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INTRODUGAO

Diversos tipos de células animais tais como as de embrioces e adul
tos tém sido cultivadas "in vitro" por periodos variaveis de tempo,
possibilitando o seu estudo sob varias condigoes.

As culturas celulares passaram a ter papel importante no diagnésti
co das viroses a partir de 1948 quando Weller & Robbins demonstra
ram que o poliovirus tipo 2 podia replicar-se em cultura de teci
dos de origem nervosa de embrioes humanos, determinando um efeito
citopatogénico facilmente observavel nas culturas infectadas.

A partir desta época, grandes variedades de células humanas e ani
mais, neoplésicas ou nao vem sendo largamente utilizadas em diagn6§
tico virologico. Os sistemas celulares sao amplamente empregados
pois requerem pouco e€spago fisico, proporcionam o isolamento de vi
rus, preparo de antigenos virais, testes especificos tais como os de
neutralizagao, hemadsorgao, anticorpos fluorescentes e cultivo con
junto. Além disso, sao convenientes para a produgéo de vacinas por
fornecerem preparaqSes com elevadas concentragSes virais relativa
mente - isentas-de materiais estranhos.

Algumas linhagens celulares nao apresentam a mesma sensibilidade das
culturas primérias ao crescimento de certos virus, mas prestam-se
ao isolamento de enterovirus, adenovirus e virus respiratorio sin
cicial. Outros virus que nao podem ser isolados diretamente, podem
ser adaptados ao crescimento nessas linhagens para serem submetidos
posteriormente a testes que identifiquem esses virus.

1 OBJETIVO
Esta Norma prescreve os procedimentos que permitem multiplicar popu
lagoes celulares em forma de monocamadas, para fins de diagnéstico
virologico.
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2 NORMAS COMPLEMENTARES

Para aplicagao desta Norma pode ser necessario consultar:

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

1L5.215 - Prova de adequabilidade biologica de agua destilada

para fins microbiologicos

L5.216 - Controle de qualidade de meios de cultura

L5.009 - Seguranga e higiene do trabalho em laboratorio de mi

crobiologia.

3 DEFINIGOES

Para os efeitos desta Norma sao adotadas as definigoes de 3.1 a3.18.

3.1 Agentes quelantes

Sao agentes que ligam-se aos cations divalentes que estébilizam a
matriz intercelular,tais como o citrato de sbdio e o versene também
conhecido como EDTA. Estes agentes nao sao utilizados para disper
sar celulas de tecidos frescos e nem para celulas fibroblasticas

pois sao mais eficazes para células epiteliais.

3.2 Cariotipo

E o conjunto de informagoes genéticas sobre a forma, numero, tama

nho e caracteristicas especiais dos cromossomos de uma célula.

3.3 Ceélulas diploides

Celulas que apresentam dois cromossomos de cada tipo, chamados cro
mossomos homologos.

3.4 Cepa celular

E a populagao celular derivada de tecido de origem animal, cultiva

" da mais de uma vez "in vitro", que ainda mantéem o cariotipo do teci,

do de origem e que nao pode ser repicada indefinidamente.

3.5 Conjunto de células heteroploides

Sao aquelas que apresentam em conjunto, menos de 75% de suas célg
las com constituigao cromossomica diploide.

3.6 Cultura celular

E a cultura "in vitro" das celulas dispersas de um tecido animal

e/ou humano.

3.7 Cultura primaria

£ a cultura iniciada de células, tecidos ou orgaos tomados direta

mente de um organismo. E considerada como tal, até o 12 cultivo.
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3.8 Linhagem celular

E o conjunto de celulas que se multiplicam "in vitro" por longos pe
riodos de tempo. A heteroploidia é a responsavel pela passagem "in
vitro" das células primarias que sao diploides a condigao de 1linha
gem celular,

3.9 Meio de crescimento

E o meio de cultura Eagle que contem 10% de soro fetal bovino inati
vado com ou sem solugao de antibioticos. E usado para promover a ré
pida proliferagao celular.

3.10 Meio de cultura

E a mistura balanceada de substancias consideradas essenciais para
as celulas: aminoacidos, vitaminas, carboidratos, sais e proteinas
que apresentam pH 7,0-7,2 e, assim fornece as celulas que se multi

plicam "in vitro" ambiente semelhante équele que dispoem '"in vivo".

3.11 Meio de  manutencao

E o meio de cultura Eagle que contém 2% de soro fetal bovino inati
vado com ou sem solugao de antibioticos. E usado para manter a cul
tura em estado de metabolismo baixo e\continuo, nao necessariamen
te em multiplicagao.

3.12 Monocamada celular ' '

£ a camada unica de ceélulas crescendo sobre uma superficie solida
(vidro ou plastico).

3.13 p.a.

Para analise.

3.14 q.s.p.

Quantidade suficiente para.

3.15 Repique

E o processo pelo qual se mantem a linhagem das células, aumentando
o0 seu numero e, a divisao de uma cultura ocorre quando a camada ce
lular estiver confluente.

3.16 Semente

£ a populagao celular a partir da qual se obtem, por repique, popu

lagoes maiores. Esta semente pode ser mantida congelada em atmosfe
ra de N2 1iquido ou em multiplicagao ativa.

3.17 Soro fetal bovino inativado

O soro fetal bovino inativado, no meio de cultura € um componente

suplementar - estimulador cujas fungoes principais sao nutrir e tam
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bém inibir certas enzimas proteoliticas secretadds pelas — proprias
celulas. O fator essencial presente no soro é a fetuina de origem
proteica, que parece ser necessaria ao achatamento das células sobre
a superficie do vidro. A inativagdo do soro é efetuada atraves do
aquecimento em banho-maria a 56°C, por 30 minutos, na qual séo ina

tivados inibidores ou aglutininas nao especificas, contidas no soro.

3.18 Tripsinizagao

£ o processo de obtengao de células finamente dispersas a partir de

fragmentos de orgaos ou tecidos pelo uso da tripsina.

4 APARELHAGEM

4.1 Equipamentos

4.1.1 Autoclave

Deve ter tamanho suficiente para permitir a circulagéo do vapor ao

redor do material a ser esterilizado por esse metodo e ser equipada
com valvula de seguranga, com um mandmetro e com um termometro, cu
jo bulbo ficara na diregao da linha de escape do vapor condensado
(dreno). A autoclave e normalmente operada a uma presséo de vapor
de 15 libras por polegada quadrada (1,02 kg/cme), produzindo, em
seu interior uma temperatura de 121,600 ao nivel do mar. Deve-sg ob
servar, em seu funcionamento, a substituigao por vapor de todo o ar
existente na camara. A operagao total de uma autoclave deve  durar
no maximo uma hora, sendo recomendado o acompanhamento dos ciclos
de operagio e os registros de tempo-temperatura. E recomendavel que

a autoclave atinja a temperatura de esterilizagao de 121°C em 30 mi
nutos e mantenha essa temperatura durante o periodo de esteriliza
gao.

4.1.2 Balangas

a) com sensibilidade minima de 0,1 g ao pesar 150 g.

b) com sensibilidade minima de 1 mg ao pesar 10 g.

4.1.3 Bomba de vacuo e pressao

Ou outro dispositivo convenienteparaproduzirumapresséode].kgf/cmz.

4,1.4 Capela de segurancga biologica (camara de fluxo laminar verti

cal)
Equipamento que possibilita a retengao de particulas do ar atraves
da passagem do mesmo por filtros HEPA, cuja eficiéncia & de 99,99%
para particulas iguais ou maiores a 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 sér realizados
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em condigdes de maxima esterilidade como tambem protegao dos opera
dores.

4.1.5 Centrifuga refrigerada

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

4.1.6 Congeladores

Com regulagem para manter a temperatura na faixa de -20%. E desti
nado ao armazenamento de solugoes. A limpeza e desinfecgao devem

ser feitas periodicamente.

4.1.7 Destilador de agua ou sistema purificador de égua

Devem produzir agua nao toxica, livre de substancias que impegam ou
interfiram na multiplicagao celular.

4.1.8 Estufa para esterilizagao e secagem

A estufa deve acondicionar pipetas, tubos de ensaio, frascos demeios
de cultura e toda vidraria que pode ser esterilizada por calor seco,
e ter capacidade suficiente para permitir a circulagao do ar quente
ao redor do material a ser esterilizado. Deve ser equipada com um
termometro e um termostato e operar normalmente a uma temperatura
de 170 a 180°C. 0O tempo de esterilizagao para a maior parte da vi

draria é de 4 a 6 horas a temperatura de 170 a 180°C. '

4.1.9 Incubadora bacteriologica

Deve ser equipada com termostato e projetada de tal forma que a tem
peratura em todas as partes utilizadas seja 35 b O,SOC, com capaci
dade suficiente para permitir a circulagao do ar ao redor de todas
as culturas. Para verificar a temperatura de uma incubadora grande,
devem éer colocados um ou mais termametros, com o bulbo submerso em
égua, glicerina ou o0leo mineral, em lugares representativos da camg
ra e feitos registros periodicos da temperatura. A incubadora deve
ra manter 75 a 85% de umidade relativa e ser colocada em local onde

a temperatura permanega pfeferencialmente na faixa de 16 a 27°C.

4,1,10 Méquina dosadora automatica de Brewer

Com capacidade para dosar 5 a 50 mL de meio de cultura ou de suspen
sao celular.

4,1,11 Microscopios binoculares de focalizagao invertida

4.1.12 Porta filtros
De ago inoxidével, diametros de 47 mm, 142 mm e 293 mm.




6 CETESB/L5.501

4.1.13 Potenciometro

Deve ter escala bem legivel e medir com precisao minima de 0,1 uni

dade de pH. A calibragao do potenciometro deve ser feita pelo menos
duas vezes ao dia, com tampoes de pH 4,00, pH 6,86 e pH 9,18.

4.1.14 . Refrigerador

Certificado para manter a temperatura na faixa de 2 a 8°C, com capa
cidade para conter os meios de cultura e as solugoes a serem manti
das sob refrigeragdo. Sua limpeza e desinfecgao devem ser feitas pe
riodicamente.

4.1.15 Vasilhames de pressao

Com capacidade de 5,10 e 20 litros.

4,2 Materiais

4.2,1 Algodao hidrofilo

4,2.2 Ampolas de vidro Pyrex ou similar

Temperadas para congelamento a -196°C.

4.,2.3 Bandejas de ago inoxidavel

4.2.4 ‘Barra magnetica

Recoberta por teflon, tamanho 6 cm x 1 cm,

4.2.5 Bragadeiras

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

4,2.6 Bico de Bunsen

4.2.7 Camara de Neubauer

Para contagem de ceélulas.

4,2.8 Chaves especiais

Para os porta filtros

4.2.9 Estantes de ago inoxidavel

Perfuradas, para tubos de cultura celular com cunhas para ajuste do
angulo de inclinagao.

4,2.10 Etiquetas

4,2.11 Flaconete

Do mesmo tipo utilizado para acondicionar solugao de penicilina, com

capacidade de 20,0 mL e com tampa de borracha.

4.2.12 Fita crepe

4.2.13 Fita crepe especial

Para controle do material submetido a esterilizagao, estufa ou auto
clave.
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4.,2.14 Fita de teflon
Para vedar juntas.

4.2.15 Frascos

Com capacidade de 1 000 mL, com tampa de rosca, para armazenamento

do meio de cultura.

4.2.16 Frascos com face plana de 44 cm’ para cultivo de celulas

(semente)

4,2.17 Frascos Cultex ou similar com uma face plana de 25 cm’ para

cultivo de celulas

4,2.18 Garrafas de Roux com uma face plana de 209 cm® para cultivo

de células

4.2.19 Gaze esteril

4,2.20 Kitasatos de vidro neutro com capacidade de 125, 1 0QO e
2 000,0. mL

4.,2.21 Mangueiras de borracha

Com parede espessa, resistentes a pressao.

4.2.22 Mangueiras de plastico rigido, de 1/4"

4.2.23 Materiais para preparacao 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). .

4,2.24 Membranas filtrantes
De ester de celulose, com porosidade de 0,22 um e 0,45 um, com dié

metros de 142 mm e 293 mm.

4,2.25 Papel de aluminio

4,2.26 Papel filtro

4.2.,27 Papel Kraft

4.2.28 Peras de sucgao ou pipetadores de seguranga

4.2.29 Pingas dente de rato

4.2.30 Pingas de pontas retas e bordas lisas

4.2.31 Pincel demarcador

Para escrita em vidro.

4.2.32 Pipetas
Pipetas tipo Mohr de 1,0 mL, 5,0 mL e 10,0 mLcom graduagao de 1/10 e
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erro de calibragao infeiror a 2,5% e com bocal para tampao de algo
dao. Sao guardadas em porta-pipetas, de ago inoxidavel, podendo tam
bem ser embrulhadas individualmente em papel Kraft. Sao esteriliza
das por calor seco a 170-180°C, durante 4-6 horas.

4,2.33 Pisseta

Para alcool etilico a 70%.

4.2.34 Placa agitadora magnetica

Com velocidade regulavel.

4.2.35 Porta-pipetas de ago inoxidavel

4.2.36 Pre-filtro de fibra de vidro

Tipo AP-20, com diametros de 142 mm e 293 mm.

4.2.37 Protocolos

a) para registro das repicagens de culturas celulares;
b) para registro das congelagaes de culturas celulares.

4.2.38 Provetas graduadas

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

4.2.39 Rolhas de borracha acido-resistente, n? 1 a 9

4.2.40 Selador de ampolas de vidro Pyrex ou similar

'4,2.41 Seringas automaticas tipo Cornwall de 2 e 5 mL

4.2.42 Seringas hipodermicas com agulhas

4.2.43 Tambor de nitrogénio liquido

Com capacidade para conservacgao de 50 litros de nitrogénio 1iquido
a temperatura de -196°C e equipado com 6 recipientes para comportar

as ampolas de diferentes linhagens celulares durante a congelagéo.

4.2.44 Tubos de ensaio

De borossilicato (pyrex) ou vidro neutro, de 15 mm x 150 mm.

4.3 Reagentes

Para o preparo dos meios de cultura, devem ser utilizados reagentes
da melhor qualidade, isto e, devem ser de grau bacteriolégico e de
procedéncia id6nea, apresentar odor, cor e consisteéncia inalteradas.
Uma vez feita a escolha dos reagentes, seu uso devera ser padroniza
do e, quando possivel, serem mantidos sem modificagoes posteriores.
Datar os frascos de reagentes apos recebimento e abrir ficha contro
le na qual devem constar a data de chegada e todas as pesagens rea
lizadas. Isto permite o controle do estoque de drogas existentes no
laboratorio. '
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Reagentes necessarios

Acido cloridrico (HC1)

Acido citrico

Acido folico (cristalino)

Agua bidestilada

Agua destilada

Alcool etilico comercial

l-arginina . HC1

Bacto-triptose, p.a.

Bicarbonato de sodio (NaHCO4), p.a.

Biotina

l-cistina

Cloreto de calcio (CaCl, anidro)

Cloreto de colina

Cloreto de potassio

Cloreto de sodio (NaCl), p.a.

Dextrose, p.a.

Dimetilsulfoxido (DMSO), p.a.
l-fenilalanina

Formalina

Fosfato de potassio monobasico anidro (KH2PO4), p.A.
Fosfato de sodio (NaH,PO,.H,0), p.a.

Fosfato de sodio bibasico dodecahidratado (Na,HPO,.12H,0)
p.a. .
D-galactose, p.a.

Glicerol, p.a.

l-glutamina

Hidroxido de sodio (NaOH) em lentilhas, p.a.
l-histidina . HC1

i-inositol

l—iéoleucina

l-leucina

1 -lisina

l—metionina

Nicotinamida

Pantotenato de calcio

Penicilina G-potassica

Piridoxina. HC1

Riboflavina

Sulfato de gentamicina
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- Sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO4.7H20)
- Tiamina.. HC1

- l-tirosina

- l-treonina

- l-triptofano

- Tripsina 1:250, p.a.

- Tripticase Soy Broth (TSB)

- Titriplex IITI ou EDTA (acido etilenodiaminé;tetracético)
- Versene, p.a.

~ l-valina

- Vermelho de fenol

- Violeta de genciana, cristal.

4.4 Solugoes

4.4.1 Solugéo balanceada de Hanks - 10 x concentrada
(1 L 10 x concentrada = 10 litros diluidos).

Nota: Esta solugcdo é composta pelas solugoes 1 e 2.

4,4.1.1 Solugao 1
Formula:
Cloreto de 80dio (NACL)..ueeeeeeeesooeasssssasasasssessssas 80,0

Cloreto de potassio (KCLl)..eeseeooooooaoosaaonsasanssooses 4,0

Cloreto de calcio (CaClE)................................. 1,4

m e (@ 0@

Sulfato de magnésio (MgSO0,.7H,0)ceceeireirrnrennncncneseees 2,0
Agua bidestilada Q.S Peccecescsscsscssccrsccossscsssosccosns 1 000 mL
Preparo:

Pesar os reagentes e dissolver cada uma das substancias separadamen
te em pequenos volumes de égua e apés dissolugéo, completar o volu
me total até 500 mL com agua bidestilada.

4.4.1.2 Solugao 2

Formula:

Fosfato de sodio (NazHPO4.12H20).......................... 1,2 g
Fosfato de potassio (KHoPO ) e veevnvnnennanennaneansececes 0,6 g

Dextrose (OU ZliCOSE).eeeeereessosssssssscsascanssensssasss 10,0 g

Vermelho de fenol 8 1% ..cceeeeseesccsccsccncssccssasscacas 16 mL
Agua bidestilada g.S.Peceeccecccrsccsosaessassscsssscasssas 1 000 mL
Preparo:

Pesar os reagentes e dissolver cada uma das substancias separadamen
te em pequenos volumes de égua (menos de 500 mL). Juntar o vermelho
de fenol. Completar o volume total até 500 mL com agua bidestilada.
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4.4,1.3 Preparo final da solucao balanceada de Hanks - 10 x concen

trada
Adicionar a solugao 2 a solugao 1, sob agitagao. Diluir 1:10 com
égua bidestilada. Esterilizar por filtragéo (item 4.6.1).Distribuir
a solugao filtrada em volumes de 500,0 mL efetuando prova de esteri
lidade, colocando todos os frascos a temperatura de 35°C durante

24-48 horas. Armazenar em congelador a -20°.

4.4.2 Solugao de penicilina G—potéssica cristalina

Formula:
Penicilina G—potéssica CristalinG..oeeesseecesesssssss 10 milhoes U
Solugao balanceada de Hanks 1 x concentrada........... 100,0 mL
Preparo:

Dissolver o conteudo de um frasco com 100 mL de solugao balanceada
de Hanks 1 x concentrada. Distribuir a solugao em volumes de 50 mL.
Armazenar em congelador a -20°C. Utilizar 0,1 mL para cada 100 mL de
meio de cultura.

4.4.3 Solugao de sulfato de gentamicina

Formula:
Sulfato de gentamicina (40 ME).veeesesseeessssoansanenacnas 1,0 mL
Solugao balanceada de Hanks 1 x concentrada......ecececeee | 3,0 mL
Preparo:

Misturar o conteudo de uma ampola com 3 mL de solugao balanceada de
Hanks 1 x concentrada. Armazenar em congelador a -20°C. Utilizar
0,05 mL para cada 100 mL de meio de cultura.

4.4.4 Solugao de bicarbonato de sodio (NaHCOs ) a 7,5%
Formula:

Bicarbonato de s0dio (NaHCOg)...eiieereeeensaneceaseansass 75,0 g
Aguabidestilada.l..‘.‘..‘..................‘.............1m,om'
Preparo:

Pesar 75,0g de bicarbonato de sodio e diluir em 1 000 mL de ééua bi
destilada fria, com agitagao constante até completa dissolugao. Es
terilizar por filtragao (item 4.6.1). Distribuir em volumes de
100 mL e efetuar prova de esterilidade (Anexo A), de cada frasco
de solugao no final da distribuigao. Armazenar em refrigerador de
2 a 8°c.

4.4.5 Solucao de ATV (associagao de tripsina 0,20% e versene 0,02%)

Nota: Esta solugao e composta pelas solugoes A, B, C e D.




12 CETESB/L5.501

4.4.5.1 Solugao A - Solugao salina

Formula:

Cloreto de 50dio (NACl) PeBoeeeeesccscccccsssscsssesssseass. 80,08
Cloreto de potassio (KC1l) Pellevecsecescocscconaacsnannnns 2,0 g
Fosfato de sodio bibasico dodecahidratado(Na2HP04.12H20L 29,0 g
Fosfato de potassio monobasico anidro (KH2PO4)........... 2,0 g

Agua bidestilada g.S.Pecececescsccsesassosssasosanasssssd0.000,0 mL
Preparo:
Pesar os reagentes e dissolver cada um dos componentes em 10 000 mL

de Agua bidestilada, com agitagdo constante até completa dissolugao.

4.4.5.2 Solugao B - Tripsina

Formula:

Tripsina 1:250..cceececcccccsonsccsssssosssossscssnsssosssens 20,0 g
Solugao A (item 4.4.5.1) Q.S.Peveeesccecscccssscosnsssassss 500,0mL
Preparo:

Pesar 20,0gde tripsina e dissolver em 500 mL de solugao salina e
deixar agitando em banho de gelo durante 3 horas. A seguir, filtrar
em papel filtro.

4.4.5.3 Solugao C - Versene

Formula:

Versene titriplex III ou EDTA P.@.ceceecrncesocccascnsansse Zk)g

Solucao A (item 4.4.5.1) Q.SePesceccssosssacsenncnsesssses 100,0mL
Preparo:

Pesar 2 g de versene titriplex III ou EDTA e dissolver em 100 mL de

solugao salina, com agitagdo constante até completa dissolugao.

4.4.5.4 Solugao D - Vermelho de fenol a 1%
Formula:

Vermelho de feno0l...eeeeeacasssccssssscssnsssssssesssscccns 1,0 g
Agua bidestilada QeS.Deeeeeecevecancsssssssssssaseasenseas 100,0mL
Preparo: '
Pesar]ﬂﬁ g de vermelho de fenol e dissolver em 100 mL de agua bides
tilada, acrescentando 2 a 3 gotas de NaOH 6 N.

4.4.5.5 Preparo final da solugao de ATV (associagao de tripsina
0,20% e versene 0,02%)

Misturar sob agitacdo as solugoes B e C a solugao A, adicionando no

final 15 mL da solugao D. Esterilizar por filtracao (item 4.6.1) .
Distribuir a solugao filtrada em volumes de 500 mL e efetuar prova
de esterilidade, colocando todos os frascos a temperatUrackaBSOC du
rante 24-48 horas. Armazenar em congelador a -20°c.
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4.4.6 Alcool a 70%
Formula:

Alcool etilico comercial...eeeeeeeeseeeccsosssssssssssssss 700,0 mL
Agua destilada .S.Deecececccscssscccssecsssscssnsassssss.t300,0 mL
Preparo: )

Medir 700,0mL 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 & feita através do uso do alcoometro.

4.4,7 Solugao de acido citrico 0.1 M
Formula:

ACid0 CItriCO. . eeeseeeeeeeeeseeaeesocsesassssaassosssasassas 2,1 g

‘Agua bidestilada Q.S.Deceecsccccscsoscscssssssssscesseeess 100,0 mL
Preparo:

Pesar 2,1 g de acido citrico e dissolver em 50-60 mL de agua bides
tilada. Completar o volume para 100 mL.

4.4.8 Corante para contagem de celulas

Formula:

Violeta genciana (cristal)..eeeeeeecerenscecsnsssncosanss .o 0,1 g
Solugao de acido citrico 0,1 Mu...eiieeeeceeaeeeeeaenneass 100 mL
Preparo: '

Pesar 0,1 g de violeta genciana e dissolver em 100 mL de solugao de
acido citrico 0,1 M. Filtrar em papel filtro. Guardar em frasco am
bar, de rolha esmerilhada. ‘ .
4.5 Meios de cultura

4.5.1 Caldo de soja e triptona(Tryptic S0y Broth - TSB)

Formula:

PriptONA.eesceceeesssasascsossssossssssssscasssasssscsssossscs 17,0 g
Peptona de SO0JA.ceceeeeeescrssossrssscssecsssasssessssscnssscs 3,0 g
DEXE O € e e e v sosssasososssssesassssssesssssssssscsssssnsnane 2,58
ClOreto A€ SOAL0..esseeseeesaceassssasssssssscsasssssaasas 5,0 g
Fosfato de potassio AibaSiCO...ceeceeeercseosccsoacannsans 2,5 g

Agua destilada Q.S.DPeccesecscescoscscsssscccasassssessssssl 000,0mL
pH final apos esterilizagao: 7,3 + 0,1

Preparo:

Pesar 30,0 g de meio desidratado "Tryptic Soy Broth" e acrescentar
1 000,0 mL de agua destilada fria. Aquecer, agitando frequentemente a
te a completa dissolugao do meio, tomando cuidado para que nao seja
atingida a temperatura de ebulicao. Se necessario, ajustar o pH pa
ra 7,3 com solugao normal de hidroxido de sodio. Distribuir volumes
de 12,0 .a 13,0mLem tubos de 15 mm x 150 mm com tampa de rosca. Esteri
lizar por autoclavagao (item 4.6.2).
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4.5.2 Meio Eagle (Eagle Minimum Essential Medium - MEM)

0 meio de cultura Eagle é constituido de:

4.5.2.1

duas solugdes de aminoacidos (solugoes A e B)

trés solugoes de vitaminas (solugoes C, D e E)
bacto-dextrose

solucao de sais (solugao balanceada de Earle)

d-galactose

triptose, sais e fosfatos

l-glutamina

vermelho de fenol a 1%.

Solucdo A - Aminoacidos

Formula:

1-arginina.HClI.I...C..‘...ll..I..I..I.......Ol......l....
l1-histidina .

l1-1lisina

1-triptofanO..cceeeeeeecccecsarsssssnaccssccsccsccococnnscss
1-fenilalaning...ceeceeessssssocssssssssssccssssessccsssscae
1=treONinNg.eeceeceesssscsscsosssossnssssessccsvscsssassssencescss
1-lEUCINA.ceeseeeoeetscosassssssssasssssssssssassssssocssse

l—Valina............................-.......-.....-..-....

].*iSOleU.Cina......-...-..

l'metionina.....o......-..o---.--.-..o..o.-.........----.-

4.5.2.2

. HCloQn.oo-Q..'.co'u00-oo.o.-o.ooto.ooo.o.-oooot

Solugdo B - Aminoacidos

Formula:

1—t1f‘0$1na..........-...-...............--........-....-..

1—CiStina.-......................o...................-..-.

Preparo:

HClo.-oo.oooo.c.oco-o-nc-oocono.co.oc...oooo

@ @ 6 € 0 8 606 0 ° 8 5 000 0 800 00008808 s e

g/10L

1,05
0,31
0,58
0,10
0,32
0,48
0,52
0,46
0,52
0,15

g @ @ 0 0@ @ 0’ M @ (@

g/10L

0,36
0,24

g
g

Pesar os dois aminoacidos e dissolver em 2 000 mL de HCl 0,75 N com

leve aquecimento a 80°C em banho-maria ou sob leve agitagao constan

te ate a

4.5.2.3

completa dissolugao.

Solugao C - Vitaminas

Formula:

Nicotinamida".0...0........‘....0'....000.".........'...
Piridoxina .

Tiamina .

Pantotenato de CélCiOa ® 6 6 6 6 8 8 0 0 60 8 ¢+ 888 0000000060008 080 0o
Cloreto de COlina. © 6 66 60686 606 06606060 0606006060 0600000000000 005008000
i—inOSitOI © 6 9 06 6 60 00 2060 0066060090608 09 00000l ¢ o 0 0 09 0

Riboflavinao.o.0ooroo"cot.'ooooa-0.00000-‘00'.0000001-.0

HClonQQQOo-ooo‘.ooo-ooolo.o--c.o-ooo-.-o-oo.ocn.

HC]...cootoooo.ouco.o.ooooo.o;oo.oo.'o'oooocoo

200
200
200
200
200
400

20

mg
mg
mg
mg
mg
mg
mg
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Preparo:

Pesar as vitaminas e dissolver em aproximadamente 175 mL de agua bi
destilada e, completar para um volume final de 200 mL de égua bides
tilada. Fracionar em volumes de 10 mL e armazenar em congelador a
-20°C. A cada 10 litros de meio Eagle, adicionar 10 mL da Solugao C.
4.5,2.4 Solucao D - Vitaminas

Formula:

BiotiNa...eeeeeeecesesoescascssosssosossssnsasscsnosssscsanaas 200 mg
Preparo:

Pesar 200 mg de biotina e dissolver em cerca de 150 mL de agua bi
destilada; para aumentar a estabilidade, acrescentar 1 mL de HC1l e,
completar para um volume final de 200 mL de égua bidestilada. Fra
cionar em volumes de 10 mL e armazenar em congelador a -20%. A ca
da 10 litros de meio de Eagle, adicionar 10 mL da solugao D.

4.5.2.5 Solugao E - Vitaminas

Formula:

Acido £01ico (CriStalino).e.eeeeeeeeceoscecesssassssscsssass 200 mg
Preparo:

Pesar 200 mg de acido folico e dissolver em cerca de 150 mL de solu
gao salina de Hanks 1 x (item 4.4.1) e, completar para um volume fi
nal de 200 mL com solugao salina de Hanks. Fracionar em volimes de
10 mL e armazenar em congelador a -20°C. A cada 10 litros de . meio
Eagle, adicionar 10 mL da solugao E.

4.5.2.6 Preparo da mistura final do meio Eagle em solugao salina
de .Earle

a) Os componentes a seguir sao dissolvidos na solugao B (i
tem 4.5.2.2) g/10 L
Cloreto de s0dio (NaCl)....eeeeeeseesenaceases 68,0 g
Cloreto de potassio (KC1l)...eeeeesoosseseesses 4,0 g
Sulfato de magnésio (MgS0,.7THy0) eevvnevncnaees © 2,0 g

b) 1,4 g de fosfato de sodio (NaH, PO, .H,0) e dissolvido em
550,0 mL de agua bidestilada e adicionado no "pool'" acima.

c) 10,0 g de bacto-dextrose é dissolvido em500,0 mlL de agua
bidestilada e adicionar 200,0 mL da solugao de vermelho
de fenol (item 4.4.5.4) no "pool" (item a).

d) o volume do "pool" & ajustado para 6 000,0 mL com agua
bidestilada e as seguintes solugoes sao adicionadas por
10 litros de meio Eagle

solugoes p/10 L de meio Eagle
C. ® @ ® © & & 5 & 5 5 5 6 6 5 & 6 5 O 0 06 S S 0 s o0 ® & & & & o 10,0 mL
D. ® ® & 6 0 5 0 6 0 8 0 0 O 08 O O GO OO e s e o 0 9 & 0 lo’o mL

Eo.0.‘--.ocu-o.ooooo..oo'nlococoocu 1090 mL
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e) separadamente, em um frasco que contem 1 600,0 mL de agua
bidestilada dissolver 2,0g de cloreto de calcio anidro
(Ca012 anidro). Apés dissolugao, adicionar esta solugao
ao "pool" lentamente com "agitagao vigorosa'.

f) os aminoacidos da solugao A sao adicionados no "pool" e o
volume é ajustado aproximadamente para 9.500,0mL com agua
bidestilada. A mistura final do meio Eagle e mantida em
refrigerador a 4°C durante a noite.

g) decorrido este tempo, acrescentar ao meio Eagle:

g/10
l-glutaming.cceecesescecccecccscsccssssssannssss 0,3
d-221aCt0S€. et eeocccssscssssacacsssssnsnsseeas 10,0
bacto-triptoSE.ceeecrseccssssessssssssenseecass 20,0
bacto-deXtroSe.icieesceceesnscoesscsssrsscsnscnsns 2,0

m @ @ 0 KR

cloreto de s0dio (NaCl) pP.@.eceeececesenecensas 5,0
Fosfato de sodio dibasico dodecahidratado
(NaeHPO4.12H20)............................... 2,5 g
h) o volume total e ajustado paralO 000,0 mL com agua bides
tilada. Esterilizar por filtragéo (item 4.6.1). Distri
buir volumes de 500,0 mL e acrescentar em cada frasco 13,0 -
-15,0mLde bicarbonato de sodio a 7,5% (item 4.4.4) de
forma a atingir pH 7,0-7,2. Efetuar prova de esteriiidg
de, colocando todos os frascos a temperatura de 35°C du
rante 24-48 horas. Armazenar em congelador a -20°c.

4.6 Esterilizagao das solugoes e meios de cultura

4.6.1 Filtragao

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

cias termolabeis e feita com pressao positiva usando-se  membranas
de ester de celulose acopladas, com as seguintes porosidades: 0,45 pm
e 0,22 um. Membranas clarificantes de fibra de vidro podem também
ser incluidas e, as de tipo AP-20 sao as mais indicadas. A montagem
das membranas deve ser feita obedecendo uma ordem decrescente de po
rosidade.

Todos os materiais e equipamentos utilizados para a filtragao deve
rao ser esterilizados previamente por autoclavagao a 121°C durante
30 minutos.

4.6.2 Autoclavagao

Esterilizacoes de solugoes ou de meios de cultura em autoclave  de
vem ser feitos em temperatura de 121°C durante 15 minutos. Durante
a autoclavagio de meios de cultura, nao deve haver excesso de aque
cimento para evitar uma sobrecarga termica que possa produzir hidré

lise. peptonacido. caramelizacao ou outro tipo de destruigao das
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substancias que constituem os meios de cultura.

4.6.3 Armazenamento de solugoes

As solugoes sao armazenadas em refrigerador (2 a 8°C) ou em congela
dor (-20°C). S3ao mantidas em frascos bem fechados, com rolhas de
borracha ou tampa com rosca, pois os tampoes de algodao podem permi
tir a entrada e a consequente absorgao de substancias inespecificas.
Solugoes 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.

5 EXECUGAO. DO ENSAIO

5.1 Principio do méetodo

5.1.1 As celulas semeadas tendem a aderir a superfibie‘interna dos

frascos de cultura, achatando-se. Posteriormente, iniciam a multi
plicagao, formando uma camada celular continua. Para esse crescimen
to celular siao necessarias determinadas substancias que devem estar
presentes no meio de cultura, tais como aminoacidos, vitaminas, car
boidratos, proteinas e sais que atuam na concentragao hidrogeniGni
ca promovendo o equilibrio tampao (bicarbonato-fosfato) alem de mag
nésio, ferro, calcio, sulfato e carbonato. O calcio e o = mggnésio
tém papel importante no processo de adesdo das celulas a superficie
do vidro além do que o proprio calcio esta especificamente relacio
nado 2 alternancia sol-gel do citoplasma; o ferro & utilizado em
certas fungoes respiratérias; as pontes de fosfato controlam o meta
bolismo energético e os ions carbonato sao essencials em processos
bioquimicos fundamentais.

Além disso, s3o0 necessarios para a sobrevivencia das celulas, o oxi
génio e o gas carbonico, pois atuam no ciclo de Krebs. As  celulas
apresentam um ciclo de crescimento, no qual se distinguem as fases
de laténcia, de multiplicagao logaritmica, estacionaria e de’ dege
neragao logaritmica (Figura 1).

5.1.2 Quando uma cultura € iniciada, ela passa primeiramente pela
fase de latencia, caracterizada por um indice de multiplicagao bai
Xxo. Passa depois a fase 1ogaritmica, nela permanecendo por algumas
geragoes. Quando a multiplicagéo cessa, fase estacionaria, a troca
de meio pode provocar o seu reinicio. Todavia, a cultura logo atin
giré a fase seguinte, de degeneragao, se nao for repicada. Recomen
da-se, pois, que os repiques sejam realizados quando as culturas es
tao em fase logaritmica, de multiplicagao ativa. Para se efetuar os
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FIGURA l — Fases da curva de crescimento de celulas

repiques, usam-se agentes quelantes tais como versene (titriplex III
ou EDTA) associados ou nao a agentes enzimaticos como a tripsina.Es
tes 2 tipos de substancias agem sobre o cimento celular que existe
entre as células,'dispersando-as: o versene liga-se aos cations , b1
valentes (Ca+2 e Mg+2) que sao estabilizadores das ligagoes interce
lulares, removendo-os das mesmas e, a tripsina atua sobre o cimento

celular, degradando a proteina matriz que une as celulas.

5.2 Linhagens celulares

Para a realizacao das analises virologicas sao utilizadas culturas

celulares descritas nos itens de 5.2.1 a 5.2.3.

5.2.1 BS-C-1

Linhagem derivada de rim de macaco verde - Cercopithecus aethiops,

morfologicamente epitelial, descrita inicialmente em 1961 por H.E.
Hopps e colaboradores. A linhagem inicial do laboratorio de virolo
gia da CETESB foi procedente do "Environmental Protection Agency"
EUA.

5.2.2 LLC.MK:
Linhagem derivada de um '"pool" de celulas preparado de rins de seis

macacos Rhesus adultos - Macaca mulatta, morfologicamente epitelial

descrita inicialmente por R.N. Hull e colaboradores. A linhagem ini
cial do laboratorio de virologia da CETESB foi procedente do "Ameri
can Type Culture Collection", EUA.
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5.2.3 HEp—'2

Linhagem derivada de carcinoma epidermoide de laringe humana em 1952.

A linhagem inicial do laboratorio de virologia da CETESB foi proce
dente do Instituto Adolfo Lutz, Sao Paulo.

5.2.4 Hela

Linhagem derivada de carcinoma epitelioide de cervix humano, isola

da por G.0. Gey e colaboradores em 1951. Alguns anos atras foi efe
tuado novo exame, por Jones e colaboradores que dignosticaram o tu
mor como um adenocarcinoma. Desde sua origem, esta linhagem vem sen
do muito estudada e discutida. A linhagem inicial do laboratorio de
virologia da CETESB foi procedente do "American Type Culture Collec
tion", EUA.

5.2.5 BGM

Linhagem derivada de rim de macaco verde - Cercopitheus aethiops,

morfologicamente epitelial, descrita inicialmente em 1971 por A,
Barron da "State University of New York at Buffalo". A linhagem ini
cial do laboratorio de virologia da CETESB foi procedente do Insti
tuto Nacional de Saude Publica e Meio ambiente (RIVM), da Holanda.

5.2.6 RD

Linhagem derivada de um rabdomiosarcoma humano, em 1968. A, linha

gem inicial do laboratorio de virologia da CETESB foi procedente do
"American Type Culture Collection", EUA.

5.3 Procedimento

Os repiques das culturas celulares devem ser realizados emlocal com
assepsia, isto é, em camara de fluxo laminar.

5.3.1 Repique de frascos de cultura (semente)

5.3.1.1 Fazer a assepsia da boca do frasco de cultura e da rolha,

passando uma gaze umedecida em alcool etilico a 70% e flambagem.

5.3.1.2 Decantar o meio de cultura em um frasco tipo erlenmeyer de
vidro neutro esteéril.

5.3.1.3 Descolar a monocamada de celulas das paredes dos frascos
da seguinte forma:
a) adicionar 5 mL de A.T.V. ao frasco e banha-1lo interna
mente com o mesmo;
b) repousar o frasco, deixando que o A.T.V. atue sob a ca
mada celular durante aproximadamente 2 minutos para la
var a monocamada celular;
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¢c) decantar o A.T.V. que foi utilizado, colocar 2,5 mL de
A.T.V. novo sob a cultura para que ocorra o descolamen
to celular;

a) ap6s 10-15 minutos, agitar cuidadosamente o frasco que
esta em processo de tripsinizagéo para auxiliar o desco
lamento das celulas;

e) homogeneizar as celulas descoladas, pipetando a cultura
celular descolada com 5 mL de meio de crescimento do
frasco novo;

f) colocar a quantidade de meio de crescimento (item 3.9)
correspondente a todos os frascos novos (cerca de 25 mL
de meio por frasco);

g) transferir 2,5 mL da suspensao celular para o novo fras
co que contém 25 mL de meio de crescimento (item 3.9)

h) homogeneizar a suspensao total com pipeta, cuidando so
mente para evitar a formagao de espuma;

i) apés homogeneizagéo, efetuar novamente a assepsia com
alcool 70% e/ou flambagem da boca do frasco de cultura
e arrolhar o frasco com rolha nova;

j) incubar a 35°¢c para que as células adiram ao vidro e i
niciem a multiplicagao até formarem uma monocamada, ' ©O

que geralmente ocorre em 3-4 dias.

A relacao de divisao para o repique das diferentes culturas celula

res é a seguinte:

A partir de um frasco de cultura (semente) com area de a
proximadamente 44 cm®, ao se efetuar o repique, a suspen
sao celular devera ser dividida para dois frascos novos
para se obter monocamadas confluentes em aproximadamente 4
dias.

5.3.2 Repique de culturas em garrafas de Roux (209 cm®)

Culturas em garrafas de Roux sao utilizadas quando se deseja obter
grande quantidade de células que seja para preparagéo de tubos ou
garrafas tipo cultex.

0 repique de culturas em garrafas de Roux é efetuada a partir de
frascos de cultura (semente), usando-se geralmente duas para cada
garrafa de Roux. Para tal, seguir o procedimento normal de repique
de frascos de cultura (item 5.3.1) colocando 80-90 mL de meio de
crescimento (item 3.9) para cada garrafa de Roux.

5.3.3 Repiques de culturas em tubos de ensaio

Culturas em tubos sao usadas para realizar passagens de adaptagéo e
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multiplicagao de virus, titulagdes, neutralizagoes, identificagoes,
etc. E preferivel prepara-las a partir de células que estejam sen
do cultivadas em garrafas de Roux, porque, se o fossem a partir de
frascos menores, tipo semente, haveria maior numero de manobras e,
consequentemente, maior risco de contaminagéo.

Para preparar os tubos, submeter as garrafas ao procedimento normal
de repique de frasco de cultura ate o item 5.3.1.3 e, calculando que
de cada Roux podem ser preparados cerca de 200 tubos. A suspensao
total de celulas deve ser preparada em um frasco com meio de cresci
mento (item 3.9) considerando que, em cada tubo sao semeados 2 mL

da suspensao celular. A semeadura e feita com seringa automatica.

5.3.4 Repique de culturas em garrafas tipo cultex

Culturas em garrafas cultex sao utilizadas para inoculagoes de amos
tras. Sao preparadas a partir de garrafas de Roux com monocamadas
bem confluentes (crescimento de 5 a 6 dias).De cada Roux podem ser
preparadas 15 a 20 garrafas tipo cultex nas quais sao semeadas 15 mL
da suspensao celular, com procedimento semelhante ao repique de cul
turas em tubos de ensaio.

5.3.5 Contagem de celulas

Quando for necessario calcular a concentragao de uma suspengéo celg
lar, realiza-se uma contagem pois esta avalia o numero de ceélulas €
xistentes em cada mL da suspensao. Para tal, seguir a tecnica de re
pique de frascos de cultura (semente) ate o item 5.3.1.3d e depois,
a seguinte sequencia:

a) homogeneizar as celulas descoladas, pipetando-as com 10 mL
de meio de crescimento;

b) colocar 1,0 mL desta suspenséo em um tubo ou flaconete e
acrescentar 2,0 mLde corante (item 4.4.8) deixando em con
tato durante 5 minutos (diluigao 1:3);

c) apos a homogeneizagao da suspensao celular com o corante,
preencher o reticulo da camara de Neubauer sem excesso,
com uma pipeta especial para contagem de glébulos brancos;

d) proceder a contagem das celulas, ao microscopio comum,nos
reticulos de contagem dos gldbulosbrancos que sao em nume
ro de 8. A contagem das celulas que estiverem sobre as
linhas divisorias do reticulo deve ser feita em "apenas
duas delas (por exemplo: a superior e lateral direita). O
numero de células viaveis presentes em cada mL da suspen
sao celular e calculado pela média aritmética das ceélulas
presentes nos quadrantes, multiplicando-se o numero obti
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do pelo fator de diluigao 3 e a seguir por 10 000, para

se obter a concentragao final das células, em mL.

5.4 Congelamento de células

0 congelamento permite armazenar culturas celulares por longos pe
riodos de tempo em temperaturas baixas, geralmente -196 C tempera
tura essa fornecida pelo nltrogenlo 1iquido, conservado em tambores
especiais. Dentre os aditivos ou preservativos mais empregados es
tao o glicerol eo dimetilsulfoxido (DMSO). Estes tipos de substan
cias nao devem ser toxicos para as celulas, devem ligar-se a agua,
e penetrar facilmente nelas, para preservar a estrutura celular du
rante o congelamento.

5.4.1 A concentragao da suspensab celular a ser congelada deve ser
alta, proveniente de uma cultura celular confluente, isto e, cerca
de S vezes a concentragao normal de uma cultura celular confluente.

5.4.2 0 meio de cultura utilizado € o meio de crescimento (3.9)com

15% de glicerol p.a.

5.4.3 Procedimento

5.4.3.1 Repicar uma garrafa tipo Roux de uma determinada linhagem

celular que esteja na fase de crescimento 1ogaritmico.

5.4,3.2 Suspender as células descoladas em 10,0mL de meio de cresci
mento (item 3.9) e centrifugar a 1 000 rpm durante 15 minutos pa
ra eliminar a:solugao ATV.

5.4.3.3 Decantar o sobrenadante da centrifugagao.

5.4.3.4 Ressuspender o sedimento em volume apropriado de meio de
cultura (cerca de 4 mL).

5.4.3.5 Efetuar a contagem das celulas (item 5.3.5) e preparar uma
suspenséo de 2 000 000 - 5 000 000 ceélulas/mL em meio de crescimen
to (item 3.9). Geralmente, uma garrafa tipo Roux € suspensa ° em
8,5 mL de meio de crescimento, acrescentando-se gota a gota e com
homogeneizagéo 2,5 mL de glicerol p.a. previamente autoclavado a
121°c por 15 minutos.-

5.4.3.6 Distribuir 2,0 mL da suspensao celular por ampola de vidro
resistente. E aconselhavel distribuir a suspenséo com seringa hipo
dérmica e canula longa para evitar molhar o gargalo da ampola” com
a suspensao.

5.4.3.7 Ao final da distribuigao, separar aliquota para teste de
esterilidade da suspensao celular (Anexo A).

5.4,.3.8 Selar as‘ampolas e imergi-las por 10' em solugao alcool +



CETESB/L5.501 23

+ corante {(violeta cristal, azul de metileno, etc) para verificar
se estao bem vedadas. Desprezar as ampolas em que o corante tenha
penetrado.

5.4.3.9 Colocar legendas precisas em cada ampola (nome da linhagem,
n? da congelagao, n? da passagem, meio utilizado, data da congela
¢ao).

5.4.3.10 Embrulhar bem as ampolas em papel e coloca-las em congela
dor a -70°C. Apbés 12 horas, transferi-las rapidamente para o tambor
de nitrogénio liquido.

5.4.3.11 Manter o protocolo de registro das congelagoes de cultu
ras celulares com o maximo de detalhes.

5.5 Descongelamento de células

As células de linhagem geralmente apresentam boa viabilidade apos o
processo de congelamento, mas sera bom verificar, durante certos pe
riodos de tempo de estocagem em nitroggnio liquido, se as celulas
estao respondendo ao descongelamento, isto €, testar periodicamente

as congelacoes quanto a sobrevivencia celular.

5.5.1 Procedimento

5.5.1.1 Descongelar as células, retirando uma ampola do regipiente
de nitrogénio liquido, usando mascara e luvas protetoras, colocan
do-as imediatamente em banho-maria a 37%c.

5.5.1.2 Fechar a tampa do banho-maria rapidamente e esperar alguns
segundos, antes de comegar a agitar a ampola vigorosamente para ace
lerar o descongelamento.

5.5.1.3 Desinfetar externamente a ampola com alcool 70%, serrar e
quebrar a parte superior da ampola.

5.5.1.4 Retirar o contetdo da mesma com auxilio de uma seringa hi
podérmica com canula e colocar em uma garrafa de cultura tipo  cul

tex que ja contenha o meio de crescimento e incubar a 35°¢.

5.5.1.5 ApOS 24-48 horas, trocar o meio de crescimento e aguardar
o crescimento das celulas. Quando a cultura apresentar confluéncia,
submete-la aos repiques periédicos de manutengéo.

5.5.1.6 Dar baixa no protocolo de registro das congelagSes de cul
turas celulares, anotando a data do descongelamento e o resultado
obtido. ’

/ANEXO A
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ANEXO A - PROCEDIMENTOS COMPLEMENTARES

A-1 Ensaio de controle

A-1.1 Teste de esterilidade

Apés terem sido preparados, e antes de serem usados, quaisquer solu

cdes ou meios de cultura sdo rotineiramente testados, quanto a pre
senga de fungos e/ou bactérias. Este teste consiste na inoculagéo
de 1 mL do volume de cada frasco da solugao em teste em 2 tubos de
caldo de soja e triptona (4.5.1) os quais apés semeadura sao incu
bados a 35°C durante o minimo de 48 horas (deve-se efetuar leitu
ras diarias até completar 14 dias). Constitui evidencia da presencga
de microrganismos qualquer turvagao do caldo triptona-soja.

Essa contaminagao pode ser decorrente de falhas no processo de este
rilizacdo ou contaminagdo apds a esterilizagao. Além disso, os fras
cos contendo as solugoes ou meios de cultura permanecem por 14 dias
a temperatura ambiente ao abrigo da luz, como teste adicional de es

terilidade, antes de serem armazenadas em refrigerador (2 a 8°¢c).

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

lular
Ver norma CETESB M1.002.

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

A-1.4 Controle da qualidade da agua 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 na sobrevivencia e crescimento de microrga
nismos. E recomendavel a avaliagao periédica de sua qualidade, atrg
vés da realizagao de testes especificos (ver Norma CETESB L5.212 -
Prova de adequabilidade da égua destilada para fins microbiolégicos).

A-1.5 Controle da adequabilidade biologica da agua bidestilada

Devem ser efetuados testes de adequabilidade biolégica da égua bi
destilada para garantir a producao de uma égua de alta qualidade 11
vre de substancias toxicas ou nutrientes que possam interferir nos
ensalos virologicos (ver Norma CETESB L5.215).

A-1.6 Armazenamento da égua bidestilada

A égua bidestilada deve ser armazenada em frascos limpos de vidro
neutro, de preferéncia ao abrigo da luz e protegidos de p6 ou vapo
res que possam ser produzidos no laboratorio. O armazenamento pro
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longado da égua bidestilada deve ser evitado.

A-1.7 Controle da eficiencia da autoclave

Utilizar ampolas com suspenséo de esporos Bacillus stearothermophi

lus em meio de cultura, colocando-os entre os frascos ou os mate
riais a serem esterilizados. Estas ampolas, depois da autoclavagéo,
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 bactéerias.

A-1.8 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 a este
rilizagao em estufa a 170-180°C, ou em autoclave a 121°C. Para a
realizagao deste teste, ver Norma CETESB L5.010 - Avaliagao de labo
ratorios de analises microbiologicas de agua.

A-2 Local de trabalho

A-2.1 As capelas de seguranga biologica devem estar localizadas em

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

’ 13
etc. conversa desnecessaria deve ser evitada.

A-2.2 A limpeza da sala é feita apds expediente diaria sem varre
goes exageradas e, de preferéncia, empregando solugao de formalina
ou de outro desinfetante. Chao, mesas e balcoes sao limpos  diaria
mente. No fim da semana realiza-se uma limpeza mais rigorosa, inclu
sive do teto e da paredes. Apés a limpeza, o ambiente e impregnado

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

A-2.3 Se a capela estiver instalada em local com ar condicionado,a

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

A-3 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 serem infectadas acidentalmente.

A inalacgao de aerossois, a aspiragao de solugSes contaminadas atra

ves de pipetas, acidentes de centrifugagao, etc., provocam, compro
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vadamente, grande numero de infecgoes acidentais e devem ser preve
nidas pelo uso de mascaras descartaveis de papel, pipetadores e pe
la obediéncia as instrucdes especificas de trabalho e de uso do g
quipamento (ver Norma CETESB L5.009 ~ Seguranca e higiene do traba
lho em laboratorio de microbiologia).

A-3.1 Material de seguranga

A-3.1.1 Aventais de plastico

Devem ser de pléstico resistente e de comprimento adequado para a

protegao do técnico durante os processos de lavagem.

A-3.1.2 Aventais de tecido

Para uso obrigatério por todos os técnicos na execugéo de quaisquer

atividades laboratoriais. Antes do encaminhamento para lavagem, 08
aventais devem ser esterilizados em autoclave a 121°C durante 30 mi
nutos.

A-3.1.3 Luvas de amianto

A-3.1.4 Protetor facial

De utilizagao obrigatéria (juntamente com mascara, com filtro ade

quado e luvas) no preparo de solugéo de acidos a serem empregados

na lavagem de materiais. \

A-4 Transporte de culturas celulares

Quando for necessario transportar culturas celulares para lugares
distantes, elas deverao estar em multiplicagao ativa e ainda nao
confluentes. Deve-se trocar o meio de cultura no dia anterior ao do
transporte ou imediatamente antes de transportar a cultura.

As culturas em monocamada ééo transportadas em garrafas de cultura
ou em tubos de ensaio, totalmente cheias do meio de cultura especi
fico, para evitar a agitagao do liquido que poderia descolar as cé
lulas do vidro. Podem assim pefmanecer de 2 a 3 semanas a 20°c.

O frasco contendo a cultura vai dentro de uma caixa de isopor que
o protegeré de mudangas bruscas de temperatura, assim como de cho
ques e guebras.

Chegando ao destino, o excesso de meio e cuidadosamente retirado e
o frasco vai para a estufa. A utilizagao da cultura ou a sua repica
gem sera feita quando a camada celular apresentar confluencia.

O pH do meio de cultura utilizado no transporte das celulas, caso
tenha mantido a neutralidade, poderé ser colhido com esterilidade e

guardado para uso posterior caso as células nao se adaptem ao novo
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meio de cultura, nos primeiros repiques.

/ANEXO B
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