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Ciéncias Biologicas e da Salde

Prof. Dr. André Ribeiro da Silva - Universidade de Brasilia

Prof® Dr? Anelise Levay Murari - Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto - Universidade Federal de Goias

Prof® Dr® Daniela Reis Joaquim de Freitas - Universidade Federal do Piaui

Prof® Dr® Débora Luana Ribeiro Pessoa - Universidade Federal do Maranhao

Prof. Dr. Douglas Siqueira de Aimeida Chaves - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Edson da Silva - Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri

Prof® Dr? Elizabeth Cordeiro Fernandes - Faculdade Integrada Medicina

Prof® Dr® Eleuza Rodrigues Machado - Faculdade Anhanguera de Brasilia

Prof? Dr® Elane Schwinden Prudéncio - Universidade Federal de Santa Catarina

Prof® Dr? Eysler Gongalves Maia Brasil - Universidade da Integragao Internacional da Lusofonia Afro-
Brasileira

Prof. Dr. Ferlando Lima Santos - Universidade Federal do Recéncavo da Bahia

Prof® Dr® Fernanda Miguel de Andrade - Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. Fernando Mendes - Instituto Politécnico de Coimbra - Escola Superior de Salde de Coimbra
Prof? Dr® Gabriela Vieira do Amaral - Universidade de Vassouras

Prof. Dr. Gianfabio Pimentel Franco - Universidade Federal de Santa Maria

Prof. Dr. Helio Franklin Rodrigues de Almeida - Universidade Federal de Rondonia

Prof® Dr® lara Llcia Tescarollo - Universidade Sao Francisco

Prof. Dr. Igor Luiz Vieira de Lima Santos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Jefferson Thiago Souza - Universidade Estadual do Ceara

Prof. Dr. Jesus Rodrigues Lemos - Universidade Federal do Piaui

Prof. Dr. Jonatas de Franga Barros - Universidade Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. José Max Barbosa de Oliveira Junior - Universidade Federal do Oeste do Para

Prof. Dr. Luis Paulo Souza e Souza - Universidade Federal do Amazonas

Prof® Dr® Magnélia de AraGjo Campos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Marcus Fernando da Silva Praxedes - Universidade Federal do Reconcavo da Bahia
Prof® Dr® Maria Tatiane Gongalves Sa - Universidade do Estado do Para

Prof® Dr® Mylena Andréa Oliveira Torres - Universidade Ceuma

Prof® Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federacl do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Paulo Inada - Universidade Estadual de Maringa

Prof. Dr. Rafael Henrique Silva - Hospital Universitario da Universidade Federal da Grande Dourados
Prof® Dr® Regiane Luz Carvalho - Centro Universitario das Faculdades Associadas de Ensino
Prof? Dr® Renata Mendes de Freitas - Universidade Federal de Juiz de Fora

Prof? Dr? Vanessa Lima Gongalves - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof® Dr® Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Prof? Dr® Welma Emidio da Silva - Universidade Federal Rural de Pernambuco

Ciéncias Exatas e da Terra e Engenharias

Prof. Dr. Adélio Alcino Sampaio Castro Machado - Universidade do Porto

Prof® Dr® Ana Grasielle Dionisio Corréa - Universidade Presbiteriana Mackenzie

Prof. Dr. Carlos Eduardo Sanches de Andrade - Universidade Federal de Goias

Prof® Dr® Carmen Ldcia Voigt - Universidade Norte do Parana

Prof. Dr. Cleiseano Emanuel da Silva Paniagua - Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologja de
Goias

Prof. Dr. Douglas Gongalves da Silva - Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia

Prof. Dr. Eloi Rufato Junior - Universidade Tecnolégica Federal do Parana

Prof® Dr® Erica de Melo Azevedo - Instituto Federal do Rio de Janeiro

Prof. Dr. Fabricio Menezes Ramos - Instituto Federal do Para

Prof® Dra. Jéssica Verger Nardeli - Universidade Estadual Paulista Jilio de Mesquita Filho
Prof. Dr. Juliano Carlo Rufino de Freitas - Universidade Federal de Campina Grande
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APRESENTACAO

O livro “O Fortalecimento Intensivo das Ciéncias Biolégicas e suas Interfaces 2” € uma
obra cujo foco principal est4 na interrelacao das diferentes areas das Ciéncias Biologicas
e em suas interfaces com outras areas na produgéo de conhecimento. O presente volume
abordara em seus vinte capitulos o conhecimento interdisciplinar que compde a grande
area de Ciéncias Biologicas através de artigos cientificos originais, pesquisas, relatos de
casos e/ou revisoes.

Cada um dos estudos selecionados foi desenvolvido em reconhecidas instituicdes
de ensino e pesquisa do pais, e aborda as diferentes areas da Biologia e areas correlatas,
que possuem interface com ela - Parasitologia, Microbiologia, Farmacologia, Zoologia,
Boténica, Medicina, Educacdo em Saude, Biologia Celular e Molecular, Genética entre
outras. E necessario destacar que mais que nunca, bidlogos tém estado presentes cada
vez mais em areas de pesquisa antes consideradas especificas de outras profissbes. Esta
interdisciplinaridade é extremamente importante, pois pesquisas com olhares de diferentes
profissionais tendem a ter mais éxito e gerar melhores frutos. Por isto, trabalhos diversos
sdo aqui discutidos com a proposta de ampliar o conhecimento cientifico e académico,
assim como abordar temas atuais e de interesse direto também da comunidade em geral.

Acreditamos que esta obra sera importante para a difusdo do conhecimento e da
ciéncia e, assim como todas as demais obras da Atena Editora, esta também passara por
julgamento de um corpo editorial formado por mestres e doutores. Esperemos que que
vocé faca bom proveito!

Daniela Reis Joaquim de Freitas
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RESUMO: Acontaminagéo celular € um problema
sério, que pode ser recorrente nos laboratérios,
com fontes de contaminantes variadas. Sendo
assim, é importante garantir a implementagéo
de protocolos béasicos de deteccéo, prevengao
e tratamento do contaminante afim de evitar
diversos problemas, i.e., recursos financeiros,
tempo de trabalho e alteracbes morfologicas e
bioquimicas das células, conduzindo a resultados
equivocados. Posto isto, o presente trabalho
teve como objetivo a reviséo literaria de artigos
abordando a prevencgdo, deteccéo e tratamento
de contaminantes de culturas de células.
PALAVRAS-CHAVE: Contaminagdo
detecgéo, prevencao, tratamento.

celular,
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CONTAMINATION IN CELL CULTURE:
GOOD PRACTICES IN THE
LABORATORY

ABSTRACT: Cellular contamination is a serious
problem, which can be recurrent in laboratories,
with varied sources of contaminants. Therefore,
it is important to ensure the implementation of
basic protocols for the detection, prevention
and elimination of the contaminant in order
to avoid several problems, i.e., from financial
resources, working time to the morphological
and biochemical alterations of the cells, leading
to erroneous results. That said, the present work
aimed at the literary review of articles addressing
the prevention, detection and treatment of
contaminants in cell culture.
KEYWORDS: Contamination cell,
prevention, treatment.

detection,

11 INTRODUGAO

Desde o surgimento da cultura celular
como aliada de diversas pesquisas, o principal
e maior problema encontrado por todos os
pesquisadores é a contaminagdo celular. A
contaminacgéo pode atingir a cultura celular como
uma substancia quimica, fisica ou biologica
(LINCOLN; G.GABRIDGE, 1998) e estender-
se por um longo periodo sem apresentar danos
aparentes a célula (DREXLER; UPHOFF, 2002).

Para  evitar  qualquer tipo de
contaminagéo, protocolos bésicos de limpeza
e biossegurangca devem ser adotados. Algumas
das maiores contribuicdes para protocolos séo
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as técnicas de assepsia, conhecimento da sua cultura celular - para identificar facilmente
qualquer mudanga comportamental - e cuidados com materiais utilizados (STACEY, 2011).

Além destes protocolos basicos, a criacao de legislagbes e o cumprimento de portarias
tornam-se extremamente necessarios para garantir com eficiéncia a biosseguranca,
auxiliando na conscientizagdo do profissional e assim, prevenindo, minimizando e
eliminando riscos para a sua salde e meio ambiente (ZOCHIO, 2009).

Entretanto, mesmo com a adocéao de protocolos para evitar o desenvolvimento das
contaminagdes, ocasionalmente, elas podem ocorrer e causar problemas que podem ser
divididos em trés classes: pequenos aborrecimentos, onde algumas placas de cultivo séo
perdidas; problemas sérios, quando experimentos ou culturas inteiras sdo perdidos; e
grandes catastrofes, que invalidam um trabalho inteiro (RYAN, 1994). Além disso, em casos
mais graves, pode resultar em mudancas nas caracteristicas celulares, como crescimento e
morfologia (BATES; WERNERSPACH, 2011). Com isso, torna-se necessario a identificacao
do mesmo, além de tratamentos celulares e no ambiente para garantir a eliminagdo do
agente contaminante.

Assim, o objetivo do presente trabalho é considerar os diversos tipos de
contaminagdes em culturas celulares, bem como a forma como agem, suas principais
consequéncias e como trata-las. Adicionalmente, sdo elencados protocolos basicos e

portaria como ferramentas a minimizar contaminacées em laboratorios de cultivo celular.

21 METODOLOGIA

O presente trabalho constitui-se em uma revisdo de literatura com abordagem
qualitativa. Realizou-se a pesquisa bibliografica através de artigos cientificos publicados
desde 1973 até os dias atuais, encontrados nos portais eletrénicos da SCIELO e Periédico
CAPES. Para a pesquisa, foram utilizados as seguintes palavras-chave: contamination of
cell culture, asepsis, biosafety, sterelization methods, cell culture protocol.

Dos artigos encontrados foram selecionados aqueles que citam pesquisas com
diversos tipos de contaminantes de cultura celular ou biosseguranca para combater e
prevenir as contaminacdes. Neles, os autores empregaram métodos de investigagédo in
vitro de diversos tipos celulares para analisar a incidéncia de contaminagao.

31 CONTAMINACAO

A contaminacdo celular € um dos problemas mais comuns em laboratérios de cultivo
in vitro e pode ser definida como um elemento indesejavel na cultura celular, tendo como um
dos principais problemas seu potencial efeito adverso no sistema celular. A contaminagcéo
pode ser dividida de duas maneiras: contaminacao biolégica e contaminagéo quimica
(CHEPRASOV, 2018).

Varios problemas podem ser identificados quando ocorre contaminagéo celular,
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incluindo experimento e tempo perdidos. Além disso, em casos mais graves, pode resultar
na mudanca das caracteristicas celulares, como crescimento e morfologia (RYAN, 1994).

3.1 Deteccao

3.1.1 Tipos de contaminagéo

3.1.1.1. Contaminacgé&o bioldgica

Contaminagdes biolégicas podem ser divididas em dois grupos baseando-se na
dificuldade de detecgéo: facil detecgédo (bactérias, fungos e leveduras) e dificil detecgéo
(virus, protozoarios, insetos e micoplasmas) (RYAN, 1994).

a) Facil detecgéo

As bactérias sdo microrganismos unicelulares com micrometros de diametro e
diversas variagdes morfolégicas entre si. Por ser onipresente e possuir rapida taxa de
crescimento, sédo os contaminantes mais comuns encontrados e demoram apenas alguns dias
para serem detectados por inspegéo visual (RYAN, 1994; THERMO FISHER SCIENTIFIC,
2020). As culturas infectadas por bactérias ficam turvas e possuem queda repentina do pH
do meio de cultura, além de resultar em morte celular (BATES; WERNERSPACH, 2011).

A figura 1 mostra células da linhagem 293 (rim embrionario humano) aderentes
e contaminadas com E. coli. Os espagos entre as células mostram pequenos granulos
cintilantes sob microscopia de fase, mas as bactérias individuais ndo sado facilmente
distinguiveis (painel A). Uma ampliagcéo adicional da area delimitada pelo quadrado preto
mostra as células individuais de E. coli (B), que geralmente tém formato de bastonete e
medem cerca de 2um de comprimento e 0,5um de didametro. Cada lado do quadrado preto
no painel A é equiavlente a 100um.

Figura 1: Contaminacao por bactéria. Imagem de contraste de fase simulada em células da linhagem
293 (rim embrionario humano) contaminadas por bactéria E. coli (THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2020).
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As leveduras s&do organismos unicelulares classificados no reino Fungi.
Comparando com a contaminagdo por bactérias, a contaminagéo por leveduras torna a
cultura celular turva conforme a mesma se espalha pelo meio de cultura. O pH do meio é
estavel inicialmente, porém ao contaminar mais rapidamente, 0 mesmo comega a se elevar
(PEREIRA, J., MATTOS, M., FORTES, G., 2003). No microscopio é possivel visualizar
particulas ovais ou espirais (THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2020), como demonstrado
na figura 2:

Figura 2: Contaminacao por leveduras. Imagem de contraste de fase simulada em células

da linhagem 293 (rim embrionario humano) cultura aderente contaminada com levedura. As

células de leveduras contaminantes aparecem como particulas ovais, germinando particulas
menores a medida que se replicam (THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2020).

Os fungos sdo microrganismos eucarioticos que crescem em hifas (filamentos
multicelulares). Com uma contaminagéo parecida com as leveduras, o pH do meio de
cultura continua o mesmo inicialmente e depois hd uma elevagao rapida do mesmo. Na
microscopia, € possivel observar os micélios do fungo como filamentos finos ou os esporos
aglomerados (THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2020). A figura 3 mostra dois tipos de fungos
que podem ser encontrados em cultivos celulares.
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Figura 3: Contaminacao por fungos. Imagem de contraste de fase do fungo Rhodotorula sp.
(a) e Mucor sp. (b). Material coletado de PVC em aterros sanitarios (GRISA, Ana M. C. et al.,
2011).

b) Dificil detecg¢ao

Os virus sé@o agentes infecciosos que se utilizam das células hospedeiras para
sua propagacdo. Por possuir um tamanho extremamente reduzido, sua deteccdo em
cultura torna-se dificil de identificar e remover (FOGH, 1971). O uso de culturas celulares
contaminadas com virus podem significar riscos a saude das pessoas do laboratério.
A contaminag¢do pode ser detectada por microscopia eletrénica, imunocoloracdo com
anticorpos, ou ensaios ELISA ou PCR (THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2020). Apesar
de ser uma contaminacgao de dificil controle, os virus possuem rigorosos requisitos para
0 mecanismo celular de sua célula hospedeira, o que limita sua capacidade de infectar

culturas celulares de outras espécies (RYAN, 1994).

Figura 4: Contaminacao por virus. Imagem do efeito citopatico causado pelo VHS tipo 2 em
linhagem continua de rim de coelho (CRUZ, et al., 1992).
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Os protozoarios de vida livre ou parasitas podem ser identificados como
contaminantes de cultura celular. Podem formas esporos que contaminam pessoas ou
equipamentos no laboratério, chegando até a cultura, resultando num efeito citopatico
parecido com os virus, podendo ocasionar destruicdo total da cultura celular em poucos
dias. Por apresentarem crescimento lento e morfologia parecida com células de cultura,
torna-se dificil sua deteccéo se ndao houverem suspeitas prévias (RYAN, 1994).

Insetos e aranhas sédo frequentemente encontrados em éareas do laboratorio,
podendo causar contaminagbes principalmente em salas quentes, ou ainda serem
importantes fontes de contaminag¢do microbiana (RYAN, 1994).

O micoplasma séo bactérias que ndo possuem parede celular e sdo consideradas
0 menor organismo auto-replicante. Mesmo em condi¢des ideais, eles crescem muito
lentamente. O tempo entre uma geracédo e outra pode variar de 1 até 9 h e, até formar
uma col6nia visivel, pode demorar uma semana (DREXLER; UPHOFF, 2002). Por conta do
seu tamanho reduzindo, menor que um micrémetro, sua deteccao é extremamente dificil
até causar grande deterioracdo da cultura celular. Alguns micoplasmas podem causar
alteragéo na morfologia celular sem induzi-la a apoptose (THERMO FISHER SCIENTIFIC,
2020). Apenas testes especificos podem confirmar a presengca deste contaminante na
cultura celular, como, i.e., cultivo direto, a utilizacdo de precursores radioativos pelas
células infectadas, os testes enzimaticos, a coloragdo com anticorpos fluorescentes ou
com corantes citoquimicos fluorescentes (MIYAKI, 1989).

Figura 3: Contamminacéo por micoplasma. A). As culturas foram testadas usando o Kit de
Detecgao de Mycoplasma MycoFluor™, seguindo os protocolos do kit. Em células fixas, o
reagente MycoFluor™ tem acesso aos nucleos celulares, que sdo intensamente corados com
reagente, mas a auséncia de objetos extranucleares fluorescentes indica que a cultura esta
livre de contaminagdo por micoplasma (painel A). Em células fixas infectadas com micoplasma,
o reagente MycoFluor™ mancha os nucleos e o micoplasma, mas a intensa fluorescéncia
relativa dos nucleos obscurece o micoplasma nos nlcleos ou préximo a eles. No entanto, o
micoplasma separado dos nucleos brilhantes é facilmente visivel (painel B). Nas células vivas,
o reagente MycoFluor™ n&o tem acesso aos nicleos, mas mancha rapidamente o micoplasma
associado ao exterior das células (painel C). As imagens foram obtidas usando excitagdo de
365nm e uma lente objetiva 100/ 1,3 Plan Neoflaur® (Zeiss) acoplada a um filtro passa-banda
de 450 + 30nm (THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2020).
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3.1.1.2. Contaminac&do quimica

A contaminacao quimica trata-se de qualquer substéancia ndo-viva que possui efeitos
indesejaveis na cultura celular. Qualquer reagente, mesmo os utilizados em experimentos,
podem ser contaminantes, dependendo da quantidade encontrada no meio. As principais
fontes de contaminacdo quimica sdo: meio de cultura, agua, endotoxinas, alguns tipos de
soro, radicais livres, metais pesados, recipientes e tubos de armazenamento de plastico, e
resquicios de produtos de limpeza (CHEPRASOQV, 2018).

Ao longo dos experimentos, a agua € utilizada de diversas maneiras: durante a
producao de meio de cultura, para limpar os recipientes, entre outros. Porém, muitas vezes
ela é a fonte de contaminagéo quimica. Apesar dos laboratérios purificarem a agua através
de destiladores, osmose reversa, troca idnica e ultrafiltracdo, é necessario garantir que
estes sistemas mantenham-se em perfeitas condi¢cbes, garantindo a qualidade da agua.
Entretanto, dguas altamente purificadas podem ocasionar na lixiviagdo de ions metélicos
toxicos de vidros ou recipientes de plastico, resultando em contaminacdo do meio de
cultura (RYAN, 1994).

As endotoxinas sdo frequentemente encontradas na agua e outros aditivos do
meio de cultura. Estudos apontam que este contaminante pode afetar o crescimento e
desempenho celular, ocasionando em um alto desvio em experimentos (RYAN, 1994).
Anteriormente, soros eram uma importante fonte deste contaminante. Apds diversos
estudos, os fabricantes conseguiram reduzir sua presenca no produto manuseando os
produtos sob condicbes assépticas. Sistemas de agua mantidos de maneira inadequada
apresentam niveis significativos de bactérias produtoras de endotoxinas (CORNING LIFE
SCIENCES, 2017).

Os soros sao um contaminante de grande potencial, tanto bioldégico, quanto quimico.
Por serem coletados de animais individuais e com controle de qualidade diferente entre
cada fornecedor, existe uma variagao incontrolavel de horménios, enzimas e acidos graxos
neste produto. Por conta deste fatores, ha uma grande chance dele vir com variagbes que
intervirdo no resultado final do experimento (LINCOLN; G.GABRIDGE, 1998).

Grande parte das contaminagdes ocorrem através do meio de cultura, que provém
da matéria-prima utilizada para fazé-lo e de reagentes, aditivos e suplementos (LINCOLN;
G.GABRIDGE, 1998). Todos os produtos utilizado na cultura de células devem passar por
um controle de qualidade com os seguintes indicadores: teste de esterilidade, avaliacdo do
pH, caracteristicas fisicas (auséncia de bolhas, artefatos, 4gua de condensacao, turbidez,
precipitados, espessura, consisténcia e coloracao do meio) e teste de viabilidade ou inibicao
do crescimento microbiano (MANRIQUE; PAIVA; LIMA, 2016).

Além disso, os radicais livres sdo gerados no meio de cultura pela fotoativacao
de triptofano, riboflavina ou HEPES (agente tamponador de &cido sulfénico zwitteridénico)

expostos a luz fluorescente. Esses componentes produzem peréxido de hidrogénio e
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radicais livres que séo toxicos para as células. A contaminagédo com radicais livres torna-
se perigosa quando a exposicao é constante e ndo apenas para a manutencédo da cultura
celular, ou seja, quando a mesma é guardada em locais de constante iluminagéo (RYAN,
1994).

Adicionalmente, meios armazenados em garrafas de vidro ou plastico que contenham
metais pesados ou compostos organicos tornaram-se outra fonte de contaminagéo. Outro
problema em meios de armazenamento é a lavagem inadequada de recipientes, deixando
residuos de produtos quimicos utilizados para a desinfecgdo. Os contaminantes podem ser
absorvidos pela célula ou meio de cultura durante o contato (CORNING LIFE SCIENCES,
2017). Fatores como dimenséao fisica e design do material também podem influenciar
na contaminagéo, podendo resultar em uma troca de gas e/ou umidade, alterando o pH,
saturacéo e esterilidade da cultura celular (LINCOLN; G.GABRIDGE, 1998).

Apesar de ser considerada uma fonte de contaminagdo biolégica, a estufa
incubadora também é responséavel por diversas contaminagdes quimicas. As misturas
gasosas que geralmente possuem dioxido de carbono para ajudar na regulagdo do pH
do meio podem conter impurezas toxicas, principalmente 6leos ou outros tipos de gases
resultante da reutilizagéo do cilindro de armazenamento. Além disso, a limpeza inadequada
daincubadora pode resultar em resquicios de produtos que contaminarao o meio de cultura,

interferindo na manutencéo adequada da cultura celular (RYAN, 1994).

3.2 Prevencao

Algumas recomendacbes séo feitas para reduzir a probabilidade de contaminacéo
na cultura celular. A falta de procedimentos basicos como limpeza padréo e outros métodos
de esterilizagcdo resultam em grandes problemas a longo prazo. Para a prevencgéo, €
necessario adotar alguns protocolos que ajudardo a reduzir os contaminantes (RYAN,
1994), tais como:

+ Lavar as maos antes de colocar as luvas;
» O uso de luva e sua troca frequente;

+  Fazer a assepsia dos materiais com alcool 70%, bem como das méaos (antes e
apos colocar as luvas) sempre que necessario;

«  Utilize pro-pés;
+  Use um jaleco limpo e exclusivo para a area da cultura;

+  Usar frascos na cultura celular com tampa ventilada, pois a presenca da mem-
brana filtrante permitira trocas gasosas estéreis;

+  Evitar vestigios de meio no pescogo dos frascos utilizados, que acarretara em
um meio de entrada para os microrganismos. Caso ocorra o vazamento, limpar
com gaze e éalcool;
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*  Quando houver transporte das placas de cultura, fazé-la em caixas ou bandejas
para minimizar o contato com contaminantes do ar;

+  Nao utilizar a cabine de fluxo laminar para armazenamento;

+ Nao faga a pipetagem com a boca, pois além do grande risco biologico para a
pessoa, resulta no contato direto com uma fonte de microrganismos;

+  Trabalhe com apenas uma linhagem celular por vez na cabine de fluxo laminar
e use garrafas de meio e outros reagentes separado, evitando uma possivel
contaminagéo cruzada;

+  Limpe frequentemente o banho de agua utilizado para aquecer meio e outras
solugbes. Além disso, é necessario secar o frasco aquecido antes de coloca-lo
cabine de fluxo laminar e borrifar alcool 70% para desinfecgéo;

+  Use pipetas com filtro;

+  Fracione solugbes estéreis, como tripsina e antibiéticos, o que reduzir a proba-
bilidade de contaminagéo cada vez que utilizar o frasco;

+ Deixe a luz UV ligada por pelo menos 15 minutos antes de cada trabalho e,
se possivel, deixe o exaustor da cabine do fluxo ligado durante a semana de
trabalho;

+  Limpe a superficie de trabalho com alcool 70% antes e depois de cada uso e,
caso utilize mais de uma linhagem celular, limpar entre elas;

+  Nao use queimadores Bunsen dentro de exaustores de fluxo laminar. Além de
desnecessario, podera causar danificagéo do filtro HEPA;

. Mantenha a porta fechada durante o trabalho;

+  Minimize o trafego de pessoas durante o trabalho;

» Reduza a quantidade de particulas e aerossois no laboratério;
+  Limpe periodicamente a estufa incubadora;

+  Descarte os residuos com seguranca. Recomenda-se autoclavar qualquer resi-
duo que tenha entrado em contato com células;

+  Limpe serpentinas de refrigeradores. Elas sdo uma das principais fontes de
contaminantes no ar;

+  Tenha em seu laboratério um programa de manejo de pragas, como ratos e
baratas (CORNING LIFE SCIENCES, 2017);

O meio de cultura deve ser preparado com produtos quimicos puros e com
classificacdo P.A (para andlise), se disponivel (STREET, 1973);
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+ Uma ante sala mostra-se extremamente eficaz para evitar a entrada de micror-
ganismos contaminantes na sala de cultura. Ela servira para os pesquisadores
fazerem sua higienizacéo e a dos produtos antes da entrada na sala principal,
criando uma barreira para os contaminantes.

Além disso, métodos de esterilizagdo e assepsia deverdo ser implementados, assim
como uma limpeza padréo do laboratério.

3.2.1 Esterilizagdo

A esterilizacéo é a eliminacéo total de qualquer tipo de organismos vivos, patogénico
ou ndo, em um objeto inanimado. Ela podera ser feita a partir de métodos fisicos, como
calor e radiacdo, ou quimicos, sendo liquido ou gasoso (UFRGS, 2020).

A sensibilidade dos organismos ao calor pode variar de acordo com alguns fatores,
como pH, composigéo e quantidade de agua do meio, capacidade de formagéo de esporos
e variagdo individual de resisténcia (MORIYA, T, MODENA, JLP; 2008).

As estufas ou fornos possuem o menor poder de penetragdo, sendo necessario
utilizar tempos e temperaturas maiores. Utiliza-se temperaturas constantes de 160 a 180
°C durante 30 a 120 min (UFRGS, 2020; ESCOLA DE QUIMICA, s.d. Adicionalmente,
sdo usadas principalmente para esterilizar materiais secos, como vidrarias (MORIYA, T;
MODENA, JLP; 2008).

J& na esterilizagdo feita com o calor umido, a utilizagdo de uma temperatura
elevada com a umidade resulta em uma maior efetividade para destruir microrganismos,
ocorrendo a desnaturagéo de proteinas e a altera¢do de carboidratos. Pode ser feita a partir
da autoclave e ebulicdo (fervura a 100 °C durante 15 min) (ESCOLA DE QUIMICA, s.d.).

A autoclave utiliza o calor na forma de vapor da agua sob pressédo (ESCOLA DE
QUIMICA, s.d.). Ocorre a difusdo da agua dentro da membrana celular, hidratando o
protoplasma e coagulando-o sob a agdo do calor. E um método efetivo e causa poucos
danos ao instrumento. Geralmente utilizado para esterilizagdo de meios de cultura ou
vidrarias e ponteiras. Acontece em uma temperatura média de 121 °C durante 15 min
(UFRGS, 2020).

No caso de esterilizacdo com agentes quimicos, estabeleceu-se os seguintes
principios ativos para desinfetantes através da Portaria 15/88 do Ministério da Saude:

+ Aldeidos/Glutaraldeido: possui atividade bactericida, viruscida, fungicida e es-
poricida. Este desinfetante é indicado em casos de alto nivel em instrumentos

termossensiveis e pode ser utilizado como esterilizante. E toxico e devera ser
usado com EPI (equipamento de protecéo individual);

»  Quaternario de Amoénio: indicado apenas para desinfec¢ao de superficies;

+  Compostos orgéanicos liberadores de cloro ativo: produzidos em forma de po,
possui maior atividade microbiana, pH mais baixo, maior estabilidade e ac¢éao
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corrosiva e toxica mais baixas se comparados ao hipoclorito;
+  Compostos inorganicos liberadores de cloro ativo:

+  Hipoclorito de sédio/litio/célcio: instavel, termossensivel, fotossensivel e sofre
inativacdo rapidamente quando em contato com compostos organicos. Nao
pode ser utilizado em materiais metalicos por ser altamente corrosivo;

+  Alcool: desnaturam a proteina do microrganismo. E bactericida, viruscida,
fungicida e tuberculicida, ndo possuindo potencial de destruicdo esporicida (M-
NISTERIO DA SAUDE, 2001).

3.3 Tratamento

Existem quatro principais tipos de tratamento para contaminag¢des celulares:
tratamento fisico, quimico, imunoloégico e quimioterapéutico. A erradicacdo total da
contaminagéo geralmente levatempo e pode ser mal sucedida, além de resultar em infecgbes
secundarias para outras culturas celulares. Recomenda-se utilizar métodos baratos, faceis,
eficientes e confiaveis para que ndo haja perda das caracteristicas individuais. No entanto,
ainda nao existe um método ideal e totalmente eficaz (DREXLER; UPHOFF, 2002).

Tratamentos fisicos e quimicos envolvem principalmente a esterilizagdo do ambiente
e de equipamentos por diversos métodos, afim de eliminar novas fontes de contagio, conforme
supracitado como formas de prevencao (DREXLER, UPHOFF, 2002). Para a desinfeccéao
das méaos séo utilizadas solugbes antissépticas com detergentes para a degermacéo da
pele (remogédo das impurezas). Para a assepsia total das maos, a limpeza é finalizada
com alcool iodado ou etilico (MORIYA, T; MODENA, JLP; 2008). E necessario a limpeza
correta nas duas etapas (com detergentes e alcool), ja que na pele sdo encontrados dois
tipos de bactérias: transitorias (removidas mecanicamente na degermacao) e residentes
(populagao estavel que é removida pelas solugdes antissépticas) (UFRGS, 2020).

Os equipamentos de protecdo individual (EPI) servem para proteger do contato
com agentes infecciosos ou substancias toxicas, além de prevenir contaminantes em
experimentos (MINISTERIO DA SAUDE, 1999). Qualquer manipulagdo com amostras
biolégicas ou quimicas podem resultar na entrada de particulas através das vias aéreas,
causando problemas de saude. O uso do EPI € obrigatorio e seu uso indevido pode provocar
acidentes (ZOCHIO, L., 2009). Os equipamentos de prote¢éo individual considerados
essenciais so: jalecos, luvas, mascaras, 6culos e protetores faciais. E importante lembrar
que os EPIls deverdo ser retirados ao sair do laboratério, evitando a disseminacdo de
agentes biolégicos (MINISTERIO DA SAUDE, 1999). O nivel de seguranca Il é adequado
para qualquer trabalho com sangue humano, liquidos corporais, tecidos ou linhas
celulares em geral (SPLABOR, 2020). Ja os equipamentos de protecdo coletiva/cabines
de seguranca bioldgica (EPCs ou CSB) seréo utilizados para proteger o profissional e o
ambiente laboratorial (ZOCHIO, L., 2009). A cabine de seguranca biolégica proporciona a
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contencao de borrifos ou aerossois infecciosos. Ela pode ser classificada de acordo com
sua seguranca biolégica (classes I, Il e lll) (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Para a descontaminacéo total do laboratério € importante garantir a esterilizacao
de todos os equipamentos, utilizando EPIs e EPCs para evitar novos contagios (ZOCHIO,
L, 2009). O cuidado e a assepsia correta de todos os equipamentos com alcool 70% e
cloro, o descongelamento de novas células, a verificacdo da qualidade de todo e qualquer
material usado séo cruciais para garantir a eliminagdo total do contaminante. Além disso, a
adog¢éo de novos protocolos podem ajudar na erradicacéo e prevencao, como a utilizacédo
de pro-pés, manutencao e limpeza frequente dos equipamentos, controle do meio utilizado,
garantindo um meio sempre novo e sem fontes de contaminagdo. A metodologia de
fumigacdo do ambiente também é recorrentemente utilizada, principalmente quando a
origem da contaminagéo presente é desconhecida. A técnica em questdo consiste no uso
de compostos quimicos volateis no local, como o formaldeido, por um periodo suficiente
para volatizagao do volume total (BQA, 2019).

Outros tratamentos séo utilizados conforme a identificacdo do contaminante. Para
o controle de micoplasmas, as culturas frequentemente sdo tratadas com antibiético BM-
Cyclin (tiamulin-hydrogenfumarat and Minocyclinhydrochloride) (SIGMA, 2020), que possui
tiamulin e minocycline, dois antibiéticos que previnem a sintese proteica (LOPES et al.,
2020). Porém, apesar de antibidtico ser um tratamento extremamente utilizado para o
combate aos micoplasmas e outros tipos de contaminacdes, este tratamento ndo elimina
todos os organismos, alguns apenas suprimem ou diminuem seu metabolismo até acabar
com mudangas grotescas na cultura celular, mas ndo interrompendo mudangas bioquimicas
e antigénicas (FOGH, 1973).

Para a descontaminagédo de culturas celulares com fungos ou bactérias, é
recorrentemente utilizado antimicrobianos. Caso a contaminacéo fungica mostre-se grave,
recomenda-se o uso de anfotericina B junto ou separadamente da nistatina. Quando se trata
de uma contaminagéo bacteriana grave, existe uma grande variedade de antimicrobianos,
sendo necessario a identificacdo do Gram bacteriano para a escolha. Para Grams negativos
por exemplo, a amicacina, estreptomicina, gentamicina e tetraciclina sdo recomendados.
Ja para Gram positivo, o uso de penicilina, clindamicina e eritromicina séo frequentes
(HARRISON, RAE, 1997; LAMBERT, 1998).

41 CONCLUSAO

A contaminagé@o celular € um problema sério e recorrente em laboratérios. A
identificacdo e deteccdo da fonte contaminante em um cultivo celular sdo cruciais para
o tratamento rapido e preciso. Além disso, a implementacdo de protocolos bésicos é
necessaria e fundamental para prevenir e/ou minimizar os riscos de contaminagdes e,
caso esta condicdo de se estabeleca, possam ser tomadas providéncias instantaneas e
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articuladas afim de evitar situacdes criticas que afetem as caracteristicas metabolicas da

cultura celular que resultam, comumente, no banimento de toda a linhagem contaminada.
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