeiee e 5,0mL
AGUa BIAESHIAAA ESTETTL ... 45,0mL
Preparo:

Adicionar 5,0mL de soro fetal bovino inativado em 45,0mL de agua bidestilada estéril. Agitar
levemente para dissolu¢ao. Armazenar em geladeira.

4.5.11 Solugao de tween 80 a 0,1%

Formula:
TS o TS PRSPPI 1,0mL
AGUA AESHIAAA ...ttt 999,0mL
Preparo:

Diluir 1,0mL de Tween 80 em 999,0mL de dgua destilada. Agitar até completa dissolugao.

Observagao:
Esta solugdo devera ser preparada no momento do uso.

4.5.12 Solugao de fosfato de sodio dibasico 0,15M pH 9,0

Formula:
Fosfato de sddio dibdsico (Na;HPOy4. THoO) .eveiieiiieiieeie ettt e e 4,02¢g
AGUA AESHIAAA GuS.D- et 100mL

pH final: 9,0

Preparo:

Pesar 4,02¢g de fosfato de sodio dibasico e adicionar 50,0mL de dgua destilada. Agitar até dissolucao
total. Completar o volume final para 100,0mL. Ajustar o pH para 9,0 e esterilizar em autoclave a
121°C durante 15 minutos.

4.6 Esterilizacao das solugdes e meios de cultura

4.6.1 Autoclavagao

Esterilizacao de solu¢des ou de meios de cultura em autoclave deve ser feita em temperatura de
121°C durante 15 minutos. Durante a autoclavacdo de meios de cultura, ndo deve haver excesso de
aquecimento para evitar uma sobrecarga térmica que possa produzir hidrolise, peptonagdo,
carameliza¢do ou outro tipo de destruicdo das substancias que constituem os meios de cultura.

4.7 Armazenamento de solugdes
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As solucdes sdo armazenadas em refrigerador (2 a 8°C) ou em freezer (-20°C). Sdo mantidas em
frascos bem fechados, com rolhas de borracha ou tampa de rosca, pois os tampdes de algodao
podem permitir a entrada e a conseqliente absorc¢ao de substancias inespecificas. Solucdes alcalinas

nao devem ser estocadas em frascos de vidro por muito tempo, pois o material desses frascos ¢
lentamente dissolvido, e ions de metais pesados sdo posteriormente encontrados nessas solugdes.

5. EXECUCAO DO ENSAIO

A concentragdo dos virus presentes na amostra pode ser realizada por adsorsdo a hidroxido de
aluminio, seguida de filtragdo com pressao positiva (item 5.3) ou sob vacuo em funil de Blchner
(item 5.4). Alternativamente pode-se utilizar a técnica de Moore (mecha de gaze — item 5.5).

5.1 Amostra

5.1.1 Coleta

A coleta da amostra de agua de esgoto deve ser realizada tomando-se precaugdes especiais como a
utilizagdo de mascaras ¢ luvas descartaveis. Quando a coleta for realizada em estagdo de tratamento
de esgoto ela deverda ser feita em um ponto logo apds o gradeamento, antes do inicio de qualquer
processo de tratamento.

5.1.2 Identificacao

A amostra deve ser bem identificada e todas as informagdes sobre a mesma devem ser completas (n°
da amostra, data, local, pH, temperatura e outras informagdes necessarias para que os resultados
possam ser interpretados corretamente)..

5.1.3 Volume
Para concentracdo de enterovirus de agua de esgoto, recomenda-se a utilizagao de 2,0 a 5,0 litros de
amostra.

5.1.4 Transporte e conservacao

ApoOs a coleta, a amostra deverd ser processada o mais rapidamente possivel. As amostras devem
ser transportadas sob refrigeraco (2° a 8°C) e conservadas assim até o inicio da analise, sendo que
o tempo limite entre amostragens e o inicio do exame nao deve exceder 48 horas. Se o ensaio nao
puder ser realizado dentro desse prazo, a amostra deve ser mantida a temperatura de —70°C.

5.2 Principio do método de contragao por adsor¢ao a hidroxido de aluminio.

Os enterovirus presentes em aguas de esgoto podem ser isolados utilizando-se a técnica da adsor¢ao
a floéculos de hidréxido de aluminio. Essa adsorcao ¢ possivel devido a uma propriedade de
superficie que lhes permite agregarem-se a materiais solidos. Isso facilitara sua posterior adsor¢ao
aos preé-filtros de fibra de vidro empregados na filtragdo da amostra.

5.3 Procedimento utilizando-se adsor¢do com hidréxido de aluminio seguido de filtracdo em
pressao positiva.

5.3.1 Bancada
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Antes de iniciar o ensaio, desinfetar a bancada de trabalho usando um desinfetante que nao deixe
residuos.

5.3.2 Material necessario

Dispor sobre a bancada de trabalho o material necessario a execugdo da analise conforme 5.3.2.1 a
53.2.8

5.3.2.1 Vasilhames de pressdo, mangueiras apropriadas para filtragdo e bomba de pressao positiva.
5.3.2.2 Porta-filtro de 293 mm de diametro, previamente esterilizado.

5.3.2.3 Pré-filtro de fibra de vidro AP20 estéril, com 293 mm de didmetro.

5.3.2.4 Placa agitadora e barra magnética.

5.3.2.5 Pinca de bordas lisas e tesoura com ponta fina, mergulhadas em alcool.

5.3.2.6 Béquer de 400 mL identificado com os dados da amostra.

5.3.2.7 Tubos de centrifuga.

5.3.2.8 Bico de Bunsen, para manter o ambiente asséptico e efetuar a flambagem da pinga e da
tesoura.

5.3.3 Preparagdo do porta-filtro

5.3.3.1 Retirar a parte superior do porta-filtro e, com uma pinga flambada e esfriada, colocar um
pré-filtro de fibra de vidro tipo AP20 estéril, centralizando-o sobre a parte inferior do porta-
filtro.

5.3.3.2 Acoplar a parte superior do porta-filtro, tendo cuidado para nao danificar o pré-filtro.

5.3.3.3 Tratar o pré-filtro, passando através do sistema 700,0 mL da solu¢ao de Tween 80 a 0,1%
(item 4.5.11) e 7,0 litros de agua destilada, utilizando vasilhames de pressao (pressao positiva).

5.3.4 Processamento da amostra

5.3.4.1 Durante todo o processamento da amostra o operador devera utilizar méscaras e luvas
descartaveis e demais procedimentos de seguranga pertinentes.

5.3.4.2 Todo o material que estiver sendo manuseado ou utilizado na analise devera ser separado e
devidamente descontaminado.

5.3.4.3 Ao chegar no laboratorio a amostra de agua de esgoto ¢ homogeneizada cuidadosamente e
clarificada mediante filtracdo através de gaze, para remog¢ao de material particulado grosseiro. A
gaze deve ser hidrofila, arranjada em trés dobras e fixada no recipiente utilizado para o processo de
clarificacao.
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5.3.4.4 Acondicionar a dgua de esgoto em um vasilhame de pressdao e homogeneizar com o auxilio
de placa agitadora e barra magnética.

5.3.4.5 Medir o pH inicial da amostra, com o auxilio de um potencidometro, e ajusta-lo para pH 6,0,
com solugdo com solucao de acido cloridrico 6N (item 4.5.3) ou hidroxido de s6dio 6N (item 4.5.6).

5.3.4.6 Acrescentar um volume adequado da suspensdo-estoque de hidroxido de aluminio (item
4.5.7) de modo a dilui-la a 1:100 na amostra.

5.3.4.7 Manter a amostra sob agitacdo lenta e constante, utilizando placa agitadora e barra
magnética, durante duas horas a temperatura ambiente.

5.3.4.8 Apo6s o periodo de homogeneizacao, fechar o vasilhame de pressao, conectar ao porta-filtro
e a bomba de pressao positiva e proceder a filtragao.

5.3.4.9 Desligar a bomba de pressado, retirar a parte superior do porta-filtro, remover o pré-filtro
com o auxilio de uma pinga e uma tesoura previamente flambadas, dividi-lo em pequenos pedacos,
colocando-os em um béquer devidamente identificado, que contenha aproximadamente 20,0 mL da
solugdo de extrato de carne 3% pH 7,0 (item 4.5.4).

Observacao:
Se necessario, adicionar solug¢do de extrato de carne 3% pH 7,0 (item 4.5.4) em volume suficiente
para cobrir todo o pré-filtro dentro do béquer.

5.3.4.10 Manter a mistura do pré-filtro mais a solugdo de extrato de carne em homogeneizacao
vigorosa durante 15 minutos.

5.3.4.11 Transferir a mistura para um tubo de centrifuga estéril e centrifugar a 2500 rpm, durante
30 minutos, preferencialmente sob refrigeracao.

5.3.4.12 Apos a centrifugagdo, colher o sobrenadante com o auxilio de uma pipeta estéril acoplada
a um pipetador automatico, e transferi-lo para um flaconete estéril, previamente identificado com os
dados da amostra.

5.3.4.13 Submeter o concentrado final da amostra obtido aos testes de reducdo dos efeitos

citotoxicos e ao teste de esterilidade (eliminagdo de bactérias e fungos), conforme descritos nos
itens 5.6 ¢ 5.7.

Observacado:
Se ndo for possivel realizar esses testes imediatamente, conservar o concentrado final a —70°C.

5.4 Procedimento utilizando-se adsorsdo com hidroxido de aluminio seguido de filtragdo sob vacuo
em funil de Biichner.

5.4.1 Bancada
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Antes de iniciar o exame, desinfetar a bancada de trabalho usando um desinfetante que nao deixe
residuos.

5.4.2 Material necessario

Dispor sobre a bancada de trabalho o material necessario a execucao da andlise, conforme 5.4.2.1 a
5.4.2.6.

5.4.2.1 Fonte de vacuo, mangueiras apropriadas para filtracao, e Kitasato.

5.4.2.2 Funil de Biichner de 142 mm de de didmetro, previamente esterilizado.

5.4.2.3 Pré-filtro de fibra de vidro tipo AP20 estéril, com 142 mm de didmetro.

5.4.2.4 Béquer identificado com os dados da amostra.

5.4.2.5 Tubos de centrifuga.

5.4.2.6 Bico de Bunsen, para manter o ambiente asséptico e efetuar a flambagem da pinca e da
tesoura.

5.4.3 Preparagdo do Funil de Biichner
5.4.3.1 Acoplar o funil de Biichner ao Kitasato e liga-lo a fonte de vacuo.

5.4.3.2 Com uma pinga flambada e esfriada, colocar o pré-filtro de filbra de vidro tipo AP20 estéril
sobre a superficie do funil de Biichner.

5.4.3.3 Tratar o pré-filtro, passando através do sistema 700,0 mL da solugdo de tween 80 a 0,1%
(item 4.5.11) e 7,0 litros de agua destilada, utilizando para isso fonte de vacuo.

5.4.4 Processamento da amostra

5.4.4.1 Durante todo o processamento da amostra o operador deverd utilizar méscaras e luvas
descartaveis e demais procedimentos de seguranga pertinentes.

5.4.4.2 Todo o material que estiver sendo manuseado ou utilizado na analise devera ser separado e
devidamente descontaminado.

5.4.4.3 Ao chegar no laboratorio a amostra de agua de esgoto ¢ homogeneizada cuidadosamente e
clarificada mediante filtragdo através de gaze para remog¢do de material particulado grosseiro. A
gaze deve ser hidrofila, arranjada em trés dobras e fixada no recipiente utilizado para o processo de
clarificacao.

5.4.4.4 Acondicionar a dgua do esgoto em um recipiente com capacidade suficiente para conter o

volume da amostra a ser filtrado mais a solugdo de hidroxido de aluminio e homogeneizar com o
auxilio da placa agitadora magnética.
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5.4.4.5 Medir o pH inicial da amostra com o auxilio de um potenciometro e ajusta-lo para 6,0, com
a solucdo de acido cloridrico 6N (item 4.5.3) ou com a solugdo de hidroxido de sdédio 6N (item
4.5.6).

5.4.4.7 Manter a amostra sob agitacao lenta e constante durante duas horas a temperatura ambiente,
utilizando a placa agitadora e a barra magnética.

5.4.4.8 Apos o periodo de homogeneizagao verter cuidadosamente a amostra no funil de Biichner,
previamente preparado, conforme descrito no item 5.4.3.3.

5.4.4.9 Ligar a fonte de vacuo e proceder a filtracao

5.4.4.10 Apos toda amostra ter sido filtrada, desligar a fonte de vacuo e, com auxilio de uma pinga
e de uma tesoura, previamente flambadas, remover o pré-filtro, dividi-lo em pequenos pedagos
colocando-os em um béquer devidamente identificado e que contenha aproximadamente 20,0 mL da
solugdo de extrato 3% pH 7,0 (item 4.5.4).

Observacado:

Se necessario, adicionar solucdo de extrato de carne 3% pH 7,0 (item 4.5.4) em volume suficiente
para cobrir todo o pré-filtro contido no béquer.

5.5 Procedimento utilizando-se a técnica de Moore (mecha de gaze)

5.5.1 Bancada

Antes de iniciar o exame, a bancada deve ser desinfetada com um desinfetante que nao deixe
residuos.

5.5.2 Material necessario

Dispor sobre a bancada de trabalho o material necessario a execucao da andlise, conforme 5.5.2.1 a
5.5.2.5.

5.5.2.1 Béquer de 500 mL identificado com os dados da amostra..

5.5.2.2 Placa agitadora e barra magnética.

5.5.2.3 Tubos de centrifuga.

5.5.2.4 Bico de Bunsen, para manter o ambiente asséptico.

5.5.2.5 Gaze hidrofila, arranjada em trés dobras.

5.5.3 Processamento da amostra

5.5.3.1 Durante todo o processamento da amostra o operador devera utilizar méscaras e luvas
descartaveis e demais procedimentos de seguranga pertinentes.
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5.5.3.2 Todo o material que estiver sendo manuseado ou utilizado na anélise devera ser separado e
devidamente descontaminado.

5.5.3.3 Ao chegar no laboratdrio, a amostra de mecha de gaze devera ser retirada do saco pléstico e
colocada em um béquer de 500 mL previamente identificado com os dados da amostra.

5.5.3.4 Adicionar a amostra aproximadamente 100 mL de uma solucdo de extrato de carne a 3%
(item 4.5.4).

Observacado:
A quantidade de extrato de carne a ser adicionado a mecha de gaze devera ser suficiente para manté-

la imersa na solucao.

5.5.3.5 Deixar em contato (mecha de gaze + solucao de extrato de carne) durante aproximadamente
30 minutos.

5.5.3.6 Apos esse periodo, espremer bem a mecha de gaze, de tal forma que todo o material aderido
a essa mecha seja retirado.

5.5.3.7 Filtrar o material retirado da mecha de gaze em um béquer de 500 mL que devera ter preso
em parte superior uma gaze dupla.

Observacado:

A gaze dupla fixada na parte superior do béquer tem a finalidade de retirar residuos grosseiros.
5.5.3.8 Com o auxilio de uma proveta, medir o volume obtido da amostra de esgoto.

5.5.3.9 Medir o pH inicial da amostra de esgoto com auxilio de um potenciometro.

5.5.3.10 Ajustar o pH para 3,5 com solugcdo de 4acido cloridico 6 N, gota a gota e com
homogeneizagao constante.

5.5.3.11 Deixar em homogeneizacao lenta por 30 minutos.

5.5.3.12 Verificar periodicamente o pH da amostra para assegurar-se de que o mesmo esta na faixa
adequada (pH 3,5).

5.5.3.13 Apos o periodo de homogeneizagao, centrifugar a amostra a 4000 rpm durante 15 minutos,
em centrifuga refrigerada.

5.5.3.14 Desprezar o sobrenadante e eluir o sedimento com 15mL de solugdo de fosfato de
sodio a 0,15 M, pH 9,0 (item 4.5.12) e agitar por 15 minutos.

5.5.2.15 Ajustar o pH para 7,0-7,2 e proceder a redugao do efeito citotoxico (item 5.6) e
descontaminagdo da amostra (item 5.7).

5.6 Reducio dos efeitos citotoxicos dos concentrados finais das amostras de agua de esgoto.
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Para redu¢dao dos componentes toxicos, os concentrados finais das amostras devem ser processados
através de filtros Zeta Plus 50S. Esse procedimento deve ser realizado em camara de fluxo laminar
vertical, observando-se todas as medidas de assepsia. Sao necessarias as etapas de 5.6.1 a 5.6.6.

5.6.1 Acoplar o porta-filtro que contém o filtro Zeta Plus 50S em um recipiente estéril e conectar na
entrada do porta-filtro uma seringa hipodérmica estéril.

5.6.2 Tratar o filtro com 10,0 mL de solu¢do de soro fetal bovino a 10% (item 4.5.10), que ¢
passada através do respectivo filtro com auxilio de seringa hipodérmica e pressao manual.

5.6.3 Transferir o porta-filtro para um flaconete estéril previamente rotulado com os dados da
amostra e proceder a filtracdo da mesma, utilizando seringa hipodérmica e pressao manual.

5.6.4 Apos a filtracdo, lavar o filtro com 2,0 mL de meio de Eagle com 10% de soro fetal bovino
inativado, pH 9,0 (Norma CETESB L5.501).

5.6.5 Adicionar o filtrado na amostra e anotar o volume final.
5.6.6 Submeter a amostra ao teste de esterilidade de acordo com o item 5.7.

5.7 Eliminagao de bactérias e fungos dos concentrado finais das amostras de aguia e
esgoto (Teste de Esterilidade)

Antes de ser inoculado em culturas de células, a amostra ¢ submetida ao teste de esterilidade quanto
a presenca de bactérias e fungos contaminantes. Este teste ¢ realizado em camara de fluxo laminar
vertical observando-se todas as medidas de assepsia. Sdo necessarias as etapas de 5.7.1 a 5.7.5.

5.7.1 Em um flaconete estéril, previamente rotulado com os dados da amostra, adicionar 0,3 mL de
penicilina (item 4.5.8), 0,3 mL de sulfato de gentamicina (item 4.5.9), 0,3 mL de fungizona liquida
(250 pg/mL) e a amostra em teste. Homogeneizar vigorosamente.

5.7.2 Deixar em contato durante uma hora, a temperatura ambiente.

5.7.3 Apods esse periodo, inocular 1,0 mL da amostra em teste em dois tubos de caldo de soja e
triptona (item 4.4.1).

5.7.4 Incubar os tubos inoculados na estufa a 37 + O,SOC e realizar leitura diarias durante 14 dias.
5.7.5 Durante o periodo de leitura, manter a amostra a —70°C.

5.7.5.1 A amostra estara livre de contaminantes se o caldo de soja e triptona ndo apresentar
turvagao ou qualquer outra evidéncia de crescimento de microrganismos durante os 14 dias de
incubacao.

Observacado:

Caso as amostras apresentem contaminacdo, submeté-las a centrifugagdo a 4000 rpm por 15
minutos e tratar o sobrenadante conforme descrito nos itens 5.7.1 a 5.7.5.
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5.8 Isolamento, quantificaciio e identificacio dos virus presentes nas amostras de agua de
esgoto concentradas

Apos terem sido tratados, para a reducdo dos componentes citotoxicos e testados quanto a
esterilidade, os concentrados finais das amostras devem ser inoculados em culturas de células de
acordo com os procedimentos descritos nas Normas CETESB L5.502 e L5.504 para isolamento,
quantifica¢do e identificagdo dos Enterovirus.
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ANEXO A - Procedimentos complementares
A-1 Ensaios de controle
A-1.1 Teste de esterilidade

Apos terem sido preparados e antes de serem usados, quaisquer solucdes ou meios de culturas sao
rotineiramente testados quanto a presenca de fungos e/ou bactérias. Esse teste consiste na
inoculagdo de 1,0 mL do volume de cada frasco da solu¢ao em teste em dois tubos de caldo de soja
e triptona (item 4.4.1), os quais, apos semeadura, sio incubados a 37°C durante, no minimo, 48
horas (deve-se efetuar leituras didrias até completar 14 dias). Constitui evidéncia da presenca de
microorganismos qualquer turvagdo do caldo de soja e triptona.

Esta contaminagdo pode ser decorrente de falhas no processo de esterilizagdo ou contaminagao apds
a esterilizacao.

A-1.2 Controle de qualidade dos meios de cultura.

Ver Norma CETESB L5.216.

A-1.3 Controle de esterilidade de vidraria e materiais

E recomendavel a realizagdo de testes especificos para avaliar e comprovar a esterilidade de vidraria
¢ materiais submetidos 4 esterilizacdo em estufa a 170°~180°C ou em autoclave a 121°C. Para a
realizacdo destes ver a Norma CETESB L5.010 — Avaliagdo de laboratorios de analise
bacterioldgica da agua.

A-1.4 Controle da eficiéncia da autoclave

Utilizar ampolas com suspensao de esporos de Bacillus stearothermophilus em meio de cultura,
colocando-as entre os frascos ou entre os materiais a serem esterilizados. Essas ampolas, depois da

autoclavacao, sdo incubadas em banho-maria, a SSOC, durante 24-48 horas.

Se houver mudanga de coloragdo da suspensdo contida nas ampolas de roxa para amarela, significa
que a esterilizagao foi insuficiente, pois houve desenvolvimento de bactérias.

A-1.5 Controle da qualidade da dgua destilada

A agua destilada a ser empregada em laboratorios de virologia deve ser de alta qualidade, livre de
substancias toxicas ou nutritivas que possam influenciar a sobrevivéncia e o crescimento das
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culturas celulares e os ensaios viroldgicos. E recomendavel a avaliagao periddica de sua qualidade,
por meio da realizagdo de testes especificos.

A-2 Armazenamento da agua bidestilada

A 4gua bidestilada deve ser armazenada em frascos limpos de vidro neutro, de preferéncia ao abrigo
da luz e protegidos de pds ou vapores que possam ser produzidos no laboratério. O armazenamento
prolongado da dgua bidestilada deve ser evitado.

A-3 Lavagem, preparo e esterilizacdo do material para cultura celular
Ver Norma CETESB M1.002
A-4 Local de trabalho

A-4.1 As capelas de seguranca bioldgica devem estar localizadas em areas de movimento reduzido
e livres de poeiras.

A-4.2 Se a camara estiver instalada em local com ar condicionado, a entrada do ar ndo deve ser
dirigida diretamente sobre o campo de trabalho, a ndo ser que o condicionador tenha um filtro de ar
especial.

A-4.3 A limpeza da sala ¢ feita ap6s expediente, devendo-se utilizar para isso panos de limpeza
com desinfetante. Evitar o uso de vassoura.. Chao, mesas e balcdes sao limpos diariamente.

Nos fins de semana realiza-se uma limpeza mais rigorosa, inclusive de vidros e paredes.
Esporadicamente, apds a limpeza, o ambiente ¢ impregnado com uma solugdo alcoodlica de formol a
8%, que ¢ colocada em placas de Petri, para evaporar.

A-5 Precaugdes

Dentre as pessoas que trabalham no laboratorio, aquelas que t€ém menor tempo de treinamento ¢ as
que estao mais diretamente associadas a manuseio de material infectado sdo as que apresentam
maiores possibilidades de infec¢ao acidental.

A inalacao de aerossois, a aspiracao de solugdes contaminadas por meio de pipetas, acidentes
durante centrifugacdo, etc. provocam comprovadamente grande nimero de infecgdes acidentais e
devem ser prevenidas pelo uso de méscaras descartaveis de papel, pipetadores e pela obediéncia as
instrucoes especificas de trabalho e de uso de equipamentos de protegao.

A-5.1 Acidos

Ao preparar solugdes com acidos, nunca adicionar a dgua sobre o acido (pois isto poderd provocar
riscos ao operador), mas sim o acido a agua.
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A-5.2 Materiais de seguranca

A-5.2.1 Aventais de plastico

Devem ser de plastico resistente e de comprimento adequado para a prote¢ao do técnico durante os
processos de lavagem.

A-5.2.2 Aventais de pano

De uso obrigatdrio por todos os técnicos na execugao de quaisquer atividades laboratoriais.

A-5.2.3 Luvas descartaveis de plastico (ou cirtrgicas).

A-5.2.4 Luvas revestidas de amianto.

A-5.2.5 Mascaras descartaveis

A-5.2.6 Pipetador automatico ou outro dispositivo adequado para aspiragdo de amostras e
reagentes.

A-5.2.7 Protetor facial.
De utilidade obrigatéria (juntamente com a mascara com filtro adequado e luvas) no preparo de
solucdes de acidos a serem empregados na lavagem de materiais

/ANEXO B
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ANEXO B - Esquema de procedimento utilizando-se sistema de filtracio ( porta-filtro
“Millipore™)

2 a 5 litros de 4gua de esgoto “in natura”, pH 6,0

v

Suspensao de hidroxido de aluminio para concentragao final de 1:100

v

Agitar 2 horas

v

Filtrar em AP 20 com 293 mm de didmetro, tratada previamente com tween
80 a 0,1% e agua destilada

v

Dividir o pré-filtro em pequenos pedacos e acrescentar solugdo de extrato de
carne a 3%, pH 7,0

v

Agitar 15

v

Centrifugar a 2500 rpm/30 minutos

v

Colher o sobrenadante

v

Reduzir os efeitos citotdxicos

v

Descontaminar

v

Inocular em culturas celulares

/ANEXO C
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ANEXO C - Esquema de procedimento, utilizando-se funil de Biichner

2 a 5 litros de agua de esgoto “in natura”, pH 6,0

v

Suspensao de hidroxido de aluminio para concentragao final de 1:100

v

Homogeneizar durante 2 horas

v

Filtrar em AP20 com 142 mm de didmetro, previamente tratada com
Tween 80 a 0,1% e dgua destilada

v

Dividir o pré-filtro em pequenos pedagos e acrescentar solugao de
extrato de carne a 3%, pH 7,0

v

Homogeneizar durante 15 minutos

v

Centrifugar a 2500 rpm/30 minutos

v

Colher o sobrenadante

v

Reduzir os efeitos citotoxicos

v

Descontaminar

v

Inocular em culturas celulares

/ANEXO D
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ANEXO D - Esquema de procedimento, utilizando-se a Técnica de Moore (mecha de gaze)

Mecha de gaze + 100 mL de extrato de carne 3%

v

Deixar em contato durante 30 minutos

v

Espremer bem a mecha de

v

Filtrar o material em gaze dupla

v

Ajustar o pH para 3,5 com HCI 6N, gota a gota

v

Homogeneizar durante 30 minutos

v

Centrifugar a 4000 rpm durante 15 minutos

v

Desprezar o sobrenadante e eluir o sedimento com 15 mL
de solucdo de fosfato de sodio 0,15M, pH 9,0

v

Agitar durante 15 minutos

v

Ajustar o pH para 7,0-7,2

v

Reduzir os efeitos citotoxicos

v

Descontaminar

v

Inocular em culturas celulares
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