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INTRODUGAO

O crescimento populacional acelerado dos ultimos anos e a conseqien
te expansao urbana aumentaram a demanda agricola, a ponto de se tor
nar interesse mundial, a utilizagéo de residuosorganicospara<>acog
dicionamento de solos agriculturéveis, tanto de zonas aridas como de
zonas umidas. Embora a utilizacgao do lodo de esgoto no solo, parega
ser a solugéo para varios problemas, existe o perigo de contamina
gao do solo, vegetagao, animais e do agricultor com microrganismos
patogénicos, como 0Os virus, caso a sua utilizagao nao seja bem con
trolada e o tratamento aplicado ao lodo nao seja adequado.

Estudos sobre o comportamento dos Enterovirus durante os diferentes
tipos de tratamento de lodos de esgoto vem sendo avaliados. Taxas
consideraveis de particulas virais tem sido observadas com freqﬁég
cia, apés a digestao anaerobica do lodo. Essas quantidades variaram
de acordo com as diversas condigoes operacionais, tais como a tempe
ratura do processo, a duragao do tempo de retengao e a concentragao
dos so6lidos suspensos. Com o tratamento quimico em condigoes de pH
alcalino foram observadas taxas de inativagéo virais acima de 90%;
jé com o tratamento térmico obteve-se cerca de 100% de remogao, is
to deve-se ao fato de que os Enterovirus nao resistem ao dessecamen
to e a altas temperaturas.

Os Enterovirus podem ser de grande utilidade na avaliagéocﬂaeficiég
cia dos processos de compostagem e tratamento de lodo de esgoto,
pois eles sao mais resistentes a alguns tipos de tratamento do que

as bacterias convencionais. No entanto, poucos sao os dados encon
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trados na literatura sobre o isolamento de Enterovirus de amostras
de lodo de esgoto "in natura',.

Diferentes metodos vém sendo desenvolvidos e aperfeigoados, visando
a concentragao de Enterovirus de amostras de lodo,nao existindo, no
entanto, nenhum metodo universal para concentrar virus a partir de
qualquer tipo de amostra ambiental. As metodologias existentes apre
sentam certas 1imita95es, 0 que permite utiliza-las apenas em deter
minadas tarefas; sendo que a escolha do metodo adequado, vai depen
der das caracteristicas da amostra em estudo.

A metodologia descrita nesta Norma se aplica para a concentragao
de amostras de lodo altamente contaminadas, pois tais me todos utili
zam pequenas quantidades do material a ser testado. Convém lembrar
tambem que estes metodos de concentragao continuam constantemente
em desenvolvimento, visando sempre se obter uma tecnica mais sensi

vel para a recuperagao de Enterovirus de amostras ambientais.

1 -OBJETIVO

Esta Norma prescreve os procedimentos que permitem concentrar, em
laboratorio, as amostras de lodo de esgoto para isolamento de Ente
rovirus.

2 NORMAS COMPLEMENTARES

Na aplicagao desta Norma é necessario consultar:

M1.002 - Lavagem, preparo e esterilizagao de material para cultu
ra celular

L5.501 - Preparo de culturas celulares para ensaios virolégicos

L5.502 - Enterovirus em agua - Isolamento e quantificagao

L5.504 — Identificagao de enterovirus

L5.009 - Seguranga e higiene do trabalho em laboratorio de micro
biologia |

L5.215 - Prova de adequabilidade biolégica da agua destilada pa

ra fins microbiologicos.

3 DEFINIGOES

Para os efeitos desta Norma sao adotadas as definigoes de 3.1 a 3.6.

3.1 Adsorgao

Associagao de particulas virais a superficie de materiais solidos,

por meio de processos fisico-quimicos.
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3.2 Concentragao

Processo pelo qual se reduz a porgao 1iquida de uma amostra, manten
do todo seu conteudo solido.

3.3 Lodo digerido

Lodo de esgoto com menos de 10% de solidos (2 a 6%), obtido na sai
da do digestor.

3.4 Lodo digerido centrifugado

Lodo de esgoto com mais de 10% de solidos (15 a 30%).

3.5 qg.s.p.

Quantidade suficiente para.
3.6 p.a.

Para analise.

4 APARELHAGEM

4.1 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 por esse método e ser equipada
com valvula de seguranga, com um manometro e com um termometro, cu
jo bulbo ficara na diregao da linha de escape do vapor condensado
(dreno). A autoclave € normalmente operada a uma pressao de vapor de
15 libras por polegada quadrada, produzindo, em seu interior, uma
temperatura de 121,6°C ao nivel do mar. Deve-se observar, em seu
funcionamento, a substituigao por vapor de todo o ar existente na
clmara. A operagio total de uma autoclave deve durar no maximo uma hora, sendo
recomendado o acompanhamento dos ciclos de operagoes e os registros de tempo-tem
peratura. E recomendavel que a autoclave atinja a temperatura<k3esterilizag50de
121°C em 30 minutos e mantenha essa temperahxnadurantec;periddo;kaesterilizagéo.

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 56°C, com capa
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cidade suficiente para comportar recipientes contendo meios de cul
tura, cuja temperatura deve ser estabilizada antes de sua distribui
gao.

4.1.5 Capela de segurancga biologica (camara de fluxo laminar verti

cal)

Equipamento que possibilita a retengéo de particulas do ar atraves
da passagem do mesmo por filtros HEPA, cuja eficiéncia é de 99,99%
para particulas iguais ou maiores que 0,3 pm. O ar estéril produzido
e dirigido em forma de fluxo direto sobre a area de trabalho, pro
porcionando grande seguranga nos manuseios que devem ser realizados
em condicdes de maxima esterilidade como tambem protegao aos opera
dores.

4.1.6 Centrifuga refrigerada

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

4.,1.7 Congeladores

Com regulagem para manter a temperatura na faixa de -20°C = -70°c.
£ destinado ao armazenamento de solugoes e dos concentrados das amos

tras. A limpeza e desinfecgao devem ser feitas periodicamente.

4.1.8 Destilador de agua ou sistema purificador de agua

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

4.,1.9 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 circula
gao de ar quente ao redor do material a ser esterilizado. Deve ser
equipada com um termometro e um termostato e operar normalmente a
umavtemperatura de 170 a 180°C. © tempo de esterilizagao para a
maior parte da vidraria ¢ de 4 a 6 horas, a uma temperatura de 170
a 180°cC.

4.1.10 Incubadora bacteriologica

Deve ser equipada com termostato e projetada de tal forma que a tem
peratura em todas as partes utilizadas seja de 35130,5 OC,com capa
cidade suficiente para permitir a circulacao do ar ao redor de to

das as culturas, quando o material de trabalho estiver sendo incuba
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do. Para verificar a temperatura de uma incubadora grande, devem ser
colocados um ou mais termometros, com o bulbo submerso em égua, gli
cerina ou 6leo mineral, em lugares representativos da camara e fei
tos registros periédicos da temperatura. A incubadora devera manter
75 a 85% de umidade relativa e ser colocada em local onde a tempera

tura permanega preferencialmente na faixa de 16 a 27°C.

4.1.11 Placa agitadora magnética

Com velocidade regulével.

4.1.12 Pipetador automatico

Ou outro dispositivo de seguranga para sucgao de conteudos liquidos.

4.1.13 Porta-filtro

De ago inoxidavel, com 25 mm de diametro.

4.1.14 Potenciometro

Deve ter escala bem 1egivel e medir com precisao minima de 0,1 uni
dades de pH. A calibragao do poténciometro deve ser feita pelo me
nos duas vezes ao dia, com tampoes de pH 4,0, pH 6,86 e pH 9,18,

4.1.15 Refrigerador

Certificado para manter a temperafura na faixa de 2 a 8°C, clom capa
cidade para conter os meios de cultura e as solugoes a serem manti
dos sob refrigeragao. Sua limpeza e desinfecgao deve ser feitas pe
riodicamente. )

4,2 Materiais

4.2.1 Alcoometro

4.,2,2 Algodao hidrofilo

4.2.3 Bandejas de ago inoxidavel

4,2.4 Barra magnetica

Recoberta com teflon, tamanho 6 c¢cm x 1 cm,

4,2.5 Fita adesiva

Para controle do material submetido a esterilizagao em estufa ou au
toclave.

4,2.6 Fita crepe

4,2.7 Flaconete

Do mesmo tipo utilizado para acondicionar penicilina, com capacidade
de 20 mL com tampa de borracha.
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4.2.8 Filtro Zeta Plus

Composto de celulose e particulas inorganicas, serie 50S, com 25 mm
de diametro.

4,2,9 Materiais para preparacgao de meios de cultura e reagentes

Recipientes de vidro neutro ou ago inoxidavel. O material de aqueci
mento e os bastoes devem estar limpos e isentos de qualquer substag

cia toxica (nunca devem ser de cobre).

4.2.10 Papel aluminio

4.2.11 Papel Kraft

4.2.12 Pinga

Dente de rato, de ago inoxidavel.

4.2.13 Pipetas

Pipetas tipo Mohr de 1 mL, 5 mL e 10 mL,com graduagao de 1/10 e erro
de calibragao inferior a 2,5%, e com bocal para tampao de algodao.
Sao guardadas em porta-pipetas, de ago inoxidével, podendo tambem
ser embrulhadas individualmente em papel Kraft. Sao esterilizadas
por calor seco a 170—18000, durante 4-6 horas.

4.2.14 Pissete para alcool a 70% '

4,2.15 Porta-pipetas, de ago inoxidavel

4.2.16 Provetas graduadas

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

4.2.17 Seringas hipodérmicas

4.2.18 Tubos de centrifuga

Com capacidade de 20 mL, 100 mL e 1 OO0 mL.

4.2.19 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 Para o preparo dos meios de cultura, devem ser utilizados
reagentes de boa qualidade, isto e, devem ser de grau bacteriolégl
co e de procedéncia idonea, apresentar odor, cor e consisténcia inal
terados. Uma vez feita a escolha dos reagentes, seu uso devera ser
padronizado e, quando possivel, devem sermantidos sem modificagoes pos

teriores. Datar os frascos de reagentes apés recebimento e abrir fd
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cha controle na qual devem constar a data da chegada e todas as pe
sagens realizadas. Isto permite o controle do estoque de drogas exis
tentes no laboratorio.

4.3.2 Reagentes necessarios

a) Acido cloridrico (HC1l) p.a.;

b) Anfotericina B (fungizone), 250 pg/mL;

¢) Agua destilada;

d) Alcool etilico comercial;

‘e) Bicarbonato de sodio (NaHCOs) p.a.;

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

g) Cloreto de sodio (NaCl) p.a.;

h) Dextrose;

i) Extrato de carne;

j) Fosfato de potassio dibasico (K2HPO4) p.a.;
k) Fosfato de sodio dibasico (Na,HPO,.7H,0) p.a.;
1) Hidroxido de sodio (NaOH) p.a.;

4

m) Penicilina G-potassica cristalina;
n) Peptona de soja;

0) Sulfato de gentamicina;

p) Tiossulfato de sodio;

q) Triptona.

4,4 Meios de cultura

-

4.4.1 Caldo de sojaetriptona ("Tryptic Soy Broth")

Formula:

Triptona...0l.......'.I.C.0..'0.l...........'..l.'..l... 17’Og
Peptona de Soja..Q.I‘..Ol...Q..l.....0'..........0.'..-. 3’Og
Dextrose......."I.‘..C.I...l......Q.Q.Q..O....CO...'... 2’5g
Cloreto A€ SOAiO..ceeeeseoescseseasacsaseassasssasnassas 5,0 g
Fosfato de potassio dibasSiCO...eeeeeececrseesecsssannens '2,5 g
Agua AESti18dA. . eeeeeeesocesoseessocsssasssacsssasssecsss 1 000,0 mL
pH final apos esterilizagdo: 7,3 ¥ 0,2

Preparo:

Pesar 30 g do meio desidratado '"Tryptic Soy Broth" e acrescentar

1 000 mL de égua destilada fria. Aquecer, agitando freqlientemente,
até a completa dissolugao do meio, tomando cuidado para que nao se
ja atingida a temperatura de ebulicao. Se necessério,ajustar o} pPH
para 7,3 com soiugéo de hidroxido de sodio 1 N (item 4.5.6). Distri
buir volumes de 12 mL em tubos de 15 mm x 150 mm, com tampa de ros
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ca. Esterilizar por autoclavagao (item 4.6.1).

4.5 Solugoes

4.5.1 Alcool a 70%

Formula:
Alcool etilico comercial.vveeeeeseecessesasosesscasssssans 700 mL
Agua AesStilada...eeeeeesecnsocaseasasnaassasosasacsosons % 300 mL
Preparo:

Medir 700 mL de alcool etilico comercial em recipiente adequado e
adicionar uma quantidade de agua (aproximadamente 200 a 300 mL) su
ficiente para obter uma solugao com teor de 70% de alcool. Essa ve
rificagao é feita através do uso do alcoometro.

4.5.2 Solugao de acido cloridrico (HCl) 5 N

Formula:
Acido cloridrico fUMEgANtE . vveeeeeeeoocooconcassaooccns 417,5 mL
Agua destilada eSteril.....veeeveeeencncasasaceacacasans 582,5 mL
Preparo:

Em um balao volumetrico com 582,5 mL de égua destilada esteril, adi

cionar 417,5 mL de acido cloridrico fumegante. '

4.5.3 Solugao de cloreto de aluminio (AlCls; .6H.0) 0,05 M

Formula:

.

Cloreto de aluminio...eeeeeeseseeeesesaseasasascosssoasns 6,035 g
Agua destilada Q.S.D.cecescscecsoscsacsanssnssascsesssss 500,0 mL
Preparo:

Pesar 6,035 g de cloreto de aluminio e acrescentar 500 mL de  agua
destilada fria com agitagéo constante ate completa dissolugao. Este

rilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos (item 4.6.1)-.
4,5.4 Solugao de extrato de carne a 10%

Formula:
EXtrato de CAlNe...cecoeososssssssscscsosossossssscsssccoca 20 g
Agua destilada .S.P.ececessececnsesssasonsssasncasossos 200 mL

pH final: 7,0
Preparo:

Pesar 20 g de extrato de carne em um erlenmeyer de 500 mL e acres
centar 200 mL de égua destilada fria, agitando ate completa dissolu
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¢ao. Acertar o pH e esterilizar em autoclave a 121°C, durante 15 mi
nutos (item 4.6.1). Estocar em geladeira 2 a 8 %¢.

4.5.5 Solugao de fosfato de sodio (Na,HPOs4,7H2.0) 0,15 M

Férmula:
Fosfato de 56dio dibASicCO.ieteetereorscecssccossccsscnnss 4,02 g
Agua destilada Q.S.Peceecencercccanns Ceteseerenstenseees 10,0 mL

pH final: 9,0
Preparo:

Pesar 4,02 g de fosfato de sodio e acrescentar 100 mL de agua desti
lada fria com agitagao constante ate completa dissolugao. Esterili
zar em autoclave a 121°C durante 15 minutos (item 4.6.1).

4.5.6 Solugao de hidroxido de sodio (NaOH) 1 N

Formula:

HidPC')XidO de Sédio.......................o.-.....-...... 40g

Agua destilada €Steril Q.S.Deeeeececesccecesancassccsons 1 000 mL

Preparo:

Pesar 40 g de hidroxido de sodio, colocar em um balao volumétrico e

completar o volume para 1 000 mL com égua destilada estéril}

4.5.7 Solugao de hidroxido de sodio (NaOH) 6 N

Formula:

-

Hidréxido de Sédio..l.'....0.‘..................Q"...l. 24Og

Agua destilada esteril QeSePesessosnssscsssssssssscscssssns 1 000 mL
Preparo:

Pesar 240 g de hidroxido de sédio, colocar em um balao volumetrico

e completar o volume para 1l 000 mL com égua destilada esteril.

4.5.8 Solugao-estoque de penicilina G—potéssica cristalina

Formula:

Penicilina G—potéssica cristaling.....ccceeeeeesecssss 10000 000 UI

Solugéo balanceada de Hanks 1 X concentrada....ccese. 100 mL
Preparo:

Dissolver o conteudo de um frasco de penicilina G-potassica crista
lina (10 milhoes UI) em 100 mL de solugao balanceada de Hanks 1 x
concentrada (Norma CETESB L5.501). Acertar o pH para 7,0-7,2 com bi
carbonato de sodio a 7,5%. Distribuir a solugao em volumes de 50 mL.



10 CETESB/L5.506

Armazenar em congelador a -20°¢.

4.5.9 Solugao de sulfato de gentamicina

Formula:

Sulfato de gentamicina (cada 1 mL contéem 40 mg de genta

Micina DASE).erieeeeeeeeeotosecoeeccssasscatssaannsoseces 1 mL
Solugao balanceada de Hanks 1 x concentrada.......ceeee. 3 mL
Preparo:

Dissolver o conteudo de uma ampola de sulfato de gentamicina (40 mg)
em 3 mL de solugao balanceada de Hanks 1 X concentrada (Norma CETESB
1L5.501). Acertar o pH para 7,0-7,2 com bicarbonato de sodio a 7,5%.
Armazenar em congelador a -20°%.

4.5.10 Solugao de soro fetal bovino a 10%

Formula:
SOro fetal DOVINO. eeeecetoesacsssssscsssccscsssasasssacsacans 5 mL
Agua -bidestilada €SEEril.ce.eeceeraerncsnaaasasossasnnns 50 mL
Preparo:

Adicionar 5 mL de soro fetal bovino inativado, em banho—mariaza56°C
durante 30 minutos, em 50 mL de agua bidestilada esteril. Agitar le

vemente para dissolugao.

4,6 Esterilizagao das solugoes e meios de cultura

4.6.1 Autoclavagao

Esterilizacao de solugoes ou de meios de cultura em autoclave deve
ser feita em temperatura de 121°C durante 15 minutos. Durante a au
toclavagéo de meios de cultura, nao deve haver excesso de aquecimen
to para evitar uma sobrecarga termica que possa produzir hidrolise,
peptonagéo, caramelizagéo ou outro tipo de destruicao das substag

cias que constituem os meios de cultura.

4.7 Armazenamento de solugoes

As solugoes sao armazenadas em refrigerador 2 a 8 °Cc ou em congela
dor (—20°C). Sao mantidas em frascos bem fechados, com rolhas de
borracha ou tampa de rosca, pois os tampoes de algodao podem permi
tir a entrada e a conseqlente absorgao de substancias inespecificas.
Solucoes 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 solugoes.
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5 EXECUGAO DO ENSAIO

5.1 Principio do méetodo

Para pesquisar a presenca de virus entéricos em lodos de esgotoé ne
cessario levar em consideragéo que eles podem estar adsorvidos aos
solidos de origem fecal e a outros materiais que compoem a fase sé
lida do lodo. Entre os fatores que auxiliam a agregacao dos virus
entéricos a materiais particulados figuram a natureza do material,o
pH, a temperatura e a umidade.

Para promover a dissociagao entre os solidos e os virus, a amostra
de lodo & tratada com solugao proteica (extrato de carne) em pH e
concentracao adequados. Esta solugao € entao concentrada, atraves
do processo de floculagao organica no qual o ajuste do pH e a cen
trifugacao levam & obtengao de pequenos volumes de amostrapossiveis
de serem analisados. .
Uma vez concentrada, o passo seguinte € a inoculagao da amostra des
contaminada em culturas de células. No entanto, substancias toxicas
presentes na amostra de lodo podem destruir as células, sendo neces
sario um tratamento prévio antes da inoculagao. Para tal, filtra-se
o concentrado final atravées de filtros eletropositivos compostos de
celulose e particulas inorgénicas, processo este que reduz os com

ponentes toxicos das amostras concentradas. '

5.2 Concentragao de amostras de lodo digerido (menos de 10% de so

lidos) para isolamento de Enterovirus

.

5.2.1 Pesar 200 g de lodo em um recipiente com capacidade para

1 000 mL. Homogeneizar, utilizando agitador e barra magnetica.

5.2.2 Medir o pH inicial da amostra de lodo com o auxilio de um po

tenciometro.

5.2.3 Acrescentar 2 mL de solugao de cloreto de aluminio 0,05 M,
com agitagao continua.

5.2.4 Ajustar o pH para 3,0-3,5 com solugao de acido cloridrico
5 N e homogeneizar durante 30 minutos.

5.2.5 Verificar periodicamente o pH da amostra para assegurar-se

de que o pH esta na faixa adequada e sempre acima de 3,0.

5.2.6 Apés o periodo de homogeneizagao, centrifugar a amostra a
4 000 rpm durante 15 minutos, em centrifuga refrigerada.

5.2.7 Desprezar o sobrenadante e eluir o sedimento com 200 mL de

solugao de extrato de carne a 10%, pH 7,0. Homogeneizar durante 30
minutos.
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5.2.8 Centrifugar a 4 000 rpm durante 30 minutos.

5.2.9 Colher o sobrenadante e diluir a 1:3,3 com agua destilada es

teril, para ajustar a concentragao do extrato de carne para 3%. Cal
cular o volume de agua necessario para a diluigao 1:3,3, utilizando

as seguintes formulas:
volume do sobrenadante x 10

a) volume final da amostra a 3% = 3

b) volume de agua destilada a Ser _ yoiyme final da - volume do sobrena
acrescentada para diluir 1:3,3 -

amostra a 3% dante
Exemplo:
volume final da amostra a 3% = X
volume do sobrenadante = 225 mL
volume de égua destilada a ser acrescentado para diluir a
1:3,3 =Y
a) x = 225 mL x 10 _, x = 750 mL
3
b) y = 750 mL - 225 mL — vy = 525 mL

5.2.10 Apés adicionar ao sobrenadante o volume adequado deéguadeg
tilada, dar prosseguimento a anélise,acrescentando—se a amostra soO
lugao de acido cloridrico 5 N, gota a gota e com agitagéo constante,
ate atingir pH 3,5.

5.2.11 Deixar em agitagao lenta por 30 minutos.

5.2.12 Centrifugar a 4 000 rpm durante 30 minutos em centrifuga
refrigerada.

5.2.13 Desprezar o sobrenadante e eluir o sedimento com 15 mL de
solugao de fosfato de sodio a 0,15 M, pH9,0e agitar por 15 minutos.

5.2.14 Ajustar o pH para 7,0-7,2 e proceder a redugao do efeito ci

totoéxico (item 5.4) e descontaminagao da amostra (item 5.5).

5.3 Concentragao de amostras de lodo digerido centrifugado (mais

de 10% de solidos) para isolamento de Enterovirus

5.3.1 Pesar 100 g de lodo em um recipiente com capacidade para
1 000 mL.

5.3.2 Adicionar 200 mL de solugéo de extrato de carne a 10%, pH 7,0.
Homogeneizar durante 30 minutos, utilizando agitador e barra magné
tica.

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



CETESB/L5.506 13

5.3.4 Colher o sobrenadante e ajustar a concentragao do extrato de

carne para 3%, fazendo uma diluigao a 1:3,3,dando prosseguimento ao
ensaio de acordo com os itens 5.2.9 a 5.2.14.

5.4 Reducao dos efeitos citotoxicos dos concentrados finais das

amostras de lodo de esgoto

Para redugao dos componentes toxicos, os concentrados finais das
amostras devem ser processados atraves de filtros Zeta Plus 50S5. Es
te procedimento deve ser realizado em camara de fluxo laminar verti

cal, observando-se todas as medidas de assepsia.

5.4.1 Acoplar o porta-filtro que contem o filtro Zeta Plus 50S em
um recipiente esteril e conectar na entrada do porta-filtro uma se

ringa hipodérmica esteril.

5.4.2 Tratar o filtro com 10 mL de solugao de soro fetal bovino a
10%, que é passada através do respectivo filtro com o auxilio de se

ringa hipodermica e presséo manual.

5.4.3 Transferir o porta-filtro para um flaconete esteril previa
mente rotulado com os dados da amostra e proceder a filtragao da

mesma, utilizando seringa hipodérmica e presséo manual.

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

5.4.5 Adicionar o filtrado na amostra e anotar o volume final.

5.4.6 Submeter a amostra ao teste de esterilidade de acordo com ~©
item 5.5.

5.5 Descontaminagao dos concentrados finais das amostras de lodos

de esgoto

Antes de ser inoculada em culturas de células,a amostra e submetida
ao teste de esterilidade quanto a presenga de bactérias e fungos con
taminantes. Este teste € realizado em camara de fluxo laminar verti

cal, observando-se todas as medidas de assepsia.

5.5.1 Em um flaconete esteril, previamente rotulado com os dados

da amostra, adicionar 0,5 mL de penicilina (item 4.5.8), 0,5 mL de
sulfato de gentamicina (item 4,5.9), 0,5 mL de fungizone liquida

(250 pg/mL) e a amostra em teste. Homogeneizar vigorosamente.
5.5.2 Deixar em contato durante 1 hora,é temperatura ambiente.

5.5.3 Apos esse periodo, inocular 1 mL da amostra em teste em 2 tu
bos de caldo de soja e triptona (item 4.4.1).
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5.5.4 Incubar os tubos inoculados na estufa a 35°C e realizar lei
turas diarias durante 14 dias.

5.5.5 Durante o periodo de leitura,manter a amostra a -70°¢.

5.5.5.1 A amostra estara livre de contaminantes se o caldo de soja
e triptona nao apresentar turvagdo ou qualquer outra evidéncia de

crescimento de microrganismos durante os 14 dias de incubagao.

Nota: Caso as amostras continuem a apresentar contaminacgao, subme
te-las a centrifugaqéo a 4 000 rpm por 15 minutos, depois pro

ceder conforme descrito nos itens 5.5.1 a 5,5.5.

5.6 Isolamento, quantificagéo e identificagao dos virus presentes

nas amostras de lodo de esgoto concentrados

5.6.1 Apés terem sido tratados, para a redugao dos componentes ci
totoxicos 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 pa

ra isolamento, quantificagao e identificagao dos Enterovirus.

/ANEXO A
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ANEXO A - PROCEDIMENTOS COMPLEMENTARES

A-1 Ensaios de controle

A-1,1 Teste de esterilidade

Apés terem sido preparados e antes de serem usados, quaisquer solu
goes ou meios de cultura s@o rotineiramente testados, quanto a pre
senga de fungos e/ou bactérias. Este teste consiste na inoculagao
de 1 mL do volume de cada frasco da solugao em teste em 2 tubos de
caldo de soja e triptona (item 4.4.1), os quais,apés semeadura, sao
incubados a 35°C durante no minimo 48 horas (deve-se efetuar leitu
ras diarias até completar 14 dias). Constitui evidéncia da presenca
de microrganismos qualquer turvagao do caldo de soja. e triptona.

Essa contaminagéo pode ser decorrente de falhas no processo de este

rilizagao ou contaminagao apos a esterilizagao.

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 realizacao de testes especificos para avaliar e
comprovar a esterilidade de vidraria e materiais submetidos é este
rilizagao em estufa a 170-180°C ou em autoclave a 121°C. Para a rea
lizagao destes ver Norma CETESB L5.010 - Avaliagao de laboratorios
de analises bacterioldgicas da agua.

.

A-1.4 Controle da eficiencia da autoclave

Utilizar ampolas com suspensao de esporos Bacillus stearothermophilus

em meio de cultura, colocando-as entre os frascos-ou entre o0s. materiais
a serem esterilizados. Essas ampolas, depois da autoclavagao, sao
incubadas em banho-maria, a 55°C durante 24-48 horas.

Se houver mudanga da coloragao da suspensao contida nas ampolas de
roxa para amarela, significa que a esterilizagao foi insuficiente,

pois houve desenvolvimento de bacterias.

A-1.5 Controle da qualidade daéguadestilada

A égua destilada, a ser empregada em laboratorios de virologia, de
ve ser de alta qualidade, livre de substancias toxicas ou nutriti
vas que possam influenciar na sobrevivencia e crescimento de micror
ganismos. E recomendavel a avaliagao periodica de sua qualidade,
atraves da realizagao de testes especificos (ver Norma CETESB L5.215-
Prova de adequabilidade da agua destilada para fins microbiologicos).
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A-1.6 Controle da adequabilidade biologica da agua bidestilada

Devem ser efetuados testes de adequabilidade biologica da agua  bi
destilada para garantir a produgao de uma égua de alta qualidade,li
vre de substancias toxicas ou nutrientes que possam interferir nos
ensaios virologicos (ver Norma CETESB L5.215).

A-2 Armazenamento da agua bidestilada

A égua bidestilada deve ser armazenada em frascos limpos de vidro
neutro, de preferéncia ao abrigo da luz e protegidos de po ou vapo
res que possam ser produzidos no laboratorio. O armazenamento pro
longado da égua bidestilada deve ser evitado,

A-3 Lavagem, preparo e esterilizaqéo do material para cultura celu

lar

Ver Norma CETESB M1.002.

A-4 Local de trabalho

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

A-4.2 Se a camara estiver instalada em local com ar condicionddo,

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

A-4.3 A limpeza da sala e feita apés expediente sem varrigoes exa
geradas e, de preferéncia, empregando solugao de formalina ou de
outro desinfetante. Chao, mesas e balcoes sao limpos diariamente.
Nos fins de semana,realiza-se uma limpeza mais rigorosa, inclusive
vidros e paredes. Esporadicamente, apés a limpeza, o ambiente e im
pregﬁédo com uma solucao alcdolica de formol a 8%,que e colocadd
em placas de Petri, para evaporar,

A-5 Precaugoes

Dentre as pessoas que trabalham no laboratorio, aquelas que tem me
nor tempo de treinamento e as que estao mais diretamente associadas
a manobras com material infectado sao as que apresentam maiores pos
sibilidades de ser infectadas acidentalmente.

A inalag3o de aerossdis, a aspiragdo de solugoes contaminadas atra

ves de pipetas, acidente de centrifugagSes, etc., provocam comprova
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damente grande numero de infecgoes acidentais e devem ser preveni
das pelo uso de mascaras descartaveis de papel, pipetadores e pela
obediéncia as instrucgoes especificas de trabalho e de uso de equipa
mento. (Yer Norma CETESB L5.009 - Seguranga e higiene do trabalho
em laboratorio de microbiologia).

A-5.1 Acidos

Ao preparar solugoes com acidos,nunca adicionar a agua sobre o aci

do (pois isto podera provocar riscos ao operador), mas sim acido a

agua.

A-5.2 Materiais de seguranga

A-5.2.1 Aventais de pléstico

Devem ser de pléstico resistente e de comprimento adequado para a

protegéo do tecnico durante os processos de lavagem.

A-5.,2.2 Aventais de pano

Para uso obrigatério por todos os técnicos na execugao de quaisquer
atividades laboratoriais. Antes do encaminhamento para lavagem, o0s
aventais devem ser esterilizados em autoclave a 121°C durante 30 mi
nutos.

A-5.2.3 Luvas de amianto

A-5.2.4 Protetor facial

De utilizagao obrigatéria (juntamente com mascara, com filtro ade
guado e luvas) no preparo de solugao de acidos a serem empregados
na lavagem de materiais.

/ANEXO B
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ANEXO B - ESQUEMAS DE PROCEDIMENTO

ESQUEMA 1 - Método de concentracao de lodo digerido (menos de 10% de
s6lidos) para isolamento de Enterovirus

200 g de lodo
+
2 nL de solugao de cloreto de aluminio 0,05 M
Ajustar para pH 3,0-3,5 com solugao de acido cloridrico 5 N
Agitar 30 minutos
Centrifugar a & 000 rpm/15 minutos
Suspender o sedimento com 200 mL de solugao de extrato de carne a 10% pH 7,0
Agitar 30 minatos
Centrifugar a 4 000 rpm/30 minutos
Colher o sobrenadante
Diluir a 1:3,3 para ajustar a concentragao do extrato de carne para 3%
Ajustar para pH 3,5
Agitar 30 minutos
Centrifugar a & 000 rpm/30 minutos
Ressuspender o sedimento com 15 mL de solugao de fosfato de sodio 0,15 M, pH 9,0
Agitar 15 minutos
Ajustar para pH 7,0-7,2
Reduzir os efeitos citotoxicos
Descontaminar

Inocular em culturas de celulas

/ESQUEMA 2
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ESQUEMA 2 - Método de concentragao de lodo digerido centrifugado
(mais de 10% de solidos) para isolamento de Enterovirus

100 g lodo
+
Solugao de extrato de carne a 10%, pH 7,0

Agitar Bg minutos
Centrifugar a & 000 rpm/30 minutos
Colher sobrenadante
Diluir a 1:3,3, para ajustar a concentragao do extrato de carne para 3%
Ajustar para pH 3,0-3,5
Agitar 30 minutos
Centrifugar a & 000 rpm/30 minutos
Ressuspender o sedimento com 15 ml de solugao de fosfato de sodio 0,15 M, pH 9,0
Agitar 15 minutos
Ajustar para pH 7,0-7,2
Reduzir os efeitos citotoxicos

Descontaminar ’

Inocular em culturas de celulas

/ANEXO C
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