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BESIMO

A cultura de celulas necessita ser realizada en condigdes
eatritamente assépricas pols as culturas animais "in vitro® cres-
oem mals lentamente do gque os contamnados naturais cow as bacté
rias, fungos £ leveduras © cbjetive deste traballo & proporeio -
nar uma fonte de consulta sequra em técnicas de lavagem, preparc
€ esterilizacac de materials usados em laboratdrio de cultura de
oeélulas, etapas estas consideradas as mais importantes



BASTCE TECHNIQUES FOR
WASHING OUT AND STERTLYZNTICH
OF MAETERIALS FOR TISSUE CULTURES

Takeko Shamizu ETYAN
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The major recquirement drstimgushing fassue culture from
other laboratory tachnigues 1s the need to maintain aseptisas
This is accentuatad by the much slower growth of cultured and-
mal cells ralative to most of the major potencial contaninants
like, barterja, fungi and yeasts This manual is intended to
allow the security measures in washing out preparation and ste
rilization of materials once considered as the most  imgportant
phases used 1n tissue culture laboratories



LAVACEM DE VIDRARTA

Em labcratiric de cultura de oflulas & a etapa mais importan—
te e & que exi1ge malores cuidados

A vidraria apbs sua utilizagac deve ser imdiatamente imersa em
agua para evitar que a matéria orgnica as secar, figue aderida as pa
redes e dificulte a lavagem pasterlorments

Be a vidraria for tratada com gilicone, ndo dever: ser mistu-
rada a5 damals Antes da lavagenm, retirar todo o silicone com a0l -
ventas organicos (eter cu acetona)

Recomenda-se o use de detergente neutro, &e preferéncia, o Ex
tran MA-D2 A solugdc devera ser feita de preferéncia, com agua des
tilada Pm materials poudd 3uU108, utilizar uma solugio a 2% Wos ca-
aoe de materials mais sujos, utilizar 5% Solugdes mals concentra -
das {10%) podam ser utllizadas com a fungdo de descontaminacan, ooh
tudo deven ser utilizadas durante 4 horas € na temperatura de 090

O Extran MA-02 & bicloqicamente degradavel, tem proprredades
detergentas & emulsicnantes

Uso ha Rotina

Utilizar detergente neutro (Extran-MA-02) em solugc a 2%,
obedecends a seguinte técnica

t lavar a vidraria em agua corrente, escovar muoito bem, utilizards
una escova apropriada |

2 Pagssar no esquicho-lavador (gquanto existir no laboratorio) Na
falta do esquicho-lavador, adaprar um tubo de borracha 3 tormeira
e pressionar a ponta do tubo com os dedos para fazer oam que a
Bgua sala oo pressao,

3 Deixar de molho na solugac de Extran MA-02 a 2%, tende o culdado
de manter os frascos cheios e ocbertos pela solugdo durante 1 noi
te no minimo,

A solugén deve ser reutilizada Ouando em um determinade pe-
riodo a quantidade de material a ser lavado for muito grande, a solu
cao deverd ser trocada a cada 15 dias




Nota Antes de mercgulhar os materials na solugio de Extran, retirar
cam Alcool ou éter as 1nscrigbes feitas com pincel atfmico Desse

modo a8 solugdo permanecera limpa por mals tempo
4 Escovar rigorosamente e passar em agqua oorrents,
5 Erxaguar maoto bem utilizande o esquicho-lavador,

6 Enxagquar com bastante agitagdn, 10 vezes no mimmo {10 X} em
Agua destilada Prestar muta atengds quanko ao preenchimento e
esvaziamento total do frasco em cada operacac,

7 Repetir o item 6, utilizando agua kadestilada £ preferivel dei
Xar em Iepousc nesta agua por varias horas,

8 Repet:r ¢ i1tem & utilizando a agua desminerallzada,
9 Secar a vidraria an forno de secagem ou estufa (40 a 509),

10 Depois de seco, anbalar para a esterillzagac posterlor

Pipetas

Mergulhar em Agua apds O uso,
Retirar o algeddo colocado na ponta,
Lavar am Aqua corrente,

L T

Dexrsar am rapousc uma rnolte em solucdc de Bxtran cu ferve-las du-
rante 15 mnutos en solugdo de detergente

Colocar em lavador de pipetas per 5-6 horas,

Passar 10 vezes em agua destilada,

Passar 10 vezes em agua brdestllada,

Passar 10 vezes em agua desmineralizada,

Secar em formo ou estufa (40-509C)

W o =1 LN

Mota ©Os materilals contaminados, devem ser autoclavados, lmersoss om
dqua, durante 20 minutos a 1219C Depois disse, seguir a sequénciade
lavacem Jde material

MNota Nao lave as pipetas gue foram usadas em agar ou silicone cam
outras pipetas sujas FEstas devem ser lavadas separadamente em agua’
corrente bem guente ocu se puder use plpetas descartavels



LAVAGEM DE ROLEAS DE BCRRACHA

As rolhas de barracha anti-acidas, novas, especials para
oultura celular, sac fervidas

1 Por 15 minutos em solugdo de hidrowido de sddio a 0,58 e lavadas
por 30 minutos em agua corrente

2 Bor 15 minutos an solugho de acldo cloridrico a 0,4% e lavadas
& agqua corrente durante 1 hora

3 Passan-se a sequlr e agua destilada, badestilada e desminerall
zada antes da secagem

As rolhas usadas que tenham ficade imersog na agua apbds o
uso sdc  fervidas em 3gua destilada, sequinido-se depols O meamo
procedimento  do item 3

Quando tiverem material arginico aderido, deve-se fFervé~-las
amn solucao de bicarbonato de sddio a 4% e em seguida  lavadas em
agua corrente por 60 minutce e por fum seguir o Item 3

Seca-se en estufa ou ao ar livre (hunca num fornmo)

LAVAGEM DE AGULHAS E SERINGES HIP(DERMICAS
1 Delxar as seringas oommns mergulhadas em dgua, fazendo-as fumcio
nareit 10 a 15 vezes com agua de tarmeara

2 Oolocar as seringas desmntadas, assim oomc as agulhas no apare-
1o de ultra-som 1mersos em agua destilada lidgar o aparelho por
10 mimtos

3 Montar as seringas e fazé-las funcicnar de 10 a 15 vezes, em agud
destilada, posteriormente em bhidestilada e desmneralilzada

4§ Secar desmontadas em estufas



SERIMGAS ALTCHATICAS

1 Iogo apds © uso, aclohar a seringa autamatica por 15 a 20 vezes
com Agua destilada para elimnar oz residuws de solugio de traba-
1

2 Degmontar a seringa, coloca-la com cuddads no aparelhs de ultra -
scm oan agua destilada, durante 10 minutos

3 Montar a seringa e fazé-la funcaicnar 10 a 15 vezes com agua destl
lada, depois com agua bidestilada edqua desmineralizada

4 FPor dltao, fazé-la funcionar por 10 a 15 vezes em adua desmne -
ralizada glicerinada a 10% para dar uma certa lubrificacao

5 Secar i estufa e preparar para a esterilizacgao

6 Outra alternativa & apds a lavagem, esterilizar a seringa automi-
tica chela de agqua deicnizada em vez de passa-la em dgua gliceri-
nada

PREPAROD DA VIDRARIA PRRA A ESTERILIZACAD

Seringas hipodérmicas e agulhas sac montadas dentro de tuko
de ensaic, en cujo fundo deve ser colocado um pedago de gaze hdrd -
fila, em sequida, arrolhados com fampéo de algedio hidrdfobo recober
to oom gaze e fechados oum papel aluninic ou papel manteiga e pat
dltimo com papel kraft, amarrando com barbante ou cordoné

A5 pipetas devem ser providas de algodio em rama (hidrofobo)
na extremidade destinada a asplracac embrulhados em grupos com papel
kraft quando forem esterilizadas em autoclave ou guarkio houver possi
bilidade, acondiciona-las em tubo de age 1noxidavel e esterilizi-las
em forno Pasteur a 180¢C

05 tubos de ensaio devemser axorkdicionados de boca virada pa-
ra baixo, e acondicionados em reciplente de aluminio ou ago incxida-
vel com tampa

Qs frasoos de vidro devem ter a sua boca guarnecida oom pa-

pel alurinio ou papel manteiga, embrulhando-os em papel kraft e amar
raios com cordone ou barbante



Frascoe, tubos, plpekas, ete, duando forem de material plas—
tico, samente poderan ser esterilizados em autoclave quando  forem
de tipo pelipropllens

Os instrumentos de corte sdc esterilizados em autcclave devi
damente acondicionados em guardanapos de algodaoc que sac poT sua
ver esmbrulhaios em papel kraft

Os artigos de borracha sao esterilizados em autoclave Sem
expeder 0s lunites de tempo e temperatura pols algupns tipos de bor-
racha podem ficar “pegajosos”

As seringas automaticas ripo (orrWzall, por serem unportadas,
devem ser esterilizadas oom mlito ouldads, eovolvidas em guardana -
pos, colocadas sobre uma taboa de madeira fina e por fim embrulha -
das com papel kraft Este procedumento serve para protegd-las de
choques durante o processamento da esterilizacdo até o momento do
S0

ESTERT LIZACHKD

Esterilizar um materizl é destrnuy todos os mlcroorganlsmos,
formas vegetativas ou esporuladas, nele exastente Ao ato de eftery
Iizar di-g o nome de esterilizacao

A desmnfeccdo € um case particular da esterilizacao, gue se
refere especificamente a eliminagan dos germes patogdnicos, sam que
haja necessarlamente a destruigio de todos o5 mMicroorganlsmos, pois
o5 patogénicos geralmente sS30 mENOS resistentes que os saprofitas,
podera haver eliminacao dos primelros com persisténcia dos dltimos

A esterilizacac 20 pode ser efetuada de modo sequro pelo em-
prego de agentes fisions (calor), a desinfecgdc se conseque facil -
mente pelo uso de substanclias quimicas, as quals se d& o nave de de
einfetantes

A esterilizacac pode ser realizada por meio de

! Calor,

2 Radiaches,

3  Filtracao
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1

1

Calor

E o agente esterilizante fisicao mals eficaz Pode ser em—
pregado zob varias formas

1 a8 Beco

Flamhagem em chama direta Bico de bunsan
InClneracan

Ar cquente Forno Pasteur
T b Omdo

Temperatira baixa (50-709C) - Pasteur1zacio

Tarperatira de 1009C  agua fervente {gmilizacio),vepor fliente
Temperatura superior a 1009C vapor d'agua sob pressac (au
tociava)

Radiagdes
2 a Ultravioleta

2 b TIonizante radiacdc gama

Filtragao

A esterilizacghc por melo de filtragdes de fases Uquadas,
podem ser realizadas com o5 mals varlados materizals, como  argl -
la, arela, carvaa, flltro de papel, etc

ESTERILIZACAC PELO CALOR
I a Cajor Seco

Bioo de Bunsen - A destruicac de microorganismes pelo ca -
lor direto € praticada rotineiramente quando a alga de pla
tina & levada a cham de un bico de bunsen

Incineragac — £ usada para eliminar as carvagas de animais
da lzboratdrio infectadns oude ourros materaals contaming-
dos



Forno Pasteur - O calor seco atua sobre O MIoroorganismo

por melo do processo de oxidagac da célula, par 1550 &
mais dificil destrr as formas vegetativas resistentes &
esporos mucroblanos A temperabura de atvacao deve ser de
1B09C por um tempo superior 2 1 hora e 30 minutos, para
gue © material seja considerado estéril, pois o caloy seco
tem menos poder de penetragac
0 forno Pasteur cansta de um reciplente retangular de pare
des duplas 1soladas térmicamente, aquecideo & gas, a vapor
ou A eletricidade
No interior do formo ha pratelelras movels € na parte su-
perior, orificios ou chaminé para ventilagao, alem de um
arificio onde se coloca um termametro graduado a 2009C
Deve-se conalderar como 1nicio da esterilizagdo quando a
temperatura do forno atingir 1809C e ¢ tempo de permanén -
cia deve sor aclma de 90 minutos  Para se ter certeza de
que uma estufa Pasteur atingiu realmente 2 tamperatura de
1809C, colocan-se ampalas de vidro seladas contendo  acido
d-tartariooc p a em pé (aproxmadamente 0,30 g} Ao térmi-—
no da esterilizacas o conteudo devera apresentar—se fundi—
do po1s a temperatura de fusao do acido & cerca de 1709C
A esterilizagac dos melcs & cultura em formo deve ser a
2009C por 3 horas A temperatura devera ser controlada a
cada 15 mnutns O incoveniente do uso desse prooessc @
que, nesta temperatura, haverd a desnaturagac dos companen
tes do meio, no cast do soro e dos componentes termo-li -
bels, no caso das vacinas ¢ antibloticos
As vidrarias de laboratcric sac de preferéncia esteriliza

das em formo Pasteur, porque com £53e processo CONSeque-se
que todo © material sala seco

1
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Th Calor hido

Pasteurizagac - F um método de desinfeccac do qgue propria-

mente de esterilizacas 0O processc cONS1ste e aguecer O
material a temperatura relativamente baixa durante um tem
po relativamente longo

Aqua fevente - A esterilizagdo pela agua fervente apresen-
ta algms noovenentes

a) a temperatura de ebulicdo varia conforme a pressac at-
mosfarica

b} a resisténcia do microorganismo varia, pols depende da
sua propria constituigio (presenca de esporos) e das va
ridvels como o pH do meio, porcentagem de protelnas,pre
senpa de substdncilas oleosas eho

Apesar de todos os cudados, nao & aconselhivel o enprego
deste método am esterilizagio pols muitos esporvs nac  BAC
destrinidos dentro 4o pericdo e das especificacdes referidas

Vapor fluente - Ocorre o mesmg 1ncovenientes  relata -

dos para a dgua fervente 0 processo € frequentemente
utilizado em bactericloma para esterilizacas de meios
de cultura que se alteram em temperatura elevada, nestes
casos utiliza-se a esterilizacdo fraclonada ou tyndalli -
zacao que conslste de aguecamentos repetidos em inteyrva —
Ins adequadns

Vapor de Aqua sob pressdc - (autoclavagem ou autoclavagaok
A agtoclave &€ o aparelho utilizado para esterilizar em va

por d'agua saturado scb pressac E o método mais eficien—
te na destrui¢dn de micrvorganidmns A eficiéncia deve-se
a acdp dos dols requisitos necessarios 4 destrilcdo dos
mlicroorganlsmds o calor e a umidade O vapor saturado hi
drata e promove a termoccagqulacac das proteinas dos  mil-
CroOrganl smos

Importancia da eliminagio do ar residual da autoclave To
Ao 0  ar egistente na autoglave deve ser eliminadn porque
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retarda ou wmpede a esterilizagio

A agadp esterilizante do vapor & devida 3 facilidade com
que ele se condensa sobre as superficies mais frias dos ob-
jetos a seram esterilizados, cedendo—-lhes o seu calor latem
te O ar 1nterfere com esta condensagdo, formando um  filme
protetor em tormo do material e evitands, assim, a penetra-
gao do calor

A checagem da temperatura atingida na camara interna da au-
toclave pode ser realizada pela inclusdo de ampolas de vi
dro seladas, contendo cerca de 0,20 g de ervofre em po, Jun
to oom 08 materials que vac ser esterilizados Apds o ciclo
de esterilizacio, o enxnfre deverd estar fimdi1dn pols a tam
peratura de fusdao do enmofre & 12190

Atualmente temns a fita adesiva 1222-M, que ac atlngir  a
temperatura desejada e o tempo necessario, moda de cor

Uma prova da esterilizagio por calor umido em autoclave con
818te nz inclusas de ampolas de Steriken~Bloindicador (Merck
am cada carga do aparelho Elas contém melc de cultura coom
ACUCAY &m Su2 OoMpOsS1Gao, além de um indicador de pH e de
esporos de bacilos termdfilos {Bacillus stearothermophilusi)
Estes bacilos apos 15 manutos a 1219C s3o destrndos Em
taemperaturas mals baixas e com tamps de aquecimento mais
awrto estes esporos sobrevivem Apds o tempo de awtoclava -
¢ac mencionado, as ampolas avtoclavadas sao colocadas em es
tufa a 559C por 2448 horas juntamente com outra ampola nac
autoclavada (controlel Se a esteriliza¢do fol eficiente,os
esporos das ampolas autoclavadas terdo sido destrindeos e ©
contedds das ampolas mantera a sua cor original Se a este-
rilizagdo foi1 imperfeita, o contelio das ampolas mudara da
oor violeta para a amarela poLs conténm germes vivos que  Be
miltiplicam durante a incubagac

Denve-se observar sempre o prazc de validade das ampolas bem
oo as condigoes de estocagem



Tecnica de utilizacap em autcelave - A adtoclave oonsiste
de un recipiente metalico, que pode ser fechado hermetica—
mente Colocar ume gquantidade de Sgua no fundo do recipien
te onde esta instalada a fonte de calor (resisténcia reco-
berta] Introduzir os materiais embalados no cesto  apro
priado da autoclave, sohre o nivel da agua ja medido Fe -
char a autoclave, apertando os parafuscs de modo a fechar
hermeticamente Ligar o sistema de agquecimento Delxar a
valvula de seguranca aberta para espulsar todo o ar do 1n-
terior A principio, ha a expulsac do ar contido na caldex
ra, gquands a agua camega a ferver, sal un jato intermiten-
te de ar mlsturadc com vapor d'agua Cuando todo o ar €
expulso do aparelho, camega a salr um jate continue de va-
por d'agua Fecha-se nesse momento o orificic de escapamen
tc o mananetro camegs a acusar aumento de pressac Ao se
atingir a temperatura desejada, por exemplo, 1209C, fecha-
—se a valvula de sequranga e deixa-se por 30 munutos Ao
termmune  da esterilizagao, deve-se desligar © sistama de
aquecaimento, esperar esfriar e abrir o aparelho guando a
pressac o mandmetro acusar zero Esta precaugao é essen —
cial nao S0 porgue abrir a autoclave cam o al
ta pressao farla projetar a tampa oU vapor sugper aguecido,
com risce para © operador, como tambem porgue,  provocando
abaixamento rapido da pressag, por examplo, pela brusca
abertura da valvuila de sequranga, o8 ligudeos contidos mo
interior da autoclave entrariam em fervura, fazendo saltar
as rclhas ou molhando-as Abwrir a valvula de sequranga pa-
ra gque todo ¢ ar sala e gn sequida ahrar a autoclave Levar
o material esterilizado para uma estufa de secagem, tempera
tura de 40-509C

£ o processo mals empregado para a esterilizacao e a malo -
ria dos tipos de vadro de hoa qualidade syporta bem a essa
temperatura, meswo apos repetidas esterilizacoes



15

A esterilizacho de frasoos contendo solugles & feita na au
toclave, por agquecimento pelo vapor satwrade g 12190 por
A0 minutes O cuadados gque devem ser tomados

a - Prover os frascos oam vedacao (papel aluminio e on
kraft] que permite a expulsdo do ar

b ~ Evitar o abalxamento de pressac na camara Jde esterili-
zagao, antes do resfriamento campleto do liquado

Todos o makterials, antes de sepem esterilizados, deverdo
ser lavados can muito culdado, conforme recomendado noe
capitulo de lavagem de materigl

I1 - ESTERTILIZAGAD POR RADIACUES

1 - Radiagies womizantes - Os raios X e o5 rawos gama (y)  tém

engrgla malores do que ¢V e sad chamaios de radiagdes lom
gantes Possusm energla suflolente para retirar elebrons de
mrléculas, lonuizando—as Quando essas radlagdes atravessan
as oélulas, criam hidrogenio livee, radlcais hidro—
xlla & algune perdxidos, os gquals, por sua vez podem  cau
sar diferentes tipos de lesdées wnkracelulares

Por esta razao, as radiagoes lonizantes &0 utilizados na
esterilizagdo de materiais biologicos £ chamada de esteri

lizagao fria, porgque as radiaghes iomizantes produzem rela
tivamente pouco calor mo material irradiado €  assum, @&
possivel esterilizar substancias termossensivels, especial
mente na wdustria alimenticia e famacéutica

Radiagoes ultra—vicleta [0V | — Possuem oofprimento de on-
da de 253,7 mandmetro (mn) que tem a propriedade de matar
oS mucroorganismos Ex 0 lampads W

0s raios amtidos pelas lampadas germicidas atravessan O
ar e destroem o8 MIcroorganismos encontrados no trajeto
Os raics W devem atingi-los diretamente, pois nao atraves

sam o5 objetos A utilizagdo 1nadequada ou exposigdo exces
Slva aos rawos W podem ocasionar irritaghes na pele e nos
olhos
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IIT -

ESTERILIZACAS POR FILTRACED

Na escolha do processo de filtragao influem. a natureza
do liqudo a ser filtrado, o Indice de £luwm e o nivwel dese-
j1a2d0 de retencao dos materials particulados presentes Nas
frltraches esterilizantes, mesmo ama eficiéncla de 9%,99%
nac & suficiente, pols todos os organismog viavels presentes
no liguido precisam ser removidos

Ha 3 tipos Fundamentals de filiro

1 Qe profundidade,
Z2 da tela,
3 de mEnkrana

E preciso conhecer bem o fundamento da filtragac, pois
é o iniLco processo de esterilizacdo para certos liquidos, co
me 05 mel1ns de cultura, sorps, vacinas, et Esses melos nRAo
devem ser esterilizados pelo calor por causa da ocorréncila
de desnaturacao das protemnas e da degradacio dos camponen -
tes termo-lakais

Em toda a filtragas daverans consideray

a escolha do filtro,
crganizacac & sistema de filtragao,
¢ tipo de pré-tratamento {clarificacaol

1 De profundidade - Consiste geralmente de fibras, particu
las o materials de tipo especial que foram comprimidos a
poento de formarem un emaranhade de canatlculos comumcan-
tes Dependendo da compactacao, eles podem ser mals fecha
dos ou mais abertos ¢ o5 seus canaliculos podem apresen—
tar tamanhn muto varizvel
O filtro de profundidade & constituldo de material que re
t8m na sua matriz particulas ou microorganlsmos, —pargue
O0s poros sao geralmente muito maicres do que as particu -
las e estes movimentan-se durante a flltragac pelos cana—
licules tortuosos até sersm retidas nas reentranclas




A retengao das particulas pode ser conmtrolada quando se mu
da a densidade da estrutura do filtyo ag utilizarmos presg
sa0, calor ou 1mpreghacac das fibwas com ooRpoStos resino—
B80S

As placas de amianto, welas de ceramica, lamnados comple-
o5 de amianto, vidro e papel sao exenplos de filtros oom
propriedades esterilizantes, onde as particulas e microor-
ganlsnss ficam retirdes na matriz 4do filtro de profundida-
de Esta propriedade constitui uma vantagem cuandd se mani
pulam sclugGes altamente contaminadas

— Limptacao do Filtro de Profundidade

a) Os filtros de profundidade née renrmem todas as partl -
culas de um determnado tamanho presentes no liquids, a
sua eficiéncia 6 em geral da ordem de %0, 95 ou 99% pa—
ra a remogac de determinade tamanho, de  microorganlsms
ou particula

b) Quando umg particula presente num flulde penetra T
filtro de profundidade, ela seque o camanho onde a e -
elsténcia é menor ate ficar aderida nele Quando a pres
gac diferencial aumenta em axsequéncia 4o entupiren -
to & filtro ou do aumento da pressao que esta sendo
utilizada, as particuylas e 05 RICrOOrganismos sac leva-
doe mals para o wnterior da matri Eventualments, al -
gumas particulas ou microorganiamos podan libertar-se e
calr no filtrado Ge 1s5to acontedsr cdn Tucroorgand Snos
viavel, a esterilidade do filtrado estara perdida

82 o material de gque € constituido nAC terd aefcito
quimico scbre a solugdo a ser filtrada Os materlais
gque compoan alguns £1ltros de profindidade podem  ser
tOXlcos para certos slstemas biologieos quande  forem
ranovidos 4o filtro pelz solugao que esta sendo f1l -
trada,

17
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Fragmentos ou filwas qgue conpoémn a matriz do f1iro po ~
dem soltar-se durante a filtracao, passando para o fi1l -
trado, o que € muto mconvenlents gquando estas solugdes
destinan—se a producdo de 1njetavels para o usc  humanc

Ol para o animals,

Filtros de profundidade, esterllizants, removen mulito
eficientamente particulas de tamantn paguens da  solugao
que esfid sends filtrada EX a0 esterilizar uma vacina
£ preciso ranover as bactérias sam no entanto perder o
antigero Isto pode acontecer se 1mg matriz reter eleva—
da porcentagem do antigeno

2 Filtros de tela (screem) - Sao de poros uniformes e regu -

larmente dispostos Apenas as particulas Que possuem tama—
nho menor do que o8 dos pores podem passar A estrutura dos
poros & pré—definida e com a retengde fica restrita a su-
perficie, a sua capacidade de retencao de particulas & re-
lativamente mencr do que a dos filtros de profundidade

So oF POros apresentaran tamanho menor do que as mendres
bactérias, eles pramwverac a esterilizacao da solugic que
estd sendo filtrada

Filtros de membrana - Os filtros de membrana sdo filtros de
tela oom poros de pegueno tamanho (de 10 ym & 0,25 um) EBs
tes filtros foram dimensionados para a retenci3o de bacté -

rias e virus

as membranas filtrantes sadc folhas finas e porosas de és-
teras puros de celulose S80 extremamente pOrosos,  O8rca
de 84% de sua area superficial sio ocupadas por poros Os
esteres de celulose usados na fabricagao de menbranas sde
biologicamente 1nertes, NE0 causam reagbes tissulares am
animals ou em humanos, sdo atdxicos e apirogenicos

A sua capacidade de retengac € menor do que a de um filtro
de profundidade Assim, guands se tem flurdos  altamente



contaminados ou grandes volumes, costuma—se antepor um filtro
de profundidade ao filtro de membrana ©Qs filtves de membrana
POr Serem MUltd pouch espessos (cerca de 150 um) retém muoito
pouwt liqudo na sua matriz, o gque & importante gquando o 1i -
qudo filtrado & caro ou quando a sua perda deve ser minima
05 filtios de mambrana sa0 estavels 4 temperatura de cerca de
2009C quando secos, por 1850 podem ser autcclavados antes de
serem usados em esterilizagio por filtracao

05 alcools de peso molecular baww e alguns solventes atacam
os filtros de menbrana, portanto para a filtragio de produtos
b1oldgicos de base alocoolica recomenda—se a membrana de tipo
especial de Teflon purs ou de politetraflucretilenc

A planuficacas de um sistema de filtracdo emvolve tipo  de
filtro de membrana, diametro do suporte desse filtro, acopla—
mento oom um filtro de profundidade (conforme a solucae a ser
filtrada, este passo & [acultativol e o tipo de sistama gue
poderd ser a vacud ou sob pressdo  Se a solugdo a ser filtra-
da contiver proteinas e aconselhivel usar o sistema de pres -
830, pois o+ vacuo forma espuma gue pode desnaturar as protel—
nas

Todos o5 si1s5temas esterilizantes devem temminar oA WU mem -
brana de 0,22 1m que & esterilizante O pré-tratamento pode
ser necessaria, dependerndo da natureza do l{qudo Os llqui -
dos, de acordo oom a maior ou menor dificuldade em serem f£il
trados, podem ser classificados em

1 Ligqwdos facilmente filtravels incluem todas as sclugdes
aquosas cristalinas, melos de cultura sen soro, aleools,
etc  Podem mer filtradas oom membrana de 0,22 (m acoplsa -
das a un pré-filitro de fibra de vidro (optative)  scmente
com a finalidade de prolongar a vida fitil da membrana, oamnd
no caso de volume muto grande de melos

19
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2 Liguidos que requerem clarifica¢dc imtensa, incluem solu -

ooes oom

a} altas concentrapdes de solidos,

b} ocom turvacao,

c) cam conteldo protenaces e Sleo,

d} antibidstlcos,

e)] varinas viltrals,

f) mei1os para culturas de ozlulas que contenham menos do
que 2% de soro nao filtrado

A pré-filtracio & o método mais indicado A centrafugacao
80 & vidvel no caso em que o volume do liguido & peguena

Liquidos de difleil filtragao Incluem soros, plammas,trip
g1na e me1ns de cultura celular que contenham mals do  que
2% de soro nao filtrado

a} Para volumes menores gque 1 litro, faz—se a filtracao em

-

Barle

Pré-f1ltro mals porose + pré-filtro menos poroso  +
membrana 0,45 m intermediaric -+ metbrana 0,22 um es -
terilizante

b} Para volumes maiores

placa de amanto -+ 0,45 um * 0,22 unm
(pré-fi1ltro, lavads)  intermedidric  esterilizante

Nota Para um laboratorio de cultura de celulas de pequeno
porte @ mals vantaloso camprar os meros de cultura ja
prontos para o uso, pols & instalagao de uma  infra -
estrutura de filtragem camo descrita, fica mito omse
rosa para uso pouwes frequente
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DESINFECCAD POR MELOS QUIMICOS

Desinfectar @ destruir bactérias e outros microorganismes pe-
1o usoe de agentes quimicos Estes agentes apenas impedem a multipli-
cagao dos MICroorgani=mos, nao of eliminands completamentse Os agen-

tes guimicos levam diferentes nomes de acondo cam & sua agap  solre
05 parasitas Podem ser germicidas, bactericidas, fungicidas, viru-
cldas, ete

0z fatores que Interferen na dazinfeccas quimica sao

al

B}

&)

d)

&)

£)

g)

Contato - Os desinfetantes devem estar em contate direto
oom 08 microorganlanos Qualguer pelicula de graxa ou de
Gleo, de protelnas, oomo pus e sangue, hao delxara ocorrer
o contato direto com os desinfetantes, portanto nao haveri
a desinfeccan

Poder unectante - O poder desinfectante dos ligquidos de -
pende da tensac superficial, quanto menor a tensao superfy
cial de mn liquido, maior sera o seu poder upectante 05
compostos gue tem a propriedade de reduzir a tensan super
ficial da dgua sac sabdes, detergantes, glicerinass, etc

Coreentraci - Ha desinfecgan de oontabo € 1mportante a
concentragas dos desinfetantes empregados

Tape Os desinfetantes ndo agem 1nstantaneamente, o pro—
cesso & realizade gradualmente

Temperatura - Quantc mais elevada a temperatura, a  acap
germicida do agente quimico € mals intensa, porgue o calor
acelera as reagdes quimicas

pi - & concentra¢ho hidrogenidnica das solugtes afeta a
agdo desinfetante Dependends da natureza quinaca do desin
fetante, o efelto do pH e varlawvel

Matéria Orgédnica - A presenga de coldides ou proteinas {pus

e sangue) no material impede o concato direto dos microor-
ganismas oom s desinfetantes dimimuindo a sua eficacia
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ASSFPSIA DE CAMARAS DE CULTURA CELULER

As camaras assepticas devem estar localizadas em pontos  de
pouco movimento e livres da poeira do ar A limpeza das camaras de-—
vem ser feltas no fim do dia [se o usn for contInw) ou no fim  de
cada experimento O chao deve ser lampo primeiramente de maneira
rormal, sendo depois passado os desinfetantes As mesas e as pare
des devem também ser limpas de maneira normal e depols passados os
desinfetantes Os desinfetantes mais usados sao lisoform bruto
Duo-C1de, et Tamar cunidado  para nao misturar os panos de limpeza
gue sa¢ utilazados para ¢ chao ¢om os das mesas

As camaras assepticas {se forem usadas oan munta freguencia)
devem ser tratadas na sexta-feira a tande oom vapores de formol oo
locados em placas de Petri cu oom of vapores resultantes da reagao
entre ¢ formol e ¢ permanganato de potassio oolocados em placas de
material refrataric Nac ehtrar nas camaras logo apos a Cperagac
Esperar ate 22 feira para reaniclar ¢ traballo

As lampadas germucadzs (W) podem ficar ligadas durante a
nolte cu entre um trabalho e cutro, no interior das canaras asseptl
cas Desligar guando reiniciar o trabalbo

Sampre gue puder use mascaras € protetores de sapatos, poraw,
deve aoolir qualguer comversa dentro da camara, falando samente o
estritamente necessario A mascara protege pouco o campo de traba -
it a0 oontraric do que a2 maroria das pessoas supodm

Us aventals em camaras estérels devem sar lumpos & de prefe
rércla estérels Nao masturar os aventals com os usados em outras
atwidades Se puder, deixe-os na anti-camara apds o traballo

As cAmaras assepticas devem ser testadas reqularmente, (o
minimo de 15 - 15 dias, confomme a demanda do servigo) gquanto a0
seu grau de contamnacio Mo dia sequinte a limpeza, desligar as
lampadas W, que ficam normalmente ligada durante a noite, oolocar
6 placas de Petry abertas contendo o5 seguntes meios 2 de agar-
tioglicolato Brewer, 2 de ager—calde de soja e 2 de agar--Sabourawd,
serdc 3 de cada, em cima da mesa e o restante no chas, derxandc— as
abertas por 10 manutos Mo final deste tempo, fecha-las e incuba-




23

las a 349C durante 4 dias em posig¢ac iwvertida Nao esquecer de in
cubar junto as 2 placas controle (1 placa de cada me:ic) que ndo fo
ram abertas Examinar as placas diariamente, até o 49 dia, quando
sary feita a oontagem das colfnias

Todo o trabalhc na camara asseptica deve ser realizado ao
redor do bleo de Bunsen A chama do bico de Bunsen promove a des -
truigaoe de microorgamramns pelo calor direto

0 bueey de Bunsen deve ter un daispositive requlador da altu-
ra da chama, porque quando muto alta, além de nio ter a eficaén
Ccia auwnentada sG colabora para ¢ aguecimento do ambiente

CAPELA DE FLID LAMIMAR

A capela de flus laminar consta de um gabilnete  principal
dentro do gqual circula uma cortina de ar forgado, originada por um
ventilador Antes de ser introduzidc no gablnete, O ar passa atra
vés de wm f1ltro HEPA que ¢ purifica, retendo particulas de ate
0,3 um com grarde eficiéncla  Neste amblente de ar estéril é pos
sivel trapalhar em condigbes Otimas de esterilidade, prescindin -
do da flambagem ¢ podendo manter os frascos abertos, sem a  tanpa,
durante as manchras & capela pode ser de flim horizontal ou ver
tical

0 filtre HEPA nio perde a capacidade com ¢ us0, a0 contra -
rio, ela aumenta por causa das particulas ficarem retidas entre as
fibras, fechando axrda mads a manta filtrante Assim, o8 filtros
devam ser trocados de tempos em tempos am consequencia da restri -
fic de passagem de ar  (HEPA-High Efficiency Particulate Alr)

As capelas de fluo lamnar devem ser limpas com uma SClu-
dos o= objetos e vidrarias introduzidos nelas Para superficie de
acrilicn, como a solugdo alodolica as delxam opacas, @ preferivel
usar ma solugado a 0,5% de cloreto de benzaleonio em Agua

Apos a assepsla, a capela deve ficar ligada por 20 mamatos
no minimo, j& com o material que se wval utilizar colocado  dentro
dela, antes de se 1niciar o trabalio propriamente dito Os testes
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de esterilidade demonstraram gue 580 pecessarios no minmamo 10 minu

tos de funcionmamento para gue a area interna da capela se apresen-—
te realmente estéril

Para verificar a esterilidade da capela, deve-se  submeter

ans testes blaléglms Mals COOmnS, OO Seguas

1

aj

b}

2pos a liumpeza normal, deixar a capela funcicnando por 5 manu-
s,

tolocar dentro da capela, fechadas e em varias posigoes (lado
drreito, lado esquerdo e centrol, sels placas de cada tapo de
ma10 de cultura (total 18 placas),

5 mimutos depols, abrir 3 placas de cada meic e deixar durante
10 mimtos, decorrido este tempo, fecha-las,

Brn sequada, abrir as placas restantes e deixi-las expostas du -
rante 30 munutos, fechando-as apds,

Incubar todas as placas, inclusive as de controle {placas  que
nac foram abertas), a 349C durante 4 dias, na posigac wvertida,
para evitar a condensacao de liguados,

Mo final da incubacido contar ¢ namero de colcnias

CUIDALXNS PESSOATS A USAR O FLOXD LAMINAR

Texdo o material devera ser limpo antes de ser levado &4 &rea in -
terna da capela 08 operadores devem lavar bem as maos antes de
iniciar o trabalhe,

Nao comer ou fumar prosimo da capela Bvitar a circulacae desne

oessarla de pessoas,

c) ¢ pessoal deverd usar aventals ol rowgpas gue ndo desprendam  fi-

dl

e}

bras,
Jamitdr & entrada de papel e de barbante dentro da capela Nao
usar lams ou borracha, peis, desprendem particulas indesejaveis,

Evitar o uso de solventes que ressequem a pele e promovam a des-—
camac3 Para evitar 1sto, poderan ser ugados logdes, cremes ou
saponetes contendo lanclina,

f] As unhas deverao ser curtas, evitando—se o uso de egmaltes,

g} E recomendado o use de luvas, se necessirio



25

REFERENCTAS BIBLTOGRAFTUOAS

- BIER, 0 Microhiclogia e wmunologia 24 ed Sae Paulo, Editora

Melhoramentos, 1985

- DUMICK, 8 P and KAPLAN, NO  Cell culture In JAKDBY W B
% PASTAM, I H , eds Methods in enevmolody MNew York, HY ,

nogdaemlc Press, 1979 v GE

- FRESHNEY, R I Culture of amumal cells A mamual of basic tech

nique MNew York, NY , Alan B Lasg, 1984

- PAITL, J Qell and tissue culture 4 ed ILondon, E ard 3]
Livingstone, 1970

- PEICEAR, M , REID, R CHRN, E C 5 Microbiologia, vol 1 530

Paulo, Mo Orow -~ Hill do Brasil, 1980

- RIZZ0, B , TUCHIYA, H N , MARTINEZ, C H Tecnicas Basicas
Cultura Celular Sa&o Paulo, 1982 (Apostila - Instatuto
tantd e Instituto Adolpho Lutz)

iz B




