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INTRODUCAO

0 presente Manual e um guia pratico e de consulta para a produ-

cao de vacina antiaftosa com adjuvante oleoso.

Este Manual foi preparado ad /Zoc para o Laboratdrio Regional de
Apoio em Saude Animal (LARA) do Ministério de Agricultura, Brasil, lo-
calizado em Campinas, Sao Paulo, e faz parte do Convénio de Cooperagao
Tecnica BRA-3205, celebrado entre a Organizacao Pan-Americana da Sadde/
Centro Pan-Americano de Febre Aftosa (OPAS/CPFA), e o Ministério da

Agricultura do Brasil.

Do mesmo modo que o laboratorio, também este Manual esta dividi-

do em duas areas:

1. Anea Contaminada - onde se manipula virus at vo, produzindo
antigeno, inativando-o e controlando sua qualidade; preparado

pelo Dr. Horacio Barahona.

2. Area Limpa - onde se mantém os cultivos celulares, produzem-
se 0s meios de cultivo celular e se faz a formulacao da vaci-
na com adjuvante oleoso; preparado pelo Dr. Aldo Gaggero e

pelo Dr. Julio A. Mesquita.



b AREA CONTAMINADA

Pl LAVAGEM, PREPARO E ESTERILIZAGAO DO MATERIAL

'.1.1 Material de vidro de uso geral e seringas

1.1.1.1 =~ Todo o material contaminado utilizado no laboratorio
deve sor submerso em recipientes com uma solucao de carbonato a b«

lepois transportado a area de lavagem para seu processanento.

1.1.1.2 - Colocar todo o material de vidro (descontaminado o
1ao contaminade) de molho em recipientes grandes com 1. de deterqgenty

CYENT . durante toda a noite.

1.1.1.3 - Escovar bem e enxaguar 5 vezes com agua comum er tor-

ncira invertida a pressao.

1.1.1.4 - Enxaguar 5 vezes com agua desmineralizada cm torneira

invertida a pressao.
1.1.1.5 = Secar em forno a 150°C durante 30 minutos.

1.1.1.6 - Esfriar e cobrir as bocas com papel de aluminio ¢ pa-

pel-Kraft e amarrar com barbante de 8 fios.
1.1.1.7 - Esterilizar em forno a 1800C durante 2 horas.

1.1.1.8 - As seringas hipodermicas devem ser prcparadas da mes-
na forma, tendo o cuidado de por um tubo de hemolise com gase sobre a

aqulha e embrulhar com papel de aluminio e papel-Kraft.
1.1.2 Pipetas
1.1.2.1 - As pipetas usadas sao recebidas em cilindros com uma

solucao sulfrocromica e depois sao transportadas para a area de lavaqer

para seu processamento.

1.1.2.2 - Deixar de molho durante a noite em recipientes com

detergente EVENT a 17/,

Wtereent e EVENT = Mapnus Soilan, RJ
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1.1.2.3 - Enxaguar individualmente com agua comum, usando uma

mangueira adaptada a torneira para eliminar os algodoes.

1.1.2.4 - Colocar no lavapipetas e enxaguar com agua desminera-

lizada por 10 ciclos.

1.1.2.5 -~ Secar em forno a 1509C durante 30 minutos.

1.1.2.6 - Esfriar e colocar algodao absorvente no extremo de
sucgao.

1.1.2.7 - Separar por capacidade e colocar em cilindros de ago
inoxidavel.

1.1.2.8 - Esterilizar em forno a 180°C durante 2 horas.

1.1.3 Garrafas-roller

Em maquina Lavadora

1.1.3.1 =~ Ligar os trés interruptores no quadro eletrico de

comando.

1.1.3.2 - Encher os dois tanques de agua ate completar 200 1i-
tros, abrindo parcialmente a torneira superior esquerda de agua fria e

a torneira sobre o disco de suporte das garrafas.

1.1.3.3 - Fechar a torneira sobre o disco, uma vez obtido o ni-

vel adequado de agua em ambos tanques.

1.1.3.4 - Adicionar um kilogramo de detergente EVENT no tanque
esquerdo,
1.1.3.5 - Abrir a torneira superior central de passagem de va-

por para aquecer a solucao de detergente. Quando a temperatura atingir
80°C, fechar a torneira, abri-la novamente quando chegue a 70°C e con-
tinuar desta forma para manter a temperatura entre 70-80°C durante to-

da a lavagem.

1.1.3.6 - Abrir a torneira superior esquerda da agua do primei-

ro enxaglie com agua comum.
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V.1.3.7 - Fazer funcionar o disco suporte das garrafas acionan-
do a esquerda a alavanca para ligar o motor N@ 1. ANTES DE INICIAR ES-
TA TAREFA, CERTIFIQUE-SE QUE O DISCO SUPORTE FIQUE PARA A DIREITA, 0
MAXIMO POSSTVEL, EVITANDO ASSIM A DESTRUICAO DAS ENGRENAGENS DA
MAQUINA .

£.1.3.8 - Ligar as bombas da solugao de detergente e da agua
ipara enxaquar, movendo as alavancas dos motores N® 2 e 3 para a direita

© depois para a esquerda.

1.1.3.9 - Abrir a torneira lateral para dar passagem a aqua

desmineralizada.

".1.3.10 - Iniciar a lavagem colocando as garrafas no disco su-

porie, tendo o cuidado de marcar o lugar de inicio para evitar que as

sarrafas sejam lavadas mais de uma vez ou fiquem sem lavar.
F.1.3.11 - Colocar as garrafas lavadas na mesa de drenagem.

1.1.3.12 - Uma vez terminada a lavagem, desligam-se os motores
na maguina e no quadro de comando, fecham-se as torneiras de agua cor-
rente, desmineralizada e de vapor, e se elimina a agua dos tanques,
tendo o cuidado de limpa-los bem com agua corrente, assim como os ralos

de retencgao de residuos.

".1.3.13 - Limpar e secar a parte externa da maquina.

Svstgem manuak

i.1.3.14 - Seguem-se as mesmas instrucoes da lavagem do material
¢e vidro de uso geral indicadas no ponto 1.1.1.
Propase e estendizacac

1.1.3.15 - Colocar o papel de aluminio na boca das garrafas.
1.1.3.16 - Esterilizar em forno a 180°C durante 2 horas.

1.1.3.17 - Retirar do forno e colocar em cestas-roller.



12

1.1.4 Tampas de garrafas-roller

1.1.4.1 - Deixar as tampas novas em detergente EVENT a 2% du-

rante 48 horas.

1.1.4.2 - As tampas usadas devem ficar de molho no detergente

EVENT a 17 durante a noite.

1.1.4.3 - Enxaguar bem com agua corrente.

1,144

Enxaguar 5 vezes com agua desmineralizada.

1.1.4.5

Secar a temperatura ambiente ou a 37°C.

1.1.4.6

aluminio de 8-10 litros.

Colocar em camadas separadas por gase em marmitas de

1.1.4.7 - Tampar e embrulhar com papel-Kraft e barbante.

1.1.4.8 - Esterilizar em autoclave a 121°C/15 Ib durante 60

minutos.

1.1.5 Rolhas de borracha

1.1.5.1 - Colocar as rolhas novas em detergente a 2% durante
1 semana.

1.1.5.2 - Colocar as rolhas usadas em detergente a 1% durante
24 horas.

1.1.5.3 - Enxaguar bem com agua corrente.

1.1.5.4 - Enxaguar 5 vezes com agua desmineralizada.

1.1.5.5 - Secar a temperatura ambiente ou a 37OC.

1.1.5.6 - As rolhas menores colocam-se em frascos e as grandes

se embrulham individualmente com papel de aluminio e papel-Kraft para

a sua esterilizacao.

1.1.6 Baloes com sifao, mangueiras e conjuntos de semeadura e de co-

lheita

1.1.6.1 =~ Retirar os sifoes dos baloes, frascos Erlenmeyer,

etc., para ser lavados separadamente.
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1.1.6.2 - Deixar os frascos de molho durante a noite numa so-
'ucao a 1/ de detergente EVENT.

1.1.6.3 - Retirar os filtros dos sifoes e por estes ultimos
num recipiente com detergente durante a noite. Os filtros nao devemser
mo hados.

1.1.6.4 - Fazer o mesmo com as mangueiras de transferéncia, com
ou sem conexao, com os funis de semeadura ou inoculagao, os funis de
colheita e as mangueiras-tampa-sifao.

1.1.6.5 - Lavar bem com agua corrente as partes interna e ex-

terna dos sifoes e outras mangueiras.

1.1.6.6 - Enxaguar da mesma forma com agua desmineralizada.
1.1.6.7 - Pendurar para escorrer a agua e secar.
1.1.6.8 - Instalar os sifoes nos baloes, ligar os filtros e as

mangueiras-tampa-sifao, cobrir o conjunto com papel de aluminio e papel-

Kraft e finalmente amarrar com barbante.

1.1.6.9 - Tamponar os extremos das mangueiras com gase e cobrir
com papel de aluminio, embrulhar toda a mangueira com papel-Kraft e
amarrar com barbante. Os funis de semeadura e colheita cobrem-se nos

extremos com papel de aluminio e se embrulham com papel-Kraft.

1.1.6.10 - As mangueiras-tampa-sifao soltas tamponam-se com gase
no extremo livre, cobrem-se com papel de aluminio e se embrulham em pa-

cotes de 5 amarrados com barbante.

1.1.6.11 - 0s filtros de sifao cobrem-se nos seus extremos com

papel de aluminio e se embrulham individualmente com papel-Kraft.

1.1.6.12 - As bocas dos funis de colheita cobrem-se com papel de
aluminio, ligam-se ao tanque de distribuigao para a bomba peristaltica,

e todo o conjunto se embrulha em papel-Kraft e se amarra com barbante.

1.1.6.13 - Esterilizar todos os materiais em autoclave a 121°C/

i5 ib, durante 50 minutos.
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1.1.7 Baloes plasticos nao esterilizaveis por calor

1.1.7.1 - Lavar e enxagquar da mesma forma que o material dec

vidro de uso geratl.

1.1.7.2 - Adicionar 1/2 litro de cloroformio ao primeirc balao,
cnxaquar ¢ transferir para os baloes seguintes, repetindo a mesma

Oprracao.

1.1.7.3 -~ Adicionar 2 litros de formol a 1/ em agua destilada
csteril a cada balao, enxaguar bem e, para facilitar a formagao de va-

pores, deixar durante 24 horas a uma temperatura ambiente de 25-37°9C.

1.1.7.4 - Eliminar o formol e tampa-los com tampas previamente
esterilizadas em autoclave,

1.1.7.5 - Guarda-los ate ser usados.
NOTA: Estes baloes usam-se somente para guardar o antigeno inativado.

1.1.8 Agua para lavagem de filtros-Seitz e preparagao dec inativante

1.1.8.1 - Por 15 litros de H.0 desmineralizada em baloes de 20

litros com sifao e 1,5 litros em garrafas-roller com -ampas soltas.

1.1.8.2 - Esterilizar em autoclave a 121°C/15 1b durante 60
minutos.

1.1.8.3 - Retirar do autoclave e deixar esfriar a temperatura
ambiente.

1.1.8.4 - Conservar a aqua para a lavagem de filtros em camara

fria a 4°C e a agqua para o preparo do inativante em estufa a 37°C.

1.2 LAVAGEM E ESTERILIZAGAO DE LINHAS DE TRANSFERENCIA E TANQUES

1.2.1 Linhas de meio ¢ transferéncia de produto entre tangues

As linhas de meio e transferencia possuem sistemas independentes
de entrada de vapor e de filtro-domnick para compensar o vacuo durante
o esfriamento ou para esfria-las rapidamente mediante a passagem de ar

comprimido esteril.
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tstas linhas devem ser esterilizadas em toda a sua extensao e
somente antes de ser usadas, tendo o cuidado de nunca esteriliza-las de

um dia para o outro.

Loha de medo

1.2.1.1 - Esta linha tem uma entrada de meio filtrado, linhas
de acesso a cada um dos tanques de cultivo e uma saida final para ali-

mentar um tanque movel,

t.2.1.2 - Certificar-se de que o registro de entrada de ar com-

primido ao filtro~-domnick esteja completamente fechado.

1.2.1.3 =~ Abrir o registro de entrada a linha e o de entrada de
vapor a mesma, para deixar sair a agua condensada. Fechar quando somen-

te sata vapor,

1.2.1.4 - Abrir parcialmente todas as tampas de entrada e saida

de cada tanque e de saida para o tanque movel.

1.2.1.5 - Abrir totalmente todos os registros ao longo da linha

¢ os de entrada aos tanques, tendo o cuidado de fechar completamente os

de acesso direto aos mesmos.

1.2.1.6 - Abrir totalmente o registro da linha ao filtro-domnick

€ parcialmente o de saida do mesmo ao exterior.

1.2.1.7 - Abrir completamente todos os registros de entrada e

saida da linha.

1.2.1.8 =~ Abrir completamente a passagem de vapor e deixar fluir

por 60 minutos.

'.2.1.9 - Fechar a passagem de vapor e todas as tampas de saida
¢ entrada, menos a do registro de saida do filtro-domnick que devera

permanecer aberto ate que escape o vapor residual.

1.2.1.10 - Quando a pressao de vapor baixe, fechar completamente
2> registro de saida do filtro-domnick e abrir a passagem de ar comprimi-
4o para o mesmoe paraa linha, de forma que esta Gltima fique com pressao

positiva ate que seja usada (pressao de 10 1b).
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1.2.1.11 - Como alternativa, para o uso rapido da linha, podem-
se deixar parcialmente abertas todas as tampas de entrada e saida, dei-
xando fluir ar comprimido atraves do filtro-domnick durante 10-15 minu-

tos. Uma vez esfriada, fecham-se todas as tampas e a passagem de ar.

1.2.1.12 - Eliminar a pressao da linha fechando a passagem de ar

comprimido e abrindo o registro de saida do filtro-domnick.

1.2.1.13 - Fechar todos os registros da linha, menos os de en-

trada ao tanque que recebera o meio.
1.2.1.14 - Fechar o registros da linha ao filtro-domnick.

1.2.1.15 - Ligar em forma estéril a mangueira de transferéncia

desde o filtro até a entrada da linha.

1.2.1.16 - Abrir o registro de entrada a linha e o de entrada

direta ao tanque receptor.
1.2.1.17 - Proceder a filtragao.

1.2.1.18 - Uma vez finalizada a filtracao, desligar a mangueira,
abrir completémente todos os registros, tirar todas as tampas de saida

e lavar bem com vapor ou agua corrente.

Linha de transferencia do produtc

1.2.1.19 - Esta linha tem duas safdas em ambos extremos da sala
de tanques, ligagoes individuais 3 safda inferior de cada tanque decul-

tivo e um terminal no tanque de tratamento por cloroformio.

1.2.1.20 - Usa-se esta linha para a transferencia de meio e de
células entre os tanques € para passar antigeno de suspensao ao tanque

de tratamento por cloroformio.

1.2.1.21 - A esterilizacao desta linha e basicamente a mesma usa-
da para a da linha de meio. Cada vez que seja usada, a linha deve ser

esterilizada em toda a sua extensao.
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Lothas de transferencia de produtos do tanque de trhatamento av tanque

de (natdvacdo ¢ deste para a area Limpa

1.2.1.22 - Estas linhas sao independentes e podem ser esterili-
zadas em conjunto ou separadamente pois possuem uma fonte comum de va-
por, com registros independentes e um filtro-domnick comum as duas li-
nhas para compensar o vacuo, tambem com registros separados. 0 filtro-
domnick recebe uma linha de ar comprimido para manter a pressao positi-

va durante o esfriamento.

1.2.1.23 - Devem ser esterilizadas de acordo com 0s mesmos prin-
cfpios basicos indicados para as linhas de meio e de transferéncia de

oroduto.

1.2.2 Lavagem de tangues

1.2.2.1 - Agua corrente.
1.2.2.2 - Agua desmineralizada.
1.2.2.3 - Sabao de coco.

1.2.2.4 - Esponja grande.
1.2.2.5 - Escova grande com cabo comprido.
Procedmento

1.2.2.6 - Abrir todas as saidas e entradas do tanque e fechar

os registros de entrada aos filtros-domnick ao finalizar o cultivo.

i

1.2.2.7 Fechar bem os registros de circulacao de agua a 37°C

e 4OC da camisa.

1.2.2.8

Retornar a agua a 49C ao sistema de esfriamento e

eliminar a agua a 37°C, dependendo do sistema que esteja em uso.

1.2.2.9 - Enxaguar com agua corrente o interior do tanque e pas-
sar agua diretamente pelos canos de entrada de meio e outras entradas e

saidas.
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1.2.2.10 - Limpar bem o interior do tangue com sabao’s, esponja

e escova.

1.2.2.11 - Enxaguar bem com agua corrente, tendo O cuidado de
passar a agua diretamente pelos canos de entrada de meio e outras en-

tradas e saidas.
1.2.2.12 - Enxaguar cuidadosamente com agua desmineralizada.

1.2.3 Esterilizacao de tanques de cultivo

Procedimento

1.2.3.1 =~ Certificar-se de que 0s registros de circulagao de

igua a 4OC e 37°C para a camisa estejam bem fechados.

1.2.3.2 - Certificar-se de que a camisa do tanque esteja vazia
e os registros superiores e inferiores da mesma abertos, para evitar

acidentes por excesso de pressao.

1.2.3.3 - Mudar a rolha de borracha para a colheita de amostra.
1.2.3.4 - Fechar hermeticamente a tampa de observagao.
1.2.3.5 - Certificér-se que os registros de entrada de ar com-

primido para os filtros-domnick estejam fechados.

1.2.3.6 - Certificar-se que 0s registros de entrada ao tanque
das linhas de meio e transferencia estejam fechados, tendo o cuidado de

deixar abertas as saidas inferiores do tanque.

1.2.3.7 =~ Colocar as tampas de entrada de virus, linha de meio,
lateral inferior e as duas inferiores, tendo o cuidado de que todas fi-

quem soltas.

1.2.3.8 - Abrir completamente todos os registros de entrada e

saida do tanque.

1.2.3.9 - Abrir parcialmente os registros de entrada de vapor

ao tanque (direto, atraves da entrada de virus e atraves do filtro-

ANOTA: Recomenda-se nao usar EVENT ou outro detergente.
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domnick de entrada) e deixar fluir o vapor a pressao baixa durante 15

winutos, para o pre-aquecimento ¢ eliminacao do condensado.

1.2.3.10 - Fechar a entrada de vapor pelos dois registros sccun-
darios (virus e domnick) e aumentar a entrada (pressao) de vapor pelo

registro direto.

1.2.3.1! - fechar parcialmente as saidas de vapor dos 2 filtros-

domnick superiores do tanque.

1.2.3.12 - Regular o fluxo de entrada e saida de vapor ao tangue
com o registro principal de vapor e com os 3 registros mencionados no

ponto 1.2.3.11.

1.2.3.13 - Ajustar a temperatura 121-1249C, com uma pressao de

15-20 1b, deixando durante 60 minutos para obter uma boa esterilizacao.

1.2.3.14 - Vigiar continuamente para evitar baixas ou aumentos

de pressao e temperatura.

1.2.3.15 - Ao finalizar a esterilizacao proceder da seguinte

torma:
a) fechar o registro principal de entrada de vapor;
b) fechar o registro ao exterior do filtro-domnick de entrada;

«) fechar hermeticamente a tampa e a contra-tampa da entrada de

virus:
d) abrir completamente o registro do manometro de pressao;
) fechar o registro de saida superior do tanque;
f) abrir parcialmente o registro de saida do domnick de salda;

q) fechar a tampa e o registro da linha de meio e a saida late-
ral inferior;
h) fechar a tampa ¢ os registros das duas saidas inferiores.

1.2.3.16 - Abrir a entrada de ar comprimido do filtro-domnick de

AN

vntrada ¢ regular o fluxo de saida do domnick de saida para manter uma
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proessao positiva de 5-10 1b dentro do tanque, o quu pernitira u rani-

dov oofriamento do mesmo.

- . . O , .
1.2.3.17 - Quando a temperatura atingir 60-707C, fechar o dornios
de safda, deixar que a pressao cheque a o 22 16 ¢ fechar g ontracda

ar comprimido. 0 tanque deve ficar com pressao positiva ate sed ust.

1.2.3.18 - Caso sc descje esfriar mais rapidamente o tanguo, po-
de-se circular aqua corrente pela camisa, uma vez que se cheguue ao pons

to 1.2.3.17.

1.2.3.19 = £ muito comum esterilizar um tanque conjuntainente Lo
a linha de meio ou de {ransferéncia. Para isto, deixa-sc aburto ore is-
tro de entrada do tanque a linha a ser csterilizada ¢ fecha-se ac final
da operagao, continuando a scquir de acordo com as instrucouvs de Fi e

easlerilizacao da linha ¢ do tanque.

1.2.4 Esterilizagao do tanquc dec tratamento por cloroforrio

1.2. 4.1 - 0 tanque de tratamento por clorofornio dircie dos

tanques de cultivo no seguinte:
a) nao tem sistema de aquecimento a 37°C na camisa;
b) nao tem entrada latcral superior de meio;
c) nao tem safda lateral inferior;
d) somente tem uma ecntrada de vapor;

¢) a saida de sobrenadante sc comunica com o extorior o coroa
linha de transferoncia ao tangue de inativagao. Esta comnuni -
cacao ¢ direta, atraves de oum registro na linha ¢ indireta,

por um registro ao extorior,

1.2.4.2 - Considerando as difcerencas mencionadas, dover-so soe-
gquir as nesmas normas basicas do csteritizacao indicadas para os Lang es

de cultivo,



1.2.5 [+t.rilizagao do tanque de inativagao

1.2.5.1 - 0 tanque de inativacao difere do tangue de tratarcnto

no sequintes
a) tem sistema de aquecimento a 37°C na camisa;
b) somente tem uma entrada de vapor;

¢} a entrada superior esta adaptada para a passaqgen do virus fil-

trado ¢ para a entrada do inativante;

- . . r
) a entrada de transferencia comunica-se com a saida de sohre-

nadante do tanque de tratamento por cloroformio;

«} a saida do sobrenadante comunica-se com a linha de transfe-

rencia a area limpa.

1.2.5.2 - Seguem-se as mesmas normas de esterilizacao indicadas

para o tangque de tratamento e os tanques de cultivo.

o3 MONTAGEM, ESTERILIZACAO E LAVAGEM DE FILTROS-SEITZ

1.3.1 Filtro=-Seitz ORION - CA40

Mo dge .

- Dupla filtragao com camara de inversao:

L3011 - Usa-se a dupla filtragao para clarificar v esteriii-
sar o melo utilizando, no nosso caso, placas K2 ¢ EKST, respectivaswrnte.
1.3.1.2 =~ As entradas, saidas e purgadores do filtro oricentam-

se de acordo com a Fiqura 1.

1.3.1.3 - A orientacao das placas filtrantes e o esquema de

fluxo e«tao indicados na Figura 2.

i.3.17.4 - As placas filtrantes devem ser instaladas com o lado
rugoso virado para onde eontra o l(quido e o lado liso {com a marca Scitz

cstampada) virado para o sentido do fluxo.

P.3.1.5 = Para filtrar meio de crescimento usa-se uma placa EKSI

cada 18 Titros a ser filtrados o uma placa K2 cada duas placas EKS1.
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1.3.1.6 = Para filtrar mcio de manutengao usa-se ura placa EXS]
pava cada 78 1itros a screm filtrados ¢ uma placa K2 para cada dua

placas EKST.

- Filtracao simples:

1.3.1.7 - Usa-sc a filtracao simples para clarificar ou cvstoe=
rilizar antigenos ou meios, utilizando no nosso caso, placas KZ o EKST,

respectivamente.,

1.3.1.8 - As entradas, saidas ¢ purgadores do filtro orientar-

s de acordo com a Figura 3.

1.3.1.9 - A orientacao das placas filtrantes ¢ o csquera doe

fluxo estao indicados na Figura A.

1.3.1.10 - Seguir as mesmas instrucoes indicadas nos pontos

1.3.1.4 4 1.3.1.6 da dupla filtracao.

Pstevedccacae

1.3.1.11 - Uma vez instaladas as placas, aperta-se levenonte o

cixo da prensa ate que as placas se juntem.

1.3.1.12 - Todos os purgadores, entradas e saidas devem scr ins-
talados com mangueiras com pingas de pressao regulavel ¢ os registros

devem ficar parcialmente abertos.

1.3.1.13 - Ligar a mangueira d¢ vapor a entrada principal da
torneira e abrir completamente o registro correspondente.

1.3.1.14 - Abrir parcialmente o registro de entrada de vapor ¢
deixar fluir o vapor a baixa pressao durante 20-30 minutos, tendo o

cuidado de gue saia vapor ¢/ou condensado por todos os registros. lsto

permitira o pre-aquecimento do filtro ¢ a nao acunmulagao do condensado.

1.3.1.15 -~ Regular o fluxo de vapor para manter 1,4-1.6 Lkag/c

d¢ pressao (1219C) durante 60 minutos.

1.3.1.16 = Desligar o vapor.
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1.3.1.17 - Colocar filtros de sifao em todas as manguuiras ¢
foohar todos os registros, menos os de entrada e drenos do setor con-
tawnado, para compensar a pressao interna do filtro durante o

cootrramento,
1.3.1.18 - Apertar bem o eixo e deixar esfriar.

1.3.1.19 - Pode-se acelerar o processo de esfriamento mediante a

pa-sagem de agua desmineralizada de lavagem (ver filtracao de meio).
1.3.1.20 - Esterilizar o filtro no dia de seu uso.

Ltavagem

1.3.1.21 - 0 filtro é desmontado depois de usado e devera obser-

var-se se as placas filtrantes estao intactas.

1.3.1.22 - Enxaguar com agua corrente as placas metalicas, os

registros, os ductos e a estrutura em geral.

1.3.1.23 - Lavar com sabao de coco, esponja e escova suave, para
remover os restos de placas filtrantes que fiquem aderidos as placasme-

talicas. NAO USAR RASPADORES METALICOS NEM BOM-BRIL.
1.3.1.24 - Engraxar periodicamente o eixo.

l.3.2 Filtro-Seitz ORION peqgueno

ot (tltit "t

1.3.2.1 - Este filtro nao tem camara de inversao e, portanto,
isa-se principalmente para clarificar antigeno do tanque de tratamento

ao tanjue de inativacao. Monta-se com placas K2.

1.3.2.2 - As entradas, saidas e drenos do filtro orientam-se de

acordo com a Figura 5.

1.3.2.3 - A orientagcao das placas filtrantes e o esquema de flu-

xo estao indicados na Figura 4 do filtro Orion CALO.

1.3.2.4 - Este filtro aceita no maximo de 9 placas filtrantes,

as quais devem ser instaladas com o lado rugoso virado para onde entra
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A 'iquido e o lado liso (com a marca Seitz estampada) virado para onde
sai o liquido.
1.3.2.5 - Para clarificar antigeno usa-se uma placa K2 para ca-

da 40 iitros a serem filtrados.

tsrenaddzagao ¢ favagem

1.2.3.6 - Sequir as mesmas instrugoes indicadas para o filtro

Orion CLO,

.43 Filtro-Seitz PILOT A-20-Z

Prepatagde

bupla filtragao com camara de inversao

1.3.3.1 - Usa-se a dupla filtragao para clarificar e esterili-

zar me:o utilizando, no nosso caso, placas K2 e EKS1, respectivamente.

1.3.3.2 -~ As entradas, saidas e drenos do filtro orientam-se de

acordo com a Figura 6.

1.3.3.3 - A orientacao das placas filtrantes e o esquema de flu-

x0 estao indicados nas Figura 7.

1.3.3.4 - As placas filtrantes devem ser instaladas com o lado
“uyoso virado para a entrada do liquido € o lado liso (com a marcaSeitz

v ampadal virado para a saida do ligquido.

i.3.3.5 =~ Para filtrar meio de crescimento usa-se uma placa EKS1
caia cada 4,5 Titros a ser filtrados e uma placa K2 para cada duas pla-
can KDY,

1.3.3.6 - Para filtrar meio de manutencao usa-se uma placa EKS1

dara cada 7 litros e uma placa K2 para cada duas placas.

- Filtragao simples

1.3.3.7 - A filtracao simples usa-se para clarificar ou esteri-
izar antigenos ou meios utilizando, neste caso, placas K2 e EKS1,

rogpectivamente.,
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1.3.3.8 - As e¢ntradas, saidas ¢ drenos do filtro orienta-sc

deoacordo com oa Figura 8,

1.3.2.9 - A orientacao das placas filtrantes ¢ o csquena do

fluxo cstao indicados na Figura 9.

1.2.3.10 - Sequir as mesmas instrucocs dos pontos 1.3.3.4 g

1.3.2.6 da dupla filtracao.
Lodviveoacae v favagem

1.3.3.11 = Scguir as mesmas instrugoes indicadas para o filtreo

~

Orion Chn,

.4 FILTRACAO

t.4.1 Filtracao de meios de crescimento e manutencao. Filtro Orion CLO

.41 - Filtro montado ¢ esterilizado de acordo com o tipo v

quantidade de meio que se descje filtrar.,

I.4.1.2 =~ Mecio preparado na arca limpa. Deve-se sempre preparar
20-30 litros acima da quantidade necessaria devido a perda na filtracao

alers do gque fica no filtro ao finalizar a operacao.
1.4.1.3 - Manqueira de conexao do cano do meio an filtro.

1.4.1. % - Mangucira de conexao do filtro a linha de meio, com

saidas multiplas para colher amostras e para baloes de 20 litros.

LA S - Erlenmeyer com sifao para colher amostra filt:ada.
P16 - Ertenmeyer simples.

b7 - Baloes com 60 litros de aqua desmincralizada cotoril.
1.ho1.8 - Bomba de pressao.

1.4.1.9 - Manqueira maltipla para conexao do baloes ac filtro.

1.4.1.10 - Pincas de mangueiras, de pressao requlavel.,
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1.4.1.11 - Linha de meio estéril com pressaoc positiva.

Proceddimento

1.4.1.12 - Ligar a mangueira miltipla da saida do filtro & en-
trada da linha de meio, tendo o cuidado de colocar pingas em todas as
saidas para baloes e na principal depois da primeira saida que ficara

como drenagem.

1.4.1.13 - Colocar pingas em todas as outras mangueiras, menos

na da entrada principal e eliminar os filtros de sif3o.

1.4.1.14 - Ligar a segunda mangueira miltipla aos sifoes dos ba-
loes com agua estéril, tendo o cuidado de colocar pingas em todas as

conexoes. Ligar o outro extremo a entrada principal do filtro.

1.4.1.15 - Fechar todas as entradas e saidas do filtro menos a

entrada principal que deve ficar totalmente aberta.

1.4.1.16 - Ligar a bomba aos filtros dos sifdes e passar a agua
para o filtro Orion, tendo o cuidado de soltar seqUencialmente as pin-

¢as das mangueiras dos baloes a medida que a agua esgotar.

1.4.1.17 - Abrir e fechar os drenos sucessivamente a medida que

a agua chegue a cada um deles. A seqUéncia a seguir € a sequinte:
a) entrada secundaria;
b) dreno do mandmetro de entrada;
c) dreno da placa de invers3o;
d) dreno de condensado do setor clarificado;
e) drenos de ar do setor clarificado;
f) dreno de condensado do setor esteril;
g) dreno do manometro de saida;
h) primeira saida da mangueira miltipla.

1.4.1.18 - Drenar a saida do tanque de prepéragéo de meio e



36
colher amostra para controlar a carga bacteriana e o pH. 0 controle

nao deve dar um titulo superior a 10’ bact./ml e um pH de 7,6.

1.4.1.19 - Retirar a mangueira de agua da entrada principal e

ligar a mangueira de meio a esta e a saida do tanque de preparagao.

1.4.1.20 - Iniciar a passagem de meio com uma pressao de 0,6 a

0,8 kg/cm”?, registrada no manometro de entrada do filtro.

1.4.1.21 - Drenar todas as saidas seguindo a seqUéncia indicada
no ponto 1.4.1.17, tendo o cuidado de fechar cada uma delas somente
quando sair meio puro por elas. Isto permite eliminar toda a agua de

lavagem do filtro.

1.4.1.22 - Baixar a pressao da linha de meio, fechar a passagem
ac tiltro-domnick da mesma e abrir e fechar os registros que correspon-

dam ate chegar ao tanque que recebera o meio.

1.4.1.23 - 0 meio pode ser filtrado diretamente sobre um cultivo
para seu uso imediato e/ou num tanque livre e baloes para ser previa-

mente controlado.

1.4.1.24 - Para colher amostra de controle, ligar o Erlenmeyer
ao dreno do manometro de saida que tem uma mangueira em forma de Y para

a drenagem e para a colheita de amostra.

1.4.1.25 - Ligar os baloes para meio e encher na forma seqlen-
cial.

1.4.1.26 - 0 meio recebido no tanque (sem cultivo) e nos baloes
deve ficar a 37°C ate o dia sequinte para fazer o controle bacteriolo-

gico. Depois deve ser conservado a 4°C.

1.4.2 Clarificacao do antfgeno. Filtro Orion pequeno

&kgfqiaa(p

1.4.2.1 - Filtro preparado e esterilizado de acordo com as ins-

trugoes (pag. 27).

1.4.2.2. - Nove placas K2 servem para clarificar 400 a 500 litros
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feantTgeno. Deve-se calcular uma perda de 20-25 litros de antigeno

furant. a filtracao.

1.b.2.3 - Us materiais sao essencialmente os mesmos que se usam

vara a filtracao com o filtro Orion CLO.
Proced amento

1.4.2.4 - Segue-se o mesmo procedimento indicado para a clari-

ficacao de antigeno no filtro PILOT A-20-2Z.

1.4.3 Filtracao de meios de crescimento e manutencao e clarificacao

de antigeno. Filtro PILOT A-20-Z

‘{a( e a(,%
1.4.3.1 - Filtro preparado e esterilizado de acordo com o tipo

> quantidade de meio que se deseje filtrar.

1.4.3.2 - Para clarificar antigeno prepara-se o filtro com pla-
cas K2 para a filtragao simples e depois se esteriliza. Doze placas sao

suficientes para clarificar 100 a 150 litros de antigeno.

1.4.3.3 - Deve-se sempre calcular uma perda de 5 a 10 litros de

ieio ou antigeno durante a filtracao.

1.4.3.4 - 0s materiais necessarios sao essencialmente os mesmos

que os usados na filtragao com o filtro Orion CL4O.

Filtracao de meio:

1.4.3.5 - Para a filtracao de meio segue-se basicamente o mesmo

procedimento empregado na filtragao pelo filtro Orion ChO.

- Clarificacao de antigeno:

1.4.3.6 - Ligar a mangueira de saida do filtro a linha de trans-

ferencia para o tanque de inativagao.

1.4.3.7 - Lavar o filtro com agua desmineralizada estéril, se-

guindo as mesmas instrugoes indicadas para o filtro Orion C40 e tendo



38
o cuidado de que os drenos se abram e fechem seqglencialmente no senti-~

do do fluxo do liquido.

1.4.3.8 - Encher com cloroformio as duas saidas inferiores do

tangue de inativagao, usando um sifao e pera de pressao manual.

1.4.3.9 - Ligar a mangueira da linha de transferéncia a entrada

do inativante no tanque respectivo,

1.4.3.10 - Purgar a saida de sobrenadante do tanque de tratamen-

to para eliminar o sedimento celular acumulado na linha.

1.4.3.11 - Ligar a mangueira da saida do sobrenadante do tanque

de tratamento a entrada do filtro.

1.4.3.12 - Iniciar a passagem de antigeno com uma pressao de
5 in/pol” registrada no tanque de tratamento. A pressao pode-se aumen-

tar paulatinamente ate alcangar um maximo de 20 1b/pol®.

1.4.3.13 - Drenar todas as saidas seguindo a mesma seqUéncia de
iavagem do filtro, tendo o cuidado de fechar cada uma delas somente
quando saia antigeno puro por elas. Receber o liquido em recipientes

com carbonato a 4%.

1.4.3.14 - Eliminar a pressao da linha de transferéncia, fechar
a4 passagem ao filtro-domnick da mesma e abrir todos os registros desde

itro até o tanque de inativagao, para iniciar a filtracao.

1.4.3.15 - Ao terminar a filtracao eliminar, em recipientes com

carbonato a 47, todo o antigeno restante no filtro.

1.4.3.16 - Descontaminar bem o tanque de tratamento, a linha de

transferéencia e todos os materiais utilizados no processo.

s

CULTIVO DE CELULAS BHK-21 CLONE 13 DE SUSPENSAQ

I.5.1 Congelamento e descongelamento de celulas

Materdiads

1.5.1.1 - 8 litros de celulas com 1 x 10" cél/ml, pH 7,2-7,3.
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1.5.1.2

500 ml de meio para congelar (MEM 12% soro bovino +

107 glicerina).
1.5.1.3 - 11 frascos de vacina de 50 ml.
1.5.1.4 - Tampas e operculos para frascos.
1.5.1.5 - Operculador.
1.5.1.6 - Pera de pressao manual.
1.5.1.7 - TPB para controle bacteriologico.
1.5.1.8 - Pipetas.
1.5.1.9 - Bomba de pressao.
1.5.1.10 - Rolhas de borracha n? 0.
1.5.1.11 - Caixinhas de isopor.
1.5.1.12 - Banho-maria a 37°C.
1.5.1.13 - Garrafas-roller com tampa.
1.5.1.14 - MEM 102 soro bovino, pH 6,8.
1.5.1.15 - Cesta para roller.

Procodamente

- ﬁonge]amento:

1.5.1.16 - Fazer a contagem de celulas de um cultivo de 24 noras,
em balao. 0 nimero de células devers estar entre 1 x 10% a 1,2 x :0°

cel/ml. Simultaneamente fazer um controle bacterioldgico.
1.5.1.17 - Sedimentar durante 24 horas a 4°C.

1.5.1.18 - Eliminar todo o meio de cultivo com a bomba de pres-

sao, tendo o cuidado de nao agitar as células.

1.5.1.19 - Adicionar 500 ml de meio de congelamento aoc balao e

agitar suavemente para homogeneizar as células.

1.5.1.20 - Distribuir a suspensao celular nos 11 frascos do va-

cina, tampar e amarrar com barbante.
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1.5.1.21 - Colocar em caixinhas de isopor individuais e congelar
a -70°C no congelador-Revco. A caixa de isopor permite um congelamento

tento.

Desconge lamento:

1.5.1.22 - Retirar um frasco de celulas do congelador e subrergir

er banho-maria a 37°C para descongelar rapidamente.

Semear os 50 ml de suspensao em garrafa-roller.

1.5.1.23
1.5.1.24

Adicionar 250-300 m! de meio de crescimento.

1.5.1.25 - Girar por 24-48 horas a 37°C.

1.5.1.26 - Continuar com o esquema de cultivo em baloes v depois

¢r tanques.

1.5.2 Esquema de cultivo em baloes

1.5.2.1 - Seque-se a sequir o esquema apresentado durante 6 sc-

manas. Depois reinicia-se com celulas de passagem baixa:

Dia 1 - 50 ml celulas congeladas + 250 ml MEM-10 300 o1
Dia 2 - 300 ml celulas + 700 ml MEM-10 T litro
Dia 3 - 1 litro celulas + 1 litro MEM-10 2 litros
Dia & - 2 litros celulas + 2 litros MEM-10 b litros
Dia 5 - L litros celuias + 4 litros MEM-10 8 litros
Dia 6 - 8 litros celulas + 8 litros MEM-10 16 litros
Dia 7 - 16 litros celulas +16 litros MEM=-10 32 litros
Dia 8 - 8 1. 8 1. g 1. 8 1. 8 1. MEM-10

Tanque 120 1. a LoC pa:a iniciar o escalamento na

semana seguiente.
Mo tondads
1.5.2.2 - Baloes de 2 litros com sifao e barra magnetica.
1.5.2.3 - Baloes de 4 litros com sifao e barra magnética.

1.5.2.4 - Baloes de 10 litros com sifao e barra magnética.
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1.5.2.5 - Baloes de 20 litros com sifao e barra magnética.
1.5.2.6 - Mangueiras de transferéncia.
1.5.2.7 - Mangueiras-tampa-sifao.

]
oo
]

1.5.2.

JNostras.,

Erlenmeyer de 250 m] com sifao para colheita de

1.5.2.9 - Celulas em roller (300 ml) com crescimento de 24-48

horas (ver congelamento e descongelamento) .
1.5.2.10 - Meio de crescimento MEM-10 pH 6,8 e pH 7,6.
1.5.2.11 - Agitadores magnéticos.
1.5.2.12 - TPB.
1.5.2.13 - Pipetas.
1.5.2.14 - Seringas.
1.5.2.15 - Mesa magnetica.
1.5.2.16 - Bomba de pressao.
rrocedanento

1.5.2.17 - Agitar bem a garrafa-roller para desprender as célu-
‘45, passar para o balao de cultivo de 2 litros e fazer o controle

actericlogico.

1.5.2.18 - Adicionar 700 ml de MEM-10 pH 6,8 e agitar durante
18-24 horas a 37°C (total 1 litro).

1.5.2.19 - Colher amostra, fazer contagem celular e controle bac-

teriologico. A contagem deve dar um minimo de 1 x 10° cél/ml.

1.5.2.20 - Adicionar 1 litro de MEM-10 e passar para um balao de

4 litros (total 2 litros).

1.5.2.21 - Agitar durante 18-24 horas a 37°C.

1.5.2.22

Colher amostra, fazer contagem celular e controle

hacteriologico.
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1.5.2.23 - Adicionar 2 litros de MEM-10 pH 7,6 e passar para um

balao de 10 litros (total 4 litros).

1.5.2.24 - Agitar durante 18-24 horas a 37°C.

1.5.2.25 - Colher amostra, fazer contagem celular e controle
hacteriologico.

1.5.2.26 - Adicionar 4 litros de MEM-10 e passar para um balao
de 20 litros (total 8 litros).

1.5.2.27 - Agitar durante 18-24 horas a 37OC.

1.5.2.28 - Colher amostra, fazer contagem celular e controle
tacteriologico.

1.5.2.29 - Adicionar 8 litros de MEM-10 pH 7,6 e passar para 2
baloes de 20 litros (8 litros em cada um, total 16 litros).

1.5.2.30 - Agitar durante 18-24 horas a 37°C.

1.5.2.31 - Colher amostra de cada balao, fazer contagem celular

e controle bacteriologico.

1.5.2.32 - Adicionar 8 litros de MEM-10 pH 7,6 em cada balao e

rassar para 4 baloes de 20 litros (total 32 litros).
1.5.2.33 - Agitar durante 18-24 horas a 37°C.

1.5.2.34 - Colher amostra de cada balao, fazer contagem celular

- controle bacteriologico.

1.5.2.35 - Passar 3 baloes (24 litros) para tanque de 120 litros

e continuar com o esquema de cultivo em tanques.

1.5.2.36 - Adicionar 4 litros de MEM-10 pH 7,6 ao 49 baldo, fa-
zer contagem celular e controle bacteriologico. Conservar a 4°C para

iniciar o ciclo da proxima semana.

1.5.2.37 - As celulas serao passadas por 6 semanas nesta forma,
quando se iniciara outro ciclo de descongelamento. Isto evita que as

celulas atinjam passagens muito elevadas.
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1.5.3 Esquema de cultivo em tanques para semear garrafas-roller

1.5.3.1

para semear 1500 a 1800 garrafas-roller por semana, de acordo com o

- Pode-se seguir este esquema em 2 cultivos paralelos

indicado no programa para a produgao de antigeno em garrafas-roller so-

mente (ver ponto 1.8.1).

Dia
Dia

Dias 3 e

tateracs

1

2
4

.10

L

.15
.16

24 Tts celulas + 26 1ts MEM-10 50 litros
50 1ts celulas + 40 1ts MEM-10 90 litros
50-60 1ts celulas + 180 1ts MEM-10 230-240 litros

Deixar 30-40 litros reservados em tanques ou baloes.

Semear 750-800 rollers com 300 m! cada uma.

- Baloes com 24 litros de celulas.

- Tanque de 120 litros esteril.

- Tanque de 450 litros esteril.

- Linha de meio esteril.

- Linha de transferéencia esteril.

- Mangueiras de transferencia.

- Mangueiras-tampa-sifao.

- Meio de crescimento MEM-10 pH 7,6.

- Seringas.

- TPB.

- Bomba de pressao.

- Garrafas-roller em cestas de 9 cada uma.
- Tampas estereis.

- Mangueira com campanula para semeadura.

- Mesa de semear (idem inoculacao).



44

Procedomentu

1.5.3.17 - Eliminar a pressao do tanque de 120 litros.

1.5.3.18 - Eliminar a pressao da linha de meio e fechar o re-
gistro de comunicagao desta ao tanque.
1.5.3.19 - Ligar a mangueira de transferéncia dos baloes de ce-

iulas a entrada da linha de meio do tanque e abrir os registros de en-

trada ao mesmo.

1.5.3.20 - Ligar a bomba ao filtro do sifao dos baloes, soltar
as pincas, agitar bem os baldes e passar as celulas ao tanque. 0 culti-

vo deve ter de 1 x 10% a 1,2 x 10° cél/ml.

1.5.3.21 - Iniciar a agitagao a 1/3 da sua velocidade maxima
30-40 rpm).
1.5.3.22 - Adicionar 20 litros de meio da mesma forma como se

f¢s com as células. A suspensao ficara com 5 x 10° a 6 x 10° cél/ml.

1.5.3.23 - Fechar os registros de entrada ao tanque, aumentar a

pressao a 10 1b e aumentar a agitagao a 110-120 rpm.

1.5.3.24 - Circular agua a 37°% pela camisa do tangue e incubar
soc 18-24 horas.
1.5.3.25 - Durante o cultivo fazer controles de pH, contagem ce-

‘atar e controle bacteriologico nos seguintes tempos:
a) uma hora depois do inicic do cultivo;
b) 1/2 hora antes de terminar o periodo do trabalho;
c) as 9 horas da noite;
d) as 8 horas da manha seguinte;
e) antes de fazer uma nova passagem.

1.5.3.26 - Se em algum destes controles o pH baixa de 7,3, fazer
civrcular ar comprimido pelo tanque para eliminar o excesso de C0, pro-
duzido pelo metabolismo celular. O sistema de fluxo de ar dos tanques

consiste do seguinte:
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fluxometro;
b) entrada de ar atraves de um filtro-domnick com terminais na
profundidade e na superficie;

c) salda de ar atraves do filtro-domnick.,

1.5.3.27 - 0 procedimento para regular o fluxo de¢ ar ¢
O sequinte:

a) baixar a pressao do tanque atraves do filtro-domnick de saida;

b) abrir a entrada de ar na superficie;

¢) regular o fluxometro a 5 litros/minuto ou mais, dependendo da
necessidade de renovacao de ar. 0 fluxo deve ser aumentado a
10, 20, 30 ou 40 litros/minuto, dependendo da diminuicao do
pH. 0 pH deve ser mantido acima de 7,0;

d) regular a pressao interna do tanque a 5-8 1bs/pol™ .

1.5.3.28 - Quando o cultivo atingir de 1 x 10° a 1,2 x 10° cél/ml,
fazer uma nova passagem de celulas, aumentando o meio a 90-100 litros

mediante a adicao de MEM-10 de outro tanque ou de baloes.

1.5.3.29 - Para adicionar o meio de baloes, parar o fluxo de ar,
reduzir a pressao a 0 e continuar na forma indicada nos pontos 1.5.3.71

a 1.5.3.26.

1.5.3.30 - Para adicionar o meio de outro tanque, esterilizar a
linha de transferéncia, parar o fluxo de ar e reduzir a pressao a 0 no
tanque com cultivo. Depois aumentar a pressao a 10 lb/pol? no tanque
doador, fechar e abrir os registros que correspondam na linha de trans-
feréncia e proceder & adigao de meio no volume desejado, tendo o cuida-
do de manter a pressao adequada. Continuar na forma indicada nos pontos

1.5.3.22 a 1.5.3.27.

1.5.3.31 - Quando o cultivo alcangar de 1,2 x 10" a 1,3 x 107,

retirar 30-40 litros de células em baldes para deixar de reserva a 4°C.

1.5.3.32 - Passar os 60 litros restantes a um tanque que conte-

nha 180 litros de MEM-10, mediante o seguinte procedimento:
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a) vsterilizar a linha de transferéncia:
b) baixar a pressao do tanque que contém o meio;

¢) abrir e fechar os registros que correspondam a |inha dc

transferenciag

d) passar os 60 litros de células ao tanque de 450 litros con

180 Titros de MEM-10, tendo o cuidado de agitar a 80-100 rpm.

1.5.3.33 - Instalar a mangueira de semear para a sala corrcspon-

dente e semear 300 ml de suspensao por garrafa (Ver calculos paq. 551,

1.5.3.34 - Transportar as cestas com garrafas a estufa a 37°C,

girar as estantes-roller e incubar durante 72 horas.

1.5.3.35 - No caso de semear as garrafas com 400.000 cél/m) com

300 ml, o tempo de incubacao se reduz a 48 horas.

1.5.4 Esquema de cultivo em tanques para a producao de virus

1.5.4.1 - Este esquema pode ser seguido em 2 cultivos paralclos
para inocular dois tanques por semana, de acordo com o indicado no pro-

grama para a producao de antigeno em suspensao somente (ver ponto 1.8.2).

Dia 1 - 40 litros celulas + 40 litros meio B0 litros
Dia 2 - B0 litros células + 110 litros meio 190 litros
Dia 3 - 190 litros celulas + 190 litros meio 380 litros
Dia 5 - Sedimentacac

Dia 5 - Eliminar meic de crescimento e adicionar

meio de manutencao.
M acs
1.5.4.2 - 0s mesmos materiais utilizados no esquema para semear

em roller, com excepgao das garrafas e as tampas.
Paoccedonen to

1.5.4.3 - Seguir o mesmo procedimento basico utilizado no culti-

vo de celulas para a semeadura final em garrafas-roller,
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1.5.4.4 - E muito importante que nestes cultivos o pH nao baixe

de 7,0, especialmente no Gltimo, antes da sedimentacao, que deve manter-
se, sempre que possivel, em 7,2. Para isto, deve-se vigiar continuamen-=

te para adicionar, periodicamente, ar em profundidade.

1.5.4.5 - Quando a contagem de celulas estiver entre 1,2 x 10°
a 1,4 x 10°, parar a agitagdo, eliminar a agua a 37°C da camisa e trocar

por agua a 4°c.

1.5.4.6 - A sedimentacao deve ser feita a 4°C durante 24 horas

até que a contagem no sobrenadante nao seja maior de 50.000 cel/ml.

1.6 CALCULOS

1.6.1 Contagem de celulas

Materials
1.6.1.1 - Hemocitometro conservado em alcool.
1.6.1.2 - Microscopio comum com objetiva 10x e ocular 10x.
1.6.1.3 - Solugao de eosina a 2%.

1.6.1.4 - Pipetas de 1 e 5 ml.
1.6.1.5 - Pipetas=-Pasteur.
1.6.1.6 - Tubos de hemolise.

1.6.1.7 - Seringa estéril de 20 com agulha 30 x 18.

1.7.1.8 - Perinha de pressao manual.
1.6.1.9 - Frascos de 20 ml para colher amostras.
1.6.1.10 - Erlenmeyer com sifao.

1.6.1.11 Bico de Bunsen.
Procedimento

1.6.1.12

Para colher amostras procede-se da seguinte maneira:
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forma:

a) Tanques

- retirar a contra-tampa de ago do orificio para colher amos-

tras do tanque;

- limpar bem o operculo de borracha com uma gase embebida com

alcool iodado;
- adicionar um pouco de alcool iodado ao operculo e flambar;
- retirar a amostra com a seringa;
- usar o resto para a contagem celular,
b) Baloes

- uma vez flambado, retira-se a tampa do sifao do balao e li-

ga-se o Erlenmeyer de 200 m! com sifao a entrada do mesmo;

- com a perinha de pressao ligada aoc filtro do sifao, trans-

ferir uma amostra de 20 a 30 m! ao Erlenmeyer;
- retirar este tampando a saida do balao;

- aproveitar a amostra para o controle bacteriologico em TPB

e para contagem celular.

1.6.1.13 - Para a contagem de células procede-se da seguinte

- pipetar a suspensao celular 10-20 vezes e diluir 1 ml da
mesma em 3 ml de cosina a 2/ e misturar bem em tubo de he-

molise. Deixar em absorgao por 2 minutos;

- secar bem a camara de contagem, molhar levemente os suportes
da Taminula e coloca-la sobre os mesmos, pressionando para

que fique bem aderida;

- examinar as celulas ao microscopio e contar as vivas, rc-

fringentes e nao tingidas em 6 quadrados da camara (Fig. 10).
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Cotende

1.6.1.14 - Determinar a quantidade de celulas por ml mediante o

uoo da Tabela das paqginas 51 a 54 ou fazendo um calculo matematico:

a) tabela (exemplo) - se se obtem uma contagem de 120 cclulas

nos 6 quadrados, a tabela indica 800.000 cel/ml;

b) calculo (exemplo) - contagem de 120 celulas em 6 quadrados:

- volume num quadrado: 1 mm {(lado) x 1 mm (lado) x 0,1 =m

(profundidade) .= 0,4 mm’; . w. L
- contar 6 quadrados: 120 : 6 = 20 celulas por quadrado;

-1 mm” =10 x 0,1 mm’

20 celulas x 10 = 200 cel. em 1 mm

’ 1000 x 1 cm’
200 células x 1000 = 200.000 cel. em 1 cm’

i
O
3

]

- fator de diluicao = 1:4
200.000 cel. x 4 = 800.000 cél. em 1 cm’ de suspen-
sao

- 0 numero de celulas em 1 ml € 10.000 vezes maior que o en-

contrado em 0,1 mm’, vezes o fator de diluicao.

1.6.2 Calculos para passagens de celulas e inoculagao de virus

Passagem balac/balac, balac/tanque ¢ tanque/ tanque
1.6.2.1 - A semeadura nestes casos deve ser feita com 600.000

cel/ml para obter um bom crescimento em 18-24 horas.

1.6.2.2 - Se temos uma suspensao de 24 litros com 1.056.000
ccl/ml, o calculo do volume adicional de meio a acrescentar ¢ o

sequinte:
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1.056.000 L -

400005 - 1,76 fator de diluigao

1,76 x 24 = 42 24 Vitros volume total da semeadura

42,24 - 24 = 18,24 litros volume do meio a ser adicionado.

Passagem taque/gartaqa-toldes
e v —— =,

1.6.2.3 - A semeadura em roller se faz com 300 ml por garrafa
> 330,000 cel/m] para obter um bom crescimento em 72 horas e com 400.000

cel/m]l para obter um bom crescimento em 48 horas.

1.6.2.4 - Com a mesma suspensao de 24 litros com 1.056.000 cel/

ml, o calculo e o seguinte:

al para cultivo de 72 horas

1.056.000
130,000 - -7
3,62 x 24 = 84 48 volume total

B4 L8 - 24 = 60,48 volume de meio a ser adicionado
84,48 : 0,300 = 282 numero de garrafas a ser semeadas

b) para cultivo de 48 horas

1.056.000 _,

Loo.000 ~ “

2,64 x 24 = 63,36

63,36 - 24 = 39,36 volume de meio a ser adicionado

63 : 0,300 = 210 namero de garrafas a ser semeadas

c) para um volume fixo de meio ou um numero fixo de garrafas

- Para fazer uma passagem € comum usar somente uma parte de

um cultivo com um numero conhecido de células.

- Por exemplo, se numa suspensao de 50 litros (50.000 ml) com
1.500.000 cel/ml se desejam semear 80 litros com 600.000

cel/ml:



Volume fixo de meio

50.000 x 1.500.000 = 7,5 x 10°” ndmero total de¢ oClu-

las em 50 litros.
7,5 x 10°° 6 x 10° = 125.000 ml

125.000 : 1000 125 litros diluicao maxina usando os

50 Titros.

Para o calculo dos 80 litros com 600.000 cC1/nm1

~— = 32 litros de suspensao corn 1.500.000

~No

5
cel/ml a ser usadas.

80 - 32 = 48 litros de meio a ser adicionados.

Numero fixo de garrafas

Se o objetivo e semear 1700 garrafas-roller com 300
ml cada uma com 330.000 cel/ml, o calculo é o scquin-

te:

1700 x 0,300 = 510 litros de suspensao (510.000 m1)
510.000 x 330.000 = 1,7 x 10! ndmero total de cilulas
1,7 x 1077 0 1,6 x 10" = 169 + 341 litros de meio

1,7 x 107" 1 1,25 x 10° = 136 + 374 litros de meio

1,7 x 107" 1,5 x 10" = 112 + 398 litros de meio

Ou seja, para semear 1700 roller (510 litros de¢ sus-
pensao) sao necessarios 169 litros de um cultivo com
1,0 x 10° cel/ml, ou 136 litros com 1,25 x 10° cel/ml,

ou 112 Titros com 1,5 x 107 ¢&1/ml .
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Calculo para o volume de meio a ser adicionado na

inoculagao com virus de células em suspensao

- A suspensdo a ser inoculada deve ter 2,5 x 10° cél/

ml.

0 cultivo de 380 litros deve ter uma contagem de
1,2 x 10% a 1,4 x 10% cél/ml no momento de iniciar a

sedimentagao.

Se a contagem ao parar o tanque for de 1,4 x 10%cel/
ml e no momento de eliminar o meio for de 4,5 x 10"
no sobrenadante, o total deve ser de 1,355 x 108 cél/
m! sedimentadas. O calculo do volume de meio de ma-
nutencao a ser adicionado as ceélulas sedimentadas €

0 seguinte:

6
1,355 x 107 _ 4 547 fator de diluicdo

2,5 x 10°

0,542 x 380 = 206 volume de meio a ser adicionado.

1.7 PRODUCAO DE ANTIGENOS E VIRUS SEMENTE

1.7.1 Em garrafas-roller

Matercacs
1.

1.

1

1

7.
7.

de conexao

1

1

.6
.7

Garrafas-roller com 48-72 horas de incubagao.
Meio de manutengao pH 7,6.

Virus-semente, em frasco com conexao para tanque.
Tampas de garrafas-roller.

Mangueira com campanula de inoculagao.

Mesa de inoculacao (id. de semeadura).

Funis de colheita com tanque de recepcao e mangueira

ao tanque de tratamento.



58

1.7.1.8
1.7.1.9
1.7.1.10
1.7.1.11
de manutencao.
1.7.1.12
1.7.1.13
1.7.1.14
1.7.1.15
1.7.1.16
1.7.1.17
1.7.1.18
Procedamento
1.7.1.19

semeadura total

- Bomba peristaltica.
- Tampao glicocola.
- Tanque de tratamento estéril,

- Filtro Orion CLO esteril preparadc para filtrar meio

- Linha de meio estéril.

- Linhas de transferéncia estereis.
- Agitador magnetico.

- Erlenmeyer.

- Tripsina 0,1%.

- Tanque de 450 litros, estéril.

- Cloroformio.

- Tripsinizar uma garrafa-roller e fazer contagem. Se a

resulta de duas semeaduras diferentes, fazer a contagem

separada de cada uma, utilizando uma garrafa.

1.7.1.20 - Para a contagem, continuar da seguinte forma:

a) eliminar o meio de crescimento;

adicionar 30 ml de tripsina 0,1% e girar manualmente parades-

prender todas as celulas;

adicionar 570 ml de meio de crescimento e agitar suavemente;

esvaziar a suspensao num Erlenmeyer com barra magnetica e

agitar durante 15 minutos para separar os grumos de celulas;

colher amostra para fazer contagem.

1.7.1.21 - A contagem deve dar de 90 a 125 celulas, o que equiva-

le a 3,6 x 10°% a 5,0 x 10% células por garrafa. Quando a contagem émais
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baixa nao conveém passar de 200 ml de inoculo por garrafa. Nas contagens

mais elevadas pode-se aumentar a 250-300 ml de inoculo, com alguns

1.7.1.22 - Filtrar meio de manutengao ao tanque de 450 litros em
quantidade suficiente para o numero de garrafas a ser inoculadas e para

o volume de indculo por garrafa, de acordo com o virus e a contagem de

celulas.

1.7.1.23 - Adicionar 2 ml de virus-semente por litro de meio ao

ranque de 450 litros e agitar a velocidade media durante 15 minutos.

1.7.1.24 - Ligar a mangueira de inoculacao a linha de transfe-

réncia e a mesa de inoculagao.

1.7.1.25 - Iniciar o transporte das cestas com garrafas da estu-
ta a sala de inoculagao e revisar cuidadosamente para eliminar as con-

taminadas por bactérias e fungos.

1.7.1.26 - Retirar as tampas das garrafas, virar as cestas para
eliminar o meio de crescimento e inocular cada uma com o volume previa-

mente calculado.

1.7.1.27 - Colocar novas tampas estéreis e devolver as cestas a

astufa-roller para incubar a 37°C durante 16-18 horas.

1.7.1.28 - Observar se ha uma boa destruicao celular e despren-

dimentc em laminas com aspecto mucoide e proceder a colheita.

1.7.1.29 - Ligar o aparelho de colheita a bomba peristaltica e a
entrada do tanque de tratamento por cloroformio, do qual se elimina a

pressac.

1.7.1.30 - Transportar as cestas do incubador a sala de colheita

e revisar cuidadosamente para eliminar as garrafas contaminadas com

bacterias e fungos.
1.7.1.31 - Ativar o sistema de esfriamento a 4°C do tanque.

1.7.1.32 - Abrir os registros de entrada ao tanque de tratamento,
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ativar a bomba peristaltica e iniciar a colheita virando individualmen-

te cada garrafa nos funis. Ativar o sistema de agitacao do tanquc.
1.7.1.33 - Passar as garrafas vazias para a sala de lavagem.

1.7.1.34 - Quando faltem 8 cestas, controlar o pH e adicionar
2,5 ml de tampao de glicocola por litro de antigeno para subir o pH de
7,1 a 7,3-7,4. 0 tampao adiciona-se sobre 0s funis durante a colheita

do virus.

1.7.1.35 - Paralelamente, tomar amostras do tanque para o con-
trole bacteriologico, titulacao e tipificacao por fixacao do complemen-

to (FC) de determinacao do titulo infectante.

1.7.1.36 - Calcular o volume do cloroférmio a ser usado (10 m1
por litro de suspensao viral) e adicionar ao tanque através do funil de
colheita, antes de colher as ultimas 8 cestas. Isto permite limpar os

restos de cloroformio das mangueiras e evitar que se deteriorem.

1.7.1.37 - Fechar o tanque, desligar o equipamento de colhvita ¢

aumentar a pressao a 10 Tb/pol2 no mesmo.

1.7.1.38 - Agitar vigorosamente a 80-100 rpm durante uma hora

para que o cloroformio destrua bem as membranas celulares.

1.7.1.39 - Parar a agitagao e deixar sedimentar durante 20 horas
a L4oc,

1.

fectante e bacteriologico.

~

.1.40 - Colher amostras para controles de pH, FC, titulo in-

1.7.1.41 - Clarificar para o tanque de inativagao (ver Procedi-

mento, pag. 37).

1.7.2 Suspensao em tanques

3@1{g7{a15

1.7.2.1 - Tanque com 380 litros de suspensao celular sedimenta-

da durante 24 horas.

1.7.2.2 - Virus-semente em frasco com conex3o para tanguc.
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1.7.2.3 - Tampao glicocola em frasco com conexao para tanque.
1.7.2.4 - Funis.

1 7.2.5 - Tanque de tratamento esteril.

1.7.2.6 Filtro Orion ChO estéril, preparado para filtrar meio

¢ manutencao.
1.7.2.7 - Linha de meio esteril.
© 7.2.8 - Linha de transferéncia esteril.
1.7.2.9 - TPB.
1.7.2.10 - Seringas.
1.7.2.11 - Cloroformio.
1.7.2.12 - Manqueira de conexao para filtrar meio.
1.7.2.13 - Meio de manutengao pH 7,6.
ARISUCIIES

1.7.2.14 - Fazer uma contagem celular do sobrenadante para con-

firmar a existencia de 50.000 cel/ml ou menos.

1.7.2.15 - Eliminar o meio sobrenadante pela saida corresponden-

inferior do tanque.
1.7.2.16 - Parar a circulagao de agua a 4°C na camisa e iniciar
5 ode 37°9C.

1.7.2.17 - Filtrar o meio de manutencao ao tanque, calculando o
volume de acordo com a contagem celular obtida no momento de iniciar a
cedimentacao, de modo que fiquem 2,5 x 10° cél/ml no momento de resus-

pender novamente as celulas. Iniciar a agitacao do tanque.

©.7.2.18 - Agitar a 110-120 rpm durante 30 minutos para resus-

pender as celulas e desfazer os grumos.
£.7.2.19 - Controlar o pH.

©.7.2.20 - Fazer uma contagem celular para confirmar o numero de

col/ml ¢ nbservar se houve muita mortalidade.
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1.7.2.21 - Adicionar 2 ml de virus-semente por litro de meio e

regular a velocidade de agitagao a 80 rpm.

1.7.2.22 - Realizar controles bacteriologicos de pH e de conta-

gem celular cada 2 horas durante todo o processo.

1.7.2.23 - Em geral e conveniente passar ar na superficie (5-10
I/min) desde o inicio do cultivo para evitar que o pH baixe de 7,1-7,2.
A medida que o pH baixar e necessario aumentar a passagem de ar na su-

perficie e em profundidade cada 20 minutos.

1.7.2.24 - Pode-se reduzir a passagem de ar se o pH subir ou se

mantiver devido a destruicao celular.

1.7.2.25 - Quando a contagem celular e inferior a 100.000 cél/ml

parar o cultivo esfriando a 4°C.

1.7.2.26 - Passar o antigeno pela linha de transferéncia ao tan-

que de tratamento.

1.7.2.27 - Colher amostras para controles de pH, FC, titulo

infectante e controle bacteriologico.

1.7.2.28 - Circular agua a 4°C pela camisa do tanque de

tratamento.

1.7.2.29 - Adicionar cloroformio pela entrada correspondente, na

proporgao de 10 ml por litro de antigeno.
1.7.2.30 - Aumentar a pressao no tanque a 10 Ib/pol=.

1.7.2.31 - Agitar vigorosamente a 80-100 rpm durante uma hora

para que o cloroformio destria bem as membranas celulares.

1.7.2.32 - Parar a agitacao e deixar sedimentar durante 20 horas
a 4°c.

1.7.2.33 - Colher amostras para controle de pH, FC, titulos

infectantes e controle bacterioldgico.

1.7.2.34 - Clarificar para o tanque de inativacao (ver Procedi-

mentos, pag. 37).



1.7.3 lpativagéo

(?:E-NV) .

1

1

Procedamento

1.7.3.

7.

7.

3.
3.

.10

.1

.12

13
14

15
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Hidrobromido de 2-bromo-etilamina (BEA)
CH, Br CH, NH, HBr PM = 204,89
Hidroxido de sodio PA PM = 39,997
Tiosulfato de sodio PA

Na, 5,0, 0 PM = 248,18

Solucao a 1% de B-Naftol violeta em agua destilada

Agua destilada esteril a 37°¢C.

Balanca de precisao.

Banho-maria a 37°C.

Beakers de 500/ml.

Provetas de 2 litros.

Pipetas.

Capela quimica com exaustor.

Balao com sifao e conexao para o tanque de inativacao.
Agitador magnetico.

Barra magnetica.

Calculo:

1.7.3.15.1 - 0 calculo esta baseado na preparagao de uma solucao

de 0,1 M de BEA (20,5 g de BEA por litro) numa solucao de 0,175 M de

NaOH (7 g de NaOH por litro), para usar 15 ml de inativante (BEI) por

cada litro de antigeno a ser tratado. Adicionar 0,5 m! de indicador 8 NV

por litro de

inativante.
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1.7.3.15.2 - Ou seja, para 50 litros serao necessarias as oc-

gquintes quantidades:
a) 15 x 50 = 0,75 litros de agua (750 m1)
b) 7 x 0,75 = 5,25 g de NaOH
) 20,5 x 0,75 = 15,4 g de BEA

d) 0,5 x 0,75 = 0,4 ml de - Ny

1.7.3.16 - Preparacao:

1.7.3.16.1 - Pesar o NaOH ¢ o BEA em beakers separados.

1.7.3.16.2 - Medir a agua a 37°C e adicionar um pouco ao beaker
cor o NaOH, dissolver por agitacio magnetica e vazar em balao. Repetir
¢ Gperagao duas vezes para dissolver bem e lavar o beaker, Adicionar a

agua restante ao balio e agitar bem.

1.7.3.16.3 - Dissolver o BEA na mesma forma, usando a solucao de

NaOH.

1.7.3.16.4 - Adicionar o indicador NV e ag tar. A solugao “ica-

ra de cor violeta escura (pH 10,0-12,0).

1.7.3.16.5 - Fechar bem o baliao com o sifao e colocar em banho-
maria durante uma hora para favorecer a conversao de BEA em BE!, o que
ocorre entre 15-45 minutos. Ao formar-se a BEl o indicador fica de cor

slaranjada (pH 8,5-9,5).

1.7.3.17 - Inativacao:

1.7.3.17.1 - Pre-aquecer o antigeno a 37°C antes de adicionar o

imativante.

1.7.3.17.2 - Ligar o sifao 3 entrada do inativante do tanque e

Passar com pressao positiva.

1.7.3.17.3 - Agitar durante 24 horas a 37°C.
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1.7.3.17.4 - Colher amostras para:
a) controle bacteriologico;

b) seqiiencia de inativagao;

c) FC;

d) inocuidade.

1.7.3.17.5 - Ao terminar a inativacao, adicionar solugao de tio-
sulfato de sodio 1 M em quantidade suficiente para obter uma concentra-

cao final de 0,005 M (5 ml x litro de antigeno).

1.7.4 Preparagéo de virus-semente

Matenads

i.7.4.1 - Seis garrafas-roller de 72 horas de crescimento com

aproximadamente 3,5-5,0 x 10% células BHK-21 clone 13 linha VI.

1

1.7.4.2 1.200 m] de meio de manutengao com TRIS 30%, pH 7,6.

1.7.4.3

3 7,5 DICTsg/ml. 2 ml por litro de inocuio.

Virus de produgao com titulo infectante maior ou igual

1.7.4.4 - Bomba de vacuo e pressao.

i.7.4.5 - Tampao glicoccla ou solugao de bicarbonato de sodio
AN

1.7.4.6 - Solugcao de alcool iodado a 2%.

1.7.4.7 - Gase.
1.7.4.8 - Fluxo laminar.
1.7.4.9 - Beaker grande para eliminar o meio.

1.7.4.10 - Baloes de vidro de 2 litros com sifac e barra

nagnetica.
1.7.4.11 - Pipetas de 10 ml,

1.7.4.12 - Agitador magnetico.
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1.7.4.13 - Provetas.

1.7.4.14 - Campanula de inoculacao.

1.7.4.15 - 30 frascos plasticos de vacina de 50 ml.
1.7.4.16 - Tampas e operculos.

1.7.4.17 - Maquina de fechar opérculos.

1.7.4.18 - 10 frascos de penicilina vazios estéreis.

Procodamentos

1.7.4.19 - Controlar o pH do meio e corrigir a 7,6 s¢ for
necessario.
1.7.4.20 - Preparar a suspensao de virus no meio de manutencao,

adicionando 2,4 ml de virus-semente.
1.7.4.21 - Fazer controle bacteriologico da suspensao em TPB.

1.7.4.22 - Desinfetar bem com alcool iodado a regiao da boca e

tampas das garrafas.
1.7.4.23 - Eliminar o meio de cultivo.

1.7.4.2k - Inocular 200 m! de suspensao viral por garrafa-roller,

usando o sifao com campanula de inoculacao e a bomba.
1.7.4.25 - Incubar a 37°C durante 18-24 horas.

1.7.4.26 - Colher o virus em balao com sifao e barra magnética e

por sobre agitador magnético.

1.7.4.27 - Colher uma amostra para controles de pH, FC, titulo

infectante e controle bacteriologico.
1.7.4.28 - Regular o pH a 7,6.
1.7.4.29 - Envasar em frascos de vacina e de penicilina.

1.7.4.30 - Opercular e congelar a -70°C em REVCO.
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1.8 ESQUEMAS SEMANAIS DE PRODUGAOQ

toquemas de predugac

Nas paginas seguintes descrevem-se os trés programas de produgao
sequidos no LARA-Campinas que podem servir de base para nuitas outras

variacoes.

AbY;}[H}fﬂﬁf{S

MC = meio de crescimento

MM = meio de manutengao

T = tanque de cultivo de 120 litros

T2 = tanque de cultivo de 120 litros

T3 = tanque de cultivo de 450 litros

T4 = tanque de cultivo de 450 litros

T5 = tanque movel de 300 litros

Th = tanque de tratamento de 450 litros
T7 = tanque de inativacao de 450 litros
AL = area limpa

MEM-10 = meio essencial minimo 10/ soro bovino

TPB = caldo de fosfato de triptosa
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1.9 CONTROLES DE PRODUCAOQ

1.9.1 Resumo de controles

1.9.1.1 - Meios

Pre gl tracao:

a) bacteriologico (titulagao) do soro;

b) bacteriologico (titulagao) do meio total;

c) pH.
Filtnagac:

a) bacterioldgico ao infcio, metade e final da filtracao na sai-

da do filtro;
b) pH ao inicio e ao final da filtracao;

c) bacterioldgico de baldes mantidos durante 16 horas a 37°C de-

pois da filtracao;

d) bacteriologico de tanques mantidos durante 16 horas a 37°¢

depois da filtragao.

1.9.1.2 Cultivos celulares

Controles periodicos durante o cultivo em baloes ¢ tanques:

a) pH;
b) bacteriologico;

c) contagem celular.

Garragas-roflen:

a) visual, de contaminagao;

b) contagem antes de inocular.

1.9.1.3 Antigenos

Vurante ¢ cudtdvo em suspensac em tanqgue:

a) contagem ao ressuspender em meio de manutencao;



b) cada 2 horas durante o cultivo:
- bacteriologico
-pH

- contagem celular,

Cothedta:

a) pH;
b) bacteriologico;
¢) titulo infectante;

d) FC. Titulagao e tipificagao.

Tratamento com cLorofonmio:

a) pH;

b) bacteriologico;

¢} titulo infectante;

d) FC. Titulagao e tipificacao.
Clardgicacao:

a) pH;

b) bacteriologico;

c) titulo infectante.
[nativagao:

a) seqiéncia de inativagao;

b) bacteriologico.

Inatevado:

a) pH;
b) bacteriologico;
) FC. Titulacao e tipificacao;
) inocuidade;
e) dose protetora cobaia 50%.
f) quantificacao de particulas 140S;

g) clivagem de VP1.
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Iiccuwedade:

a) FC. Tipificacao do material da terceira passagem.
1.9.1.4 - Semente

a) pH;

b) bacteriologico;

c) titulo infectante;
d)

FC. Titulagao e tipificagao.

1.9.2 Titulo infectante

}@jgﬂ{g££
1.9.2.1 - Amostra de antigeno a ser titulado.
1.9.2.2 - Meio de manutencao.
1.9.2.3 - Grade de cultivo para tubos.
1.9.2.4 - Grade para tubos de diluigao.
1.9.2.5 - 40 tubos com celulas BHK-21 clone 13, monocamada com

48 horas de incubagao.
1.9.2.6 - 10 tubos de diluigao.
1.9.2.7 - Pipetas de 1 ml, 5 ml e 10 ml.
1.9.2.8 - Propipeta.
1.9.2.9 - Seringa automatica de 5 ml.
1.9.2.10 - Recipiente com gelo para preparar as diluigoes.
1.9.2.11 - Solucgao de bicarbonato de Na a 7,5%.
1.9.2.12 - Fluxo laminar.

Procedanentoes

- - -8 .
1.9.2.13 - Preparar diluicoes de 10 a 10 de antigeno, usan-
do volumes de 4,5 ml de diluente (meio de manutengao) e 0,5 ml de

antigeno.

OBSERVACAO: Todos esses matcriais devem estar em recipiente com gelo.
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1.9.2.14 - Eliminar o meio de cultivo dos tubos.

1.9.2.15 - Inocular 0,1 ml por tubo de cada diluigao, usando 5
tubos por diluicao. A inoculacdo inicia-se pela diluigao mais alta,
cont inuando em forma descendente e usando a mesma pipeta. lnocular as

. -8 -
diluicoes de 10 a 10 ’

1.9.2.16 - Com uma seringa automatica, adicionar 1 ml por tubo,

sequindo a seqiiencia indicada no ponto 1.9.2.15.

1.9.2.17 - Incubar a 37°C e fazer leituras diarias durante 3

dias.

1.9.2.18 - Calcular o titulo do antigeno pelos métodos de Reed e

Muench ou o de Karber.

Exemplo de calculo de titulo infectante. Metodo de Kidrber

a) Formula:

Log DICTso + L - d(5-0,5)

L = log negativo da menor diluigao usada
d = diferenca entre o fator de diluigao
S = soma das proporgoes das provas positivas

b) Ordenacao dos dados:

Diluigao de Proporgao de
virus tubos positivos
107" b/h = 1
1077 b/h =1
107" bk = 1
107" 2/4 = 0,5
107" 1/4 = 0,25

-6
10 0/4 = 0
3,75



<) Calculo

Log DICT., = L - d(5-0,5)
= -1 - 1(3,75-0,5)
= -1 - 1(3,75)
= -1 - 3,75
= -4,25/0,1 ml
Titulo = 10°°°°/1 mi
P.9.3 tsterilidade
Ao
1.9.3.1 - Caldo-triptosa-fosfato (TPB) em volumes de 50 ml em

‘rascos de 100 ml com tampa de rosca.
1.9.3.2 - Seringas de 20 ml.
1.9.3.3 - Bico de Bunsen.
£.9.3.4 - Fluxo laminar.

1.9.3.5 - Alcool iodado.

1.9.3.6 - Gase.

1.9.3.7 - Sifoes colhe-amostra de 250 m].
1.9.3.8 - Mangueiras-tampa-sifao.

1.9.3.9 - Bomba manual de pressao.

wodimontos

- Meio de crescimento

1.9.3.10 - Flambando com bico de Bunsen, ligar sifoes colhe~arc

ras & saida do filtro-Seitz e retirar uma amostra ao infcio da filtia

Lao, no meio e ao final.

1.9.3.11 - Levar ao fluxo laminar e inocular 1 ml de cada amos-

tra em cada um dos 2 frascos de TPB.

1.9.3.12 - Incubar a 37OC durante 10 dias, observandodiariament.c,
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1.9.3.13 - 0 meio filtrado aos tanques incuba-se a 37°C durante

a noite, procedendo da seguinte forma para o controle bacteriologico:
a) abrir a boca colhe-amostra do tanque;
b) limpar a rolha de borracha com gase embebida em alcool iodado;

c) colher a amostra com a seringa e inocular diretamente 1 ml em
cada um de 2 frascos de TPB, tendo o cuidado de flambar duran-

te a operacao;
d) incubar a 37°C durante 10 dias, observando diariamente.

1.9.3.14 - 0 meio filtrado aos baloes incuba-se a 37°C durante a

noite, procedendo da seguinte forma para o controle bacteriologico:
a) ligar em forma estéril o sifao colhe-amostra ao sifao do
balao;

b) ligar a bomba manual de pressao ao mesmo e acionar para pas-

sar uma amostra ao sifao colhe-amostra;

¢) retirar em forma esteril flambando e tampando as saidas dos
dois sifoes;
d) levar as amostras ao fluxo laminar e inocular 1 mi de cada

amostra em cada um de 2 frascos de TPB;
e) incubar a 37°C durante 10 dias, observando diariamente.

- Meio de manutencao

1.9.3.15 - Para filtrar aos tanques, proceder na mesma forma in-

dicada para o meio de crescimento nos pontos 1.9.3.10 a 1.9.3.12.

1.9.3.16 - Caso se conserve meio em tanques, proceder da mesma

forma indicada no ponto 1.9.3.13.

1.9.3.17 - Com o meio filtrado nos baloes, proceder da mesma

forma indicada no ponto 1.9.3.15.

- Cultivo de células em tanque ou em baloes

1.9.3.18 - Sempre que se colher uma amostra para fazer contagem
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celular e controlar o pH, realizar um controle bacteriologico proceden-

do da sequinte forma:
a) abrir a boca colhe-amostra do tanque;
b) limpar a rolha de borracha com gase embebida em alcool inodado;

c) colher a amostra com a seringa e inocular diretamente 1 ml em
cada um de 2 frascos de TPB, tendo o cuidado de flambar duran-

te a operacao;

d) incubar a 37°C durante 10 dias, observando diariamente.

- Produgao de antigeno em suspensao

1.9.3.19 - Durante a produgao de antigeno em tanques, colher
amostras cada 2 horas para fazer controle de contagem celular, pH e

bactericlogico.

1.9.3.20 - Os controles bacteriologicos realizam-se na forma in-

dicada no ponto 1.9.3.18.

- Processamento de antigenos

1.9.3.21 - Durante o processamento do antigeno colhem-se as se-
guintes amostras para o controle bacteriologico e outros controles de

qualidade:
a) depois da colheita, no tanque de tratamento com cloroformio;
b) depois do tratamento com cloroférmio neste mesmo tanque;
c) depois da clarificagao no tanque de inativacao;

d) durante a inativacao conjuntamente com o controle de seqlén-

cia de inativacao;
e) ao final da inativagao, antes de passar a area !impa.

1.9.3.22 - Estescontroles se realizam da mesma forma indicada no
ponto 1.9.3.18.
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1.9.4 Titulagao de contaminacao do meio pre-filtrado

HCLT \’/’I‘KI_CLS_S‘

1.9.4.1 - Serie de 20 tubos de cultivo celular com rosca, com

9 ml de caldo TPB cada um.
1.9.4.2 - Erlenmeyer de 200 m! para colheita de amostra.
1.9.4.3 - Fluxo laminar.
1.9.4.4 - Pipetas de 1 ml.
1.9.4.5 - Grade para tubos.
Precedinente

1.9.4.6 - Colher uma amostra de meio na saida do tanque de pre-

paragao, antes de entrar no filtro-Seitz.

1.9.4.7 - Levar a amostra ao fluxo laminar e inocular 1 ml da

amostra em cada um de 2 tubos de TPB.

1.9.4.8 - Fazer diluicoes seriadas duplas de 1:10 ate chegar a
10” 0, passando 1 ml de cada diluigao previamente agitada e bem
misturada.

1.9.4.9 - Incubar a 37°C durante 10 dias, observando

diariamente.

1.9.4.10 - Calcular o titulo da contaminagao. 0 grau de contami-
nacao do meio pre-filtrado nao deve ser superior a 10° por ml, ja que
uma contaminagao maior compromete a capacidade de retencao das placas
filtrantes (supersaturacao) e € necessario aumentar a superficie
filtrante mediante o aumento do numero de placas clarificantes e

esterilizantes.

1.9.5 Seqléencia de inativagao

Hatendads

1.9.5.1 - 3 garrafas-roller com celulas BHK-21, clone 13 de
monocapa ou suspensao, con 48-72 horas de incubacao e com meio de

manutencao.
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1.9.5.2 - Seringas de 20 ml.
1.9.5.3 - Bico de Bunsen.
1.9.5.4 - Alcool iodado.
1.9.5.5 - Gase.

Procedanente

1.9.5.6 Abrir a boca-colhe-amostra do tanque de inativacao.

1.9.5.7

alcool iodado.

Limpar a rolha de borracha com gase embebida em

1.9.5.8

em forma esteril sobre o meio de uma garrafa-roller (n3o sobre as célu-

Colher uma amostra de 10 ml com a seringa e inocular

las porque elas se desprendem).
1.9.5.9 - Incubar a 37°C durante 5 dias na estante-roller.
1.9.5.10 - Corrigir o pH quando seja necessario.

1.9.5.11 - Realizar esta operagao as 2 horas de iniciada a ina-

tivacao, as 10 horas e as 20 horas.
1.9.6 lInocuidade

1.9.6.1 - A prova de inocuidade se realiza com as seguintes

amostras de antigenos inativados:
a) amostra colhida do tanque ao término da inativacao;

b) amostra colhida na area limpa de producao de vacina no momen-

to de receber o antigeno;
c) amostra da pre-mistura trivalente antes de produzir a vacina.
Matendacs
1.9.6.2 - 18 garrafas-roller (6, 6 e 6) semeadas com 48 horas de

diferenca com celulas BHK-21 clone 13 de monocamada ou suspensao de 48

horas de crescimento. (Tambem podem-se usar 9 roller e 9 Roux para pas-
sar 3+3, 3+3 e 3+3).
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1

1

rocedanente

9.
.9.

6

13

1.9.6.14

- Solucao salina balanceada de Earle'‘s pH 7.,b4.

- Meio de manutengao pH 7,6.

- Rolhas de borracha especiais com respiradouro.
- Beaker de 1000 mi.

- Provetas de 500 ml.

- Pipetas de 10 ml.

- Fluxo laminar (ou bico de Bunsen).

Alcool iodado.

- QGase,

- Solucao de bicarbonato de sodio a 7,5/.

Beakers de 250 mi.

- Colher uma amostra de 200 m! de antigeno ¢ csfriar a

L°C, caso nao seja processada imediatamente.

1.9.6.15

protocolo.

1.9.6.16

1.9.6.17

alcool iodado.

1.9.6.18

1.9.6.19

Her (+ 40 ml

- Numerar as garrafas-roller de 1 a 6 e preparar o

- Levar todos os materiais necessarios ao fluxo laminar.

- Limpar bem as garrafas-roller com uma gase embebida em

Eliminar o meio de crescimento num beaker de 1000 mi.

- Adicionar ¢ 100 m] de SSB de Earle's por garrafa-ro-

por garrafa-Roux), girar suavemente para lavar as células

e eliminar. Repetir 2 vezes mais por garrafa.

1.9.6.20 - Adicionar 300 ml de meio de manutencao (100 ml por

Roux) .

1.9.6.21

- Inocular 10 ml de antigeno inativado por roller (5 ml

por Roux) em cada uma de § garrafas, deixando a sexta como controle.
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'.9.6.22 - Substituir as tampas de rosca por rolhas de borracha
com respiradouro para permitir a eliminacao do €0z e evitar a descida
P P

do pH.

1.9.6.23 - Incubar a 37°C por 48-72 horas. (As garrafas-Roux
devem agitar-se periodicamente, durante as primeiras seis horas de

incubacao.

1.9.6.24 - Observar diariamente as monocapas para verificar a
producao de alteragdes virais e reducoes de pH, adicionando solucac de

NaHCO, a 7,57 se este Gltimo baixa de 7,0.

1.9.6.25 - Depois das 48-72 horas, as garrafas se agitam vigoro-
samente para desprender as células. (As garrafas-Roux devem ser conge-

ladas e descongeladas para obter o mesmo resultado).

1.9.6.26 - Numerar uma nova série de 6 garrafas e passar 10 m)
de suspensao celular da garrafa N 1 da primeira passagem para a NO 1
da segunda passagem, e assim sucessivamente até chegar a N9 6, repe-
tindo os pontos 1.9.6.15 a 1.9.6.24.

1.9.6.27 - Repetir o procedimento por terceira e G4ltima vez.

1.9.6.28 - Ao terminar a incubagao da terceira passagem fazer um

"pool" com o meio das garrafas 1 a 5 e enviar a sorologia para a FC.

1.9.6.29 - Se algumas garrafas da 22 ou 3@ passagem apresentam
alteracoes, enviar amostras individuais a sorologia para ser estudadas
por FC. As amostras da 12 passagem sempre dao resultados positivos na

prova de FC devido ao antigeno residual do primeiro inoculo.
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2. AREA LIMPA

2.1 CONS IDERAGCOES GERAIS

As técnicas de cultura de células se desenvolveram de antigos me-
todos de estudo de embriologia. No comego do seculo, se estabeleceu
uma tecnica reprodutivel, demonstrando a continuidade de funcoes vitais

de celulas 7n vitro.

Carrel, em 1913, descreveu a utilizacao do extrato de embriao pa-
ra promover o crescimento de certas celulas, o que se poderia considerar
como ponto de partida para as tecnicas tradicionais de culturas celula-
res, Carrel também demonstrou a importancia das tecnicas assépticas,
evitando contaminacoes bacterianas nas manipulagcoes das culturas

celulares,

0 desenvolvimento de tecnicas atuais foi grandemente incrementado
por Earle e seus colaboradores no National Cancer Institute, demonstran-
do a habilidade das células para crescer diretamente sobre a superficie
do vidro, em grandes quantidades, ou em propagar-se em suspensao. Na
América do Sul, Chile foi o primeiro pais a estabelecer tecnicas de cul-
turas celulares para o diagnostico da febre aftosa e da poliomelite em

1952, no Instituto Baterioldgico do Ministério da Saude.

A cultura de células animais ‘= .- €& possivel gquando se repro-
duzem as condigoes mais aproximadas do crescimento ¢n vivc. Essas condi-
coes sao basicamente do tipo ambiental: temperatura, pressao osmotica,
concentragae hidrogenionica, presenca de ifons organicos e de metabolitos

organicos essenciais.

O0s meios de cultura para celulas sao uma combinagao de sais mine-
rais, aminoacidos e vitaminas, quimicamente definidos e equilibrados.
fncorpora-se Vermelho-Fenol como indicador de pH. A necessidade desse
componente € geralmente comum a todos os tipos de celulas. 0 crescimen-
to e a sobrevivéncia das celulas ©n vitrc requer a presenga de determi-
nantes macromoleculares, que sao obtidos de soro animal utilizado. 0 am-

biente controlado deve ter um pH adequado para o crescimento de celulas,



a3
que geralmente varia entre 7,2 e 7,4. A maior parte dos meios conta com

um sistema tampao fosfato/bicarbonato, para controlar as variacgoes de

pH, pois as celulas metabolizam produzindo acidos que baixam o pH.

A temperatura para o crescimento otimo das células de mamiferos
e de 370C,

2.1.1 Seguranca biologica

A seguranga biologica se refere ao controle dos elementos micro-
bianos em um determinado ambiente. Sua aplicagao no laboratorio, onde
sao manipulados agentes patogénicos, significa proteger tanto o pessocal

guanto o experimento.
As causas mais freqlientes de infeccao no laboratdrio sao:

a) aspiracao oral, acidental, de material infeccioso, atraves de

uma pipeta;
b) inoculagao acidental com uma seringa e agulha;
¢) mordeduras de animais;
d) aspiracao de aerossois;
¢) acidentes com centrifugas.

4.1.2 Procedimentos de seguranga

2.1.2.1 - Usar pipetas de seguranga com bulbos ou tubos de borra-
cha ou com pipeteadores especiais como a propipeta. Fica proibida a pipe-

tagem bucal.

2.1.2.2 - Usar camaras de fluxo laminar vertical é obrigatorio

quando sao ou podem ser gerados aerossois perigosos para a saude humana.

2.1.2.3 - Descontaminar o ambiente com algum desinfetante quimico
cficaz, limpando as mesas apos completar as operagoes de trabalho com ma-

teriais infecciosos ou ao final de cada dia.

2.1.2.4 - Matcriais infecciosos, toxicos, corrosivos, explo-

sivos ou de qualquer outro risco, devem ser tratados por autoclave,
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neutralizados ou sofrer qualquer outro processo que os deixe livres de

perigo antes de ser descartados em pias ou em linhas de esgoto.

2.1.2.5 - Deve-se usar roupas especiais para trabalhar na area
do laboratorio. Em restaurante, biblioteca e outras areas nao infecta-

das deve-se usar roupas limpas.

2.1.2.6 - Materiais de vidro devem ser descartados em depositos
especiais contendo algum desinfetante quimico. Nao deixar materiais in-

fectados ou toxicos no laboratorio.

2.1.2.7 - No laboratorio, deve-se manter as maos afastadas da bo-

ca, nariz, olhos e do rosto, evitando-se fumar, comer ou beber.

2.1.2.8 - Tomar as precaugoes necessarias durante a centrifugagao

de materiais infectados.
2.1.2.9 - Evitar ao maximo, gerar aerossois

2.1.2.10 - Cadaveres de animais, assim como ovos embrionados de-

vem ser colocados em sacos plasticos especiais e incinerados.

Z.1.3 Lavagem, preparo e esterilizacao de material

0 pessoal deve usar roupas especiais de trabalho. Para manipular
substancias corrosivas, recomenda-se o uso de luvas e aventais de borra-
cha. E recomendavel usar luvas de amianto para o manejo de fornos-Pasteur

¢ de autoclaves.

De modo nenhum deve ser usado qualquer material lavado e prepara-
do em outras areas de laboratorios que trabalham com agentes contaminan-

tes, sejam eles bioldgicos, quimicos ou fisicos.
2.1.3.1 - Vidraria

A cultura de celulas exige um tratamento especial da vidraria, a

qual nao deve ser de uso comum a outros laboratorios.

0s frascos usados em culturas celulares ou com meios de cultura,
devem ser enxaguados, imediatamente apos o uso, para prevenir a coagula-

cao de proteinas nas paredes.
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Lavagem
a) a vidraria ¢ deixada de molho em solugao a 1% de detergente
durante uma noite (EVENT). Todo material novo se deixa de mo-
Tho em solucao a 2% de detergente durante 3 a 4 dias.
A solucao de detergente deve ser trocada uma vez por semana

ou sempre que se observar suja;

b) retirar do detergente e escovar bem para eliminar detritos,
inclusive restos celulares, aderidos as paredes. Usar escovas
apropriadas ao tamanho do frasco, e em boas condigoes para

nac arranhar o vidro;
c) enxaqguar * 5 vezes com agua comum;
d) enxaquar *+ 5 vezes com aqua desmineralizada;

e) enxaguar com agua bidestilada ou de osmose reversa, pelo menos

uma vez;

f) apos eliminar excesso de agua, secar em forno-Pasteur a 1500C

por 30 minutos.

Propaie

0 material a preparar deve estar seco e frio.

A forma de preparar o material tem grande importancia sobre a fa-
cilidade de seu emprego posterior e a conservagao da esterilidade por
maior tempo. Em geral, as partes abertas sao cobertas com papel-aluminio
de espessura 0,04 mm, o qual é protegido com papel-Kraft, amarrando-se

com barbante de 12 fios (R-44 Colli S.P.).

0s tubos de ensaio para cultura de celulas sao colocados em cai-

xas especiais, com a boca dos tubos voltada para o fundo da caixa.

As seringas hipodérmicas sao preparadas em tubos de ensaio ou de
hemolise, com papel-aluminio no fundo do tubo para proteger a ponta da

agulha.



86

Estenidizacao

Esterilizar em forno-Pasteur a 1809C durante 2 horas.

2.1.3.2 - Pieetas

2.1.3.2.1 - As pipetas usadas sao recebidas em cilindros com so-

lucao de detergente a 1%.

2.1.3.2.2 - Retirar a protegao de algodao com pressao de agua

(rolha perfurada de forma especial, de modo a adaptar-se a torneira e
a ponta da pipeta), o que ja significa um enxaglie em agua comum.

2.1.3.2.3 - Enxaguar com agua desmineralizada com 10 ciclos no

cilindro lavador de pipetas.

2.1.3.2.4 Secar em forno-Pasteur a 1509C por 30 minutos.

2.1.3.2.5 =~ Apbs esfriar, colocar algodao hidrofobo (nao absar-

vente) no bocal.

2.1.3.2.6 - Separar por capacidade e graduagao, em caixas de
aco inox. As pipetas também podem ser envoltas em papel-Kraft, indivi-

individualmente.

2.1.3.2.7 - Esterilizar em forno-Pasteur a 1800C durante 2 horas.
2.1.3.3 - Tampas de rosca e/ou de borracha
2.1.3.3.1 - Deixar as tampas novas de molho em detergente a 2%

durante 1 semana.

2.1.3.3.2 - Deixar as tampas ja usadas de molho em detergente

a 1% durante a noite.

2.1.3.3.3 - Enxaguar com agua corrente.

2.1.3.3.4 - Enxaguar * 5 vezes com agua desmineralizada;
2.1.3.3.5 =~ Secar em temperatura ambiente ou a 37°C.

2.1.3.3.6 - As tampas pequenas sao separadas por namero em fras-

cos de boca larga tapados com papel-Kraft.



o
~

2.1.3.3.7 - As tampas grandes sao embrulhadas em papel-Kraft,

individualmente.

2.1.3.3.8 - Esterilizar em autoclave a 1219C durante 1 hora.
2.1.3.4 - Baloes com sifoes e mangueiras
2.1.3.4.1 - Retirar os sifoes e mangueiras para lavar em separa-

do. Os filtros de 1a de vidro nao devem ser molhados.

2.1.3.4.2 - Deixar os baldes, sifoes e mangueiras de molho du-

rante a noite em detergente a 17.

2.1.3.4.3 - Lavar bem com égua‘corrente, por dentro e por fora.
2.1.3.4.4 - Enxaguar com agua desmineralizada.

2.1.3.4.5 - Secar em temperatura ambiente ou a 37°C.

2.1.3.4.6 - Instalar os sifoes e mangueiras nos baloes (com bar-

ra magnética adequada), instalar os filtros e verificar tudo.

2.1.3.4.7 - As mangueiras soltas sao preparadas com papel-alu-

minio nos extremos e embrulhadas em papel-Kraft.

2.1.3.4.8 - As mangueiras-tampa soltas, sao embrulhadas em papel-

Kraft individualmente.

2.1.3.4.9 - 0s filtros de 13 de vidro, para sifoes, sao embrulha-

dos individualmente em papel-Kraft.
2.1.3.4.10 - Esterilizar em autoclave a 12109C durante 1 hora.

2.1.4 Contagem de celulas cultivadas

2.1.4.1 - A contagem das células vivas e facilitada pelo uso de
corantes como azul de tripana 0,47 ou eosina a 2%, pois coram as celulas

mortas.

2.1.4.2 - Usa-se um hemocitometro (Fucks Rosenthal ou Spencer
Bright Line) fazendo a contagem nas areas destinadas a globulos brancos.
A suspensao celular deve estar adequadamente diluida e dispersada. A sus-

pensao celular é misturada em partes iguais com a solugao de eosina a 2-.
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2.1.4.3 - Na observacao microscopica usa-se objetiva 10 ou 16 mm
que abrange um quadrado grande que contem 16 quadrados pequenos. Contar -

as celulas viaveis, nao coradas pela eosina, nos quatro quadrados grandcs.

2.1.4.4 - 0 resultado, em termos de quantidade de cclulas por m]

de suspensao, se obtem desenvolvendo a seguinte formula:

NO cejulas contadas , fator de conversao , fator de

z S .~ = celul ]
NO quadrados contados da camara diluigao celulas/

Usando um hemocitometro Bright Line, improved Neubauer, teremos:

Um quadrado grande tem 1 mm? de area ¢ 0,1 mm de profundidade. O

volume € de 1 mm®> x 0,1 mm = 0,1 mm3,

0 fator de conversao da camara, para 1 ml ¢ 10.000 porque 0,1 rr
x 10,000 = 1 cm3 = 1 ml ou seja, o numero de celulas contidas em

1 ml e 10.000 vezes o numero das contidas em 0,1 mm3.

Exemplo:

Se a contagem de um quadrado grande e de 240 celulas e desenvolve-

mos a formula, temos:

240 10.000 x 2 = 1.200.000 cél/ml

L

Simplificando, e possivel multiplicar o numero de células conta-

das por 5.000 (10.000 x 2 @ 4 = 5,000)
240 x 5.000 = 1.200.000 cél/ml.

2.1.5 Parametros do crescimento celular

A maioria das celulas de mamiferos crescem bem sobre uma superf(-
cie plana inerte.
Trés parametros sao usados para definir o crescimento destas cé-

lulas. Cada parametro e dependente do meio de cultivo, especialmente da

concentracao de soro,

Os parametros sao os seguintes: 1 eficiéncia do plaqueamento; 2

densidade de saturacao e 3 tempo de duplicagao (doubling time).
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2.1.5.1 - Eficiéncia de plagueamento é o numero de celulas que

cresce em colonias por 100 celulas inoculadas, quando o inoculo € dis-
perso o suficiente para permitir o crescimento de colonias separadas.
f uma medida de autonomia celular, visto que cada colonia e descen-

dente de uma ceélula que se dividiu a distancia de suas vizinhas.

2.1.5.2 - Tempo de duplicagao ou tempo de geracao e o tempo que

jeva um cultivo para dobrar em ndmero sua populagao celular. Se todas

as células estac em divisao, este tempo € uma medida da eficiéncia me-
tabolica de toda a populacao celular. Quando todas as ceélulas estao em
divisao, o numero de células aumenta exponencialmente com o tempo. Entac
o tempo de geracao pode ser determinado pelo tracado de uma curva de log

do namero de celulas versus tempo.

104 -
1 De 3 a 6 ——nuw 1 geragao
gl 0 tempo de duplicacao ou
Con geracao seria de 24 horas
celulas T
74
3 ]
|
|
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4 4 }
|
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: 1 dia i
2 I ]
i |
] |
| |
3 | |
| |
EN 1 I ! L L ] Vac
10°cel/ml 0 i) 1 % g A : Dias
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2.1.5.3 - Densidade de saturacao € o numero maximo de ceélulas

por cm?, que uma linha celular e capaz de alcangar. A maioria das linhas
celulares normais possuem uma densidade de saturacdo estavel, ou seja,

chega a um ponto que as celulas n3o mais se multiplicam. No caso, de 1i-
nhas celulares malignas, que crescem por divisao ate que a camada se des-
prenda, a morte celular sobrevem pelo esgotamento dos elementos nutriti-
vos do meio, ou porque estes nao podem se difundir até as camadas celu-

lares inferiores, que morrem. 0 efeito do soro sobre a densidade de satu-
racao € especialmente drastico. A densidade de saturacao e medida direta-

mente pela média de varias contagens de celulas por placa.

2.1.6 Ciclc celular

0 espago de tempo entre duas divisoes mitdticas sucessivas de uma
celula mamifera é denominado interfase. £ um periodo de sintese intensa
durante o qual a celula passa por uma seqUéncia de eventos metabglicos
gue culmina no processo mitotico e na formacao de duas células filhas.
Um dos eventos mencionados € a sintese do ADN, que e um processo descon-
tinuo. Esta descontinuidade forma a base para a nomenclatura que define

tres principais etapas da interfase:

fase pos-mitotica que precede o perfodo de sintese do ADN.

Gl,
S, periodo de sintese do ADN.

G2, fase pre-mitotica, apos a sintese do ADN.

Estas tres etapas mais o periodo de mitose M, constitui o que se

denomina ciclo celular.

2.1.7 Populagoes clonais

2.1.7.1 - Quando as celulas de um 6rgac intacto ou de um tumor
sao transplantadas para condicdes 7n viiro, pela primeira vez, diz-se

que estao em cultivo primario.

2.1.7.2 - Se estas celulas de cultivo primario proliferam e sao

subcultivadas, representam uma estirpe celular.

2.1.7.3 - Depois de clonar uma estirpe e estabelecer um cultivo

permanente, chega-se a uma linha celular.
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2.1.7.h - Existem metodos para isolar uma unica celula em culti-
vo, de um determinado tipo dentro de uma populagao mista, sendo os des-

cendentes da celula clonada uma populagao clonal.

2.1.7.5 - Ja foram desenvolvidos varios metodos para clonagem

de celulas:

2.1.7.5.1 - Crescimento em agar semi-solido.
2.1.7.5.2 - Uso de uma camada celular previamente irradiada (as
celulas sequem metabolizando mas nao se dividem, e ajudam o crescimento

das celulas isoladas).

2.1.7.5.3 - Plagueamento de celulas sobre fragmentos de

o
laminuias.

2.1.7.5.4

Cultivos em tubos capiiares, em gotas de meio.

2.1.7.5.5

celulares.,

Uso de pequenos cilindros para selecionar colonias

2.1.7.5.6

Diluigoes que sao cultivadas em microplacas.

Em qualquer dos metodos, o essencial € colocar as celulas em uma
densidade suficientemente baixa para permitir o isolamento de celulas

separadas e prover um ambiente em que possam proliferar,

2.1.7.6 - Clonagem de linhas celulares (em fragmentos de
Camnula):

2.1.7.6.1 - Cortar laminulas em pequenos fragmentos de 2,5 a
5,0 mmy(

2.1.7.6.2 - Lavar os fragmentos em solucao normal de H (] por

10 minutos em temperatura ambiente, enxaguar bem em agua destilada e de-

pnis em etanol de 95% a 1007.
2.1.7.6.3 - Secar em forno e esterilizar em placa petri de 60 mm.

2.1.7.6.4 - 0s fragmentos sao espalhados de forma a cobrir todo

o fundo da placa, antes de receber a semeadura de celulas.

2.1.7.6.5 - As celulas sao dituidas em um meio de crescimento
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para uma densidade aproximada de 200 cél/ml para conter 5 ml com 1,000

celulas em cada placa.
2.1.7.6.6 - Incubar as placas em estufa de CO0, por 7 a 10 dias.

2.1.7.6.7 - 0 exame microscopico das placas revelara que os

fragmentos contem colonias de 100 a 150 células.

2.1.7.6.8 - Escolhem-se fragmentos que contém coldnia Unica, que
sao transferidos com pinca estéril para placas menores com meio de cres-
cimento condicionado (meio em que ja proliferaram outras células, e que

foi refiltrado).

2.1.7.6.9 - As placas pequenas podem ser agitadas diariamente
para propiciar o espalhamento das células da coldonia sobre a superficie

do vidro.

2.1.7.6.10 - Quando o cultivo estiver confluente, transferir para

frasco maior e manter o cultivo como uma linha celular.
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Z.1.8 Meios de cultivo para células

MINISTERIO DA AGRICULTURA
LABORATORIO REGIONAL DE APOIO ANIMAL - LARA/CAMPINAS-SP.
CENTRAL DE MEIO DE CULTURA

MEIO EAGLE BHK CRESCIMENTO PARA MONOCAMADA

lta. . ... fovui [eonn. LOtE.eeeennnnnn. Partida............
Preparacao P/. 1.000 ml | P/, ....... ml
Apua desmineralizada 700 ml
l.-Glutamina 0,233 ¢
Bicarbonato de sodio (NaHCO,) 2,200 v
Triptose POy (T.P.B.) 2,950
Eagle salina 10x (sol. stock) 80 mi
Fagle aminoacidos 10x (sol. stock) 40
Vitaminas 250x (sol. stock) 3,2 "
Agua desmineralizada, q.s.p. 1.000 "
Vermelho de fenol (fenol red) sol. 17 1,2 "
pH oL, inicial pH ........ final
Antibioticos: Sim ( ) Nao ( ) P/. 1.000 ml | P/......... ml
Penicilina 100.000 UI
Sulfato de neomicina 0,223 ¢
Fungizone 0,0025 "
Polimixina B 40.000 UI
Filtracao: Area limpa ( ) Area de antigeno ( )
Millipore ( ) 142 ( ) 293 ( ) Seitz ( ) 20x20 ( ) 40x40 ( )

Pre-filtros: AP 15/257 () AP 15/293 ( ) AP 25/257 ( ) AP 32/257( )
Membranas: AW 0,30 () PHWP 0,30 ( ) GSWP 0,22 ( )
Placas Seitz: Kz () Ks () EK () EKS ( ) EKS 1 ( ) EKS 2 ( )

Acondicion.: Area limpa: ...... Frascos....... C/ooo.. .. ml cada.

Preparado por:
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MINISTERIO DA AGRICULTURA
LABORATORTIO REGIONAL DE APOIO ANIMAL - LARA/CAMPINAS-SP.
CENTRAL DE MEIO DE CULTURA

MEIO EAGLE BHK CRESCIMENTO PARA SUSPENSAO

Data..... e [eun.. Lote.veeerennnn Partida............

:.:::::===::::===========================:===============F==============:
Preparacao P/.1.000 ml P/eiveio... m]

Eapgle MEM, Gibco, 410 - 1.100 9,526 ¢

Glicose anidra 3,150 "

Triptose POy (T.P.B.) 2,950 "

Bicarbonato de sodio (NaHCO3) 2,200

Vitaminas 250 x, stock 1,8 ml

Fe(NO3)ys. 9H20, stock 0,09 "

soro bovino, lote......cveeiriiennsans 80,0 "

Hy) desmineralizada, q.s.p. 1.000 "

Antibioticos: Sim () Nao ( ) | P/.1.000 ml 2 ml

Penicilina G Potassica 100.000 UL/1.

Sulfato de neomicina 0,223 g/l.

Fungizone 0,0025 g/1.

Sulfato de polimixina B 40.000 UI/1.

121 PR inicial PH. o e final

Filtracao: Area limpa ( ) Area de antigeno ()

Millipore () 142 ( ) 293 ( ) Seitz () 20x20 ( ) 40x40 ( )

Pri—filtros: AP 15/257 () AP 15/293 ( ) AP 25/257 ( ) AP 32/257( )

Membranas: AW 0,30 ( ) PHWP 0,30 ( ) GSWP 0,22 ( )

Placas Seitz: Ko () EK () EKS () EKS 1 ( ) EKS 2 ( )

ACONdICion. v venen.. BalOes com aparaturas de...... ml Tanque {

Preparado por:
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MINISTERIO DA AGRICULTURA

LABORATORIO REGIONAL DE APOIO ANIMAL -

LARA/CAMPINAS-SP.

CENTRAL DE MEIO DE CULTURA

MEIO EAGLE BHK MANUTENCAO DE VIRUS

Data..... A BN Lote..vevesnaese Partida......concen
:=::==::=====zx===:zzs::s.n-::z::::snl--ﬂ”-==8======== T 1
Preparacao P/.1.000 ml P/eiinnnns il

H,0 desmineralizada 700 ml .
MEM, Gibco, 410 - 1.100 5,999 ¢ .
Glicose anidra 2,205 " .
NaHCO3 1,540 " .
T.P.B. 2,950 " .
Vitaminas 250 x, sol. stock 1,26 ml
Fe(NO3) 3.9H20, sol. stock 0,063 " .
Solucao de tris 300 " .

Solucao de tris P/.1.000 ml P/eieienn. vml
H-0 desmineralizada 300 ml .
Tris-hidroximetilaminometano 7,260 g
HC1 concentrado 3 ml .
PH. .ot da sol. de tris
Antibidtico: Sim «C ) Nao ( ) P/.1.000 ml P/ee.on oo eml
Penicilina 100.000 UIL/1.
Sulfato de neomicina 0,150 g
Fungizone 0,0025 g
Polimixina B 40,000 UIL/1.
Filtracao: Area limpa ( ) Area de antigeno ( )
Millipore ( ) 142 ( ) 293 ( ) Seitz ( ) 20x20 ( ) 40x40 ( )
Pré—filtros: AP 15/257 () AP 15/293 ( ) AP 25/257 () AP 32/257( )
Membranas: AW 0,30 ( ) PHWP 0,30 ( ) GSWP 0,22 ( )
Placas Seitz: Ko ( ) Ks ( ) EK ( ) EKS ( ) EKS 1 () EKS 2 ¢ )
Acondicion. .. eeeeeoss ..... Frascos C/. ve.s.. Ml cada Tanque ( )
FEEF 1+ £ 1 3 ) b1 ARZSEERSRE SR S e NN R

Preparado por:
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2.2 USO DE ANTIBIOTICOS EM CULTIVO CELULAR

Diversos antibioticos sao utilizados em cultivos celulares, para

inibir possiveis contaminagoes durante a manipulacao.

Para controlar contaminagoes por fungos e leveduras, usamos
Fungizon (Anfotericina B). Para o controle das contaminagoes bacteria-
nas usamos diferentes antibioticos como penicilina, estreptomicina, neo-

micina, polimixina, etc.
2.2.1 Penicilina

Utiliza-se penicilina G potassica cristalina, que é um agente an-
timicrobiano nao toxico para os cultivos celulares e efetivo para o con-
trole de bacterias gram-positivas, em concentracdes de 0,2 a 1,5 unida-
des por mililitro (U/ml). As bactérias gram-negativas sio sensiveis 3
penicilina em concentragoes maiores, sendo freqUentemente necessarias

concentracoes de 5U/ml.

A conservacao do po & temperatura ambiente é possivel, porém &

melhor a 49C por periodos maiores de 2 anos.

A vida media da penicilina no meio de cultivo com pH 7,5 incuba-

do a 37°C e de 60 horas.

Experimentos com celulas L NCTC 929, fibroblastos de camundongo,
Hela, sarcoma de camundongo e outras linhas celulares em meio Waymouth
indicaram que a metade da penicilina é inativada apos 2 dias de incuba-
¢ao a 37°C. Os produtos da degradacdo,acido penicilico e acido penici-
loico,nao tem efeito toxico na proliferacdo de células em cultivo, em

concentragcao de 100 mcg/ml.

Os meios de cultivo podem ser suplementados com 100 a 200 unida-
des de penicilina G potassica por mililitro. A solugao-estoque € prepa-
rada 100 a 1000 vezes concentrada e diluida no momento da preparacao do
meio de cultivo. Adicionar agua destilada estéril ao po esteril, ou es-
terilizar a solugao por filtracao esterilizante (Millipore GS - 0,22 um).

A solugao estéril pode ser mantida em refrigeragao ou congelada a -20°C.
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2.2.2 Estreptomicina

0 sulfato de estreptomicina e o sulfato de dehidro-estreptomici-
na sao usados em cultivos celulares para controlar contaminagoes por

bacterias gram-negativas.

A estreptomicina e produzida por estirpes selecionadas do
Jtreptomyces qriseus. 0 sulfato de estreptomicina em po € estavel a tem-
peratura ambiente por quatro semanas sem perda apreciavel de sua poten-
cia; pode ocorrer descoloragdo da solugao sem que haja redugao de

atividade.

Solucoes de sulfato de dehidro-estreptomicina sao estaveis a 379C

por meses em pH adequado nos meios de cultivo.

A vida média da estreptomicina em meio de cultivo a 379C e de
quatro dias e a vida media da dehidro-estreptomicina e de ate trinta

dias nas mesmas condigoes.

A estreptomicina nao & toxica para as ceélulas em cultivo, nas

concentracoes recomendadas de 100 a 200 mcg/ml de meio de cultivo.

A solugao-estoque pode ser preparada 100 a 1000 vezes concentra-
da a partir do po estéril! ou esterilizada por filtracao e conservada em

refrigeracgao.

Observacoes: Nao usar nas culturas de BHK para produgao de vacina

antiaftosa.

2.2.3 Fungizon - Anfotericina B

E um agente anti-flngico produzido pelo Jtreptomices nodosus,
usado em cultivos celulares para controlar contaminacoes por fungos e

leveduras.

Concentragoes de 20 mcg/ml (0,020 mg/ml) suprimem o crescimento de
Candida, Rhodotorula e Aspergillus em cultivos de rim de macaco em mono-
camada. Esta concentracao nao afeta os cultivos em monocamada e em sus-
pensao, de numerosas linhas celulares como BHK, Hela, KB, rim bovino

(AFIP), L, etc.
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0 po deve ser conservado em refrigeracao, protegido da luz. As

solucoes concentradas podem ser armazenadas a 4OC por varias semanas

sem perda de sua potencia.

Se a solugao de Fungizon é armazenada por mais de duas semanas
a 4OC, um pequeno precipitado pode ocorrer; este precipitado se dissol-

ve quando a solugcao e aquecida a 37°C.

Como o Fungizon e soluvel no meio de cultivo, pode ser adiciona-
do antes da filtracao esterilizante, o que nac era possivel com a micos-
tatina. 0 Fungizon e inativado em meio de cultivo a 37°C em periodo su-

perior a uma semana.

A solugac-estoque ¢ obtida por adicao de 20 ml de agua destilada
esteril ao frasco con 50 mg. Utiliza-se 1 m] desta solugéo-estoque
(2,5 mg) para cada litro de meio de cultivo. A concentragao final no

meio e 2,5 mcg/ml (0,0025 mg/ml).
2.2.4 Gentamicina

£ um antibiotico ativo contra uma grande variedade de bactérias

gram-positivas e gram-negativas. Também pode controlar micoplasmas.

A gentamicina suporta autoclavacao e é estavel a 37°C ao menos

por 15 dias sem ser afetada pela presenca de soro.
As concentragoes recomendadas sao de 50 a 100 mcg/ml .
2.2.5 Neomicina

F ativa contra um grande nimero de germes que sao resistentes a
penicilina e estreptomicina, sendo particularmente util em combater as

formas L das bactérias.

0 po deve ser mantido sob refrigeracao. A solucao-estoque pode ser

conservada por semanas a -200C,

Utilizam-se concentracoes de 50 a 100 mcg/ml .
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2.2.6 Aureomicina
Pode ser usada em substituicao a penicilina e estreptomicina,
por scu amplo espectro sobre germes gram-positivos e gram-negativos.

Cultivos celulares mantidos com aureomicina permaneceram livres de mi-

coplasmas por mais de 2 anos.

Reconstituir 500 mg de aureomicina Lederle em 50 ml de¢ aqua des-

tilada esteril a 37°C. Conservar congelada a -20°C ate usar.

Usam-se 5 ml da solucao-estoque por litro de meio de cultivo.

A concentracao final recomendada € de 50 mg por litro.

2.2.7 Polimixina B

Utilizada por seu amplo espectro contra germes gram-positivos e

gram-negativos.
Geralmente se emprega a forma de sulfato de polimixina B.

0 po e conservado varios anos em refrigeracao. A solugao-estoque
pode ser conservada a 4°C se usada na mesma semana, caso contrario con-

servar congelada a -200C.

Usa-se em concentracoes de 50 a 100 mcg/ml nos meios de cultivo.

2.2.8 Determinacao do volume a usar

A formula e a seguinte:

volume do meio x Unidades ou mcg de antibioticos a usar

Unidades ou mcqg da solugao-estoque
Exemplo: Penicilina, solugao-estoque 100.000 U/mi

236 ml x 200 U
100.000 U

= 0,472 m



A tabela abaixo resume o assunto e mostra as concentracgoes de

antibioticos recomendados:

ANTIBIGTICOS USADOS EM CULTIVOS CELULARES

Efetivo sobre F Nome 1Concentragéo recomendada

Bacterias Ampicilina 100 mcg/ml
Aureomicina 50 mcg/ml

Cloramfenicol 5 mcg/ml

Eritromicina 100 mecg/ml

Estreptomicina 100 mcg/ml

Gentamicina 50 mcg/ml

Kanamicina 100 mcg/ml

Lincomicina 100 mcg/ml

Neomicina 50 mcg/ml

Polimixina B 50 mcg/ml

Penicilina 100 U.0./ml

Tetraciclina 10 mcg/ml

Viomicina 50 mcg/ml

Fungos e Anfotericina B 2,5 mcg/ml
leveduras Nistatina 50 mcg/ml
Micoplasmas Eritromicina 100 mecg/ml
Gentamicina 50 mcg/ml

Kanamicina 100 mcg/ml

Tetraciclina 10 mcg/ml




2.3 SORO ANIMAL EM CULTIVOS CELULARES

Todas as partidas d¢ soro devem ser controladas' em meios nicro-

biologicos apropriados para bacterias, fungos e micoplasmas.

Tambem se determina a capacidade de promover crescimento celular,
utilizando tres linhas celulares. Em geral usa-se a uma concentracao de
107 no meio de cultivo. As provas de controle sdo feitas em trés passa-
gens sucessivas, observando-se a toxicidade, deficiéncia de crescimento

ou mudancas morfologicas.

A identificacao da espécie doadora do soro é possivel por e¢letro-

forese em acetato de celulose.

0 conteudo da hemoglobina pode ser determinado pelo método de

Fleming modificado (Clinical Chem, v-12:67 1965).
0 conteldo protéico € determinado pelo método de Buiret.
A osmolaridade e pH devem estar nos limites normais.

0 soro bovino deve estar livre de virus adventicios, BVD, IBR

o P13,
0 soro ¢1qliino deve estar livre de virus de anemia infecciosa,

2.3.1 Obtengao de soro bovino

Coletar soro em um matadouro higiénico e sob controle sanitario

oficial.

Utilizar tachos de aluminio, de boca larga, com 10 litros de ca-
pacidade, com penicilina e neomicina em concentracoes de 100.000 U e

0,15 g/litro de sangue, respectivamente.

Deixar coagular e cortar o coagulo em pedacos de aproximadamente
5cnde lado. Decantar para vasilhames plasticos perfurados como uma pe-
neira, deixando escorrer o soro para outro vasilhame durante a noite

em camara fria.

Centrifugar em Alfa Laval continua, usando bico de 7 mm a 7.000 rpm.



Inativar por aquecimento a 560C sob agitagao.

Ensacar em plastico e congelar a -20°C ou filtrar (EKS1 ou EKS+

AP25+PH) e congelar a -20°C.

Em todo o processo de preparagao deve-se empregar O menor tempo
possivel para evitar contaminagoes bacterianas e suas toxinas, assim

como a desnaturalizacao de certas proteinas.

Cada partida de soro deve ser controlada em sua esterilidade e
em sua capacidade de promover o crescimento das celulas usadas no labo-
ratorio, realizando tres cultivos sucessivos, fazendo contagem celular,
empregando uma partida ja conhecida como padrac de referencia (ver pro-

tocolo anexo).

2.3.2 Tratamento com PEG

0 tratamento do soro com polietilenoglicol nao melhora a capaci-
dade de promover o crescimento celular, apenas possibilita o uso de soro
bovino coletado em matadouro, proveniente de animais com anticorpos va-
cinais, em provas de titulagao ou controle de inocuidade, por promover

a retirada dos anticorpos do soro.

Solucao-estoque de PEG-Polietilenoglicol 6000 ou 8000 (Fisher
Scientific Co. P.155).

PEG 800 gramas
Salina 0,85% 1 litro

Autoclavar a 121°9C por 20 minutos.
Esfriar e conservar em refrigeragao.
Se houver formagao de um sedimento, dissolver em banho-maria a 60°C.
Sob agitagao adicionar 170 ml da solugao-estoque de PEG a cada

litro de soro a tratar.
Deixar em agitacao a 4°C durante uma hora ou ate durante a noite.
Deixar sedimentar a 4°C durante uma hora ou até durante a noite.
Decantar filtrando por gase.
Esterilizar por filtragcao por membrana 0,22 um.

Congelar a ~200C.
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PROTOCOLO CONTSORO

CONTROLE DE SORO EM CELULAS

Soro Padrao Lote: Data coleta:
Celulas Meio Lote:
Data N. Pass. Cont. Inic.| Cont. Fin. Observagoes
Conclusao:
Soro em Prova: Data Coleta:
Celulas: Meio Lote:
. ] - ]
Data N. Pass. Cont. Inic.| Cont. Fin. Observacoes
{
Conclusao:
Soro em Prova: Data Coleta:
Celulas: Meio Lote:
Data N. Pass. Cont. Inic.| Cont. Fin. Observacoes

Conclusao:
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2.4 CONTAMINACAO DE CULTIVOS CELULARES COM MICOPLASMAS

Os micoplasmas, tambem chamados de organismos semelhantes a pleu-
ropneumonia, PPLO, sao procariontes altamente pleiomorficos pois sao des-
providos de parede celular. Possuem uma membrana celular de tres camadas
e espessura de 75 - 100 angstron. O tamanho varia de 1250 a 3000 angstron,
aproximadamente o mesmo tamanho dos poros de 0,22 um das membranas fil-

trantes utilizadas para esterilizar meios de cultivo celular.

2.4.1 Efeitos sobre os cultivos celulares

S30 variaveis. Em muitos casos nao se observam modificagoes no
crescimento ou na morfologia celular e cultivos aparentemente sadios po-

dem conter 107 micoplasmas por mililitro.

J3 foram comunicados efeitos similares a infecgoes virais.Os mi-
coplasmas podem parecer virus com respeito a filtrabilidade, sensibili-
dade ao éter, hemaglutinagao, hemadsor¢ao, interferencia viral, resis-

tencia aos antibioticos, resposta antigénica, produgao de placas, etc.

Destruicao de arginina, um aminoacido essencial, por algumas es-
tirpes de micoplasmas, produzindo efeitos deleterios nos cultivos

celulares.

Alteracoes no metabolismo do acido nucleico podem ocorrer devido
3 grande quantidade de fosforidase-nucleosidio do micoplasma. Tambem pos-
suem grandres quantidades de nucleases capases de destruir os acidos nu-

cieicos das celulas~-hospedes.

Ja se observaram ruturas cromosomicas, provavelmente devido a de-

plecdo de nutrientes ou a uma destruicao de acidos nucleéicos.

2.4.2 Origem e expansao da contaminagao

Tecido de origem - Os cultivos primarios normais geralmente $ao
livres de contaminacao. Os tecidos malignos e necroticos podem ter

micoplasmas.

Constituintes do meio de cultivo - podem estar contaminados mas

é pouco comum. 0 soro € o principal contaminante.
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Descuidos na assepcia - sao a forma mais comum e provavel de con-
taminagao por micoplasmas. Os antibioticos no meio de cultivo mascaram
as contaminagoes combinadas bacteria-micoplasma. Se nao se fazem provas

periodicas, os micoplasmas podem proliferar despercebidos.

Existem varios métodos de deteccao, incluindo tecnicas de cultivo
em meios especiais, ensaios enzimaticos e tecnicas microscopicas. Descre-

veremos a tecnica usada no CDC e CEPANZO, para isolamento de PPLO.

Meio de crescimento: PPLO agar Difco 7 partes
Soro eqUino 2 partes
25% estrato levedura® | parte

“ferver em agua destilada, clarificar por filtro de papel e ajustar a
pH 8 com NaOH, centrifugar por 30 minutos a 1.500 rpm, esterilizar por

filtracao Seitz, guardar congelado a -20°C.

As amostras, sejam de soro ou sobrenadante de cultivo celular
(contato minimo 3 dias) sao semeadas em tubos e em placas. Tubo 0,1 ml
da amostra para 9 ml de meio. Placa - 0,1 ml sobre a superficie de 5 ml

de agar.
Incubar a 37°C durante 5 dias em aerobiose e anaerobiose.

Repicar 0,1 ml dos tubos para placas e incubar 14 dias a 37°C nas

mesmas condicoes.

Corante de Dienes: Azul de metileno 2,50 g
Azur I 1,25 g
Maltose 10,00 g
Carbonato de sodio 0,25 g
Agua destilada 100,00 ml

Pingar uma gota de corante em cada placa com colonias.

Cura dos cultivos contaminados

a) selecionar antibioticos como aureomicina, Kanamicina, cloran-

fenicol. Geralmente ajudam mas nao resolvem o problema;
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b) tratamento dos cultivos por calor a 410C durante 18 horas;
¢) o uso de anti-soro especifico pode ser de grande ajuda.

Precaucoe.s

a) omitir antibioticos nos cultivos-estoque;

b) controlar os cultivos para micoplasmas, pelo menos uma vez por

semana.
2.4.3 Controles

Nos cultivos de monocamada, de 80 a 90/ dos micoplasmas estao
associados as celulas. Assim, as células mesmo, devem ser controladas
ao serem subcultivadas. 0 meio sobrenadante pode ser ocasionalmente

controlado.
Procedimento

a) cultivar as celulas em meio sem antibioticos, pelo menos uma

passagem;

b) ap6s a tripsinizacao, espalhar cuidadosamente 0,1 ml da sus-
pensao celular e 0,1 ml de uma diluicao 1:10 sobre a super-
ficie de placas de agar PPLO com soro eqiino, 257 de estrato

de levedura e penicilina 50 mg/ml;

c) incubar as placas a 37°C em estufa de CO: mantendo a humidade

alta.

Uma contaminacao intensa geralmente aparece aos 3-4 dias, porem
as placas devem ser observadas durante 14 dias se nao aparecem colonias.
Existe uma grande variacao morfoldgica, porem usualmente as coldnias de

micoplasmas tem a forma de ovo frito quando observadas ao microscopio.

As coldnias de micoplasmas geralmente tem aspecto granular, exceto

na parte central e crescem rapidamente depois do periodo de latencia.



2.5 CULTIVOS DE CELULAS EM AGAR

Alcn das técnicas convencionais de cultivos em monocamada e em
SUspensao sao tambem utilizadas tecnicas de cultivo em agar para estudos
especiais, Os virologiétas utflizam—nas para ensaios de infecciosidade
viral e para isolamento de virus. 0Os biologistas utilizam-nas para al-
quns estudos especiais como: habilidade de fbrmagéo de colonias de celu- ,

45 em varios tipos de medula ossea humana, formacao de colénias em va-
rios tipos de tumores solidos em criancas, estudo de células leucemicas
da medula ossea humana, etc. 0s cultivos geralmente sao preparados, co-
hrindo a monocamada de celulas com uma capa de agar ou pela suspensao
de celulas no agar. A concentragao e tipo de agar utilizado depende dos
objetivos do experimento. Em determinadas ocasices nao e possivel utili-
Zar-se o agar como um meio semi-solido, nestes casos pode-se utilizar

ainda a metilcelulose.

Atgumas vezes, as celulas devem ser coradas com um corante vital
\vermelho neutro) que € agregado a capa de agar original ou podera ser
adicionado mais tarde numa segunda capa. As células coradas com vermelho
neutro mantem sua viabilidade por mais tempo se sao incubadas no escuro.
Juando se utilizar agar ou metilcelulose em baixa concentracac, podem
ser removidos com facilidade e as células coradas com cristal violeta, -

fuccina ou Giemsa.

*‘U”"”5“YVBdK_gL;158 OB agatese

Agarose - Marine Colloids Inc. Rockland, Maine 04841, U.S.A.

Preparar uma solucao de agarose a 1/ em-agua bidestilada esteril,
dissolver por aquecimento, deixar ferver durante 1 hora para esterilizar.

Nao deve ser autoclavada pois pode afetar a capacidade de gelatinizacao.

Para corar se prepara agarose 0,57 com vermelho neutro (solugac
1:300), acrescentando-se 3 ml a 100 ml de agarose, concentracao final

do vermelho neutro 1:10.000.
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Agarose: Earle salina 50 m)
Eagle AA 100x 5 il
‘ Eagle vit 100x 5 ]
Eagle L-glutamina 100x 5 ml
Soro de feto bovino 10 il
Antibiotico 0.25 ]
NaHCO. 7,5/ 12,5
Agua desmineralizada g.s.p. 250,0 i
Mcio de suspengao celular: Earle salina 10 il
Fagle AA 100x 1o
Eagle vit 100x 1 oo
Eagle L-glutamina 100x 1 ml
Soro de feto bovino 2 nl
Caldo triptose fosfato 10 0l
NaHCO- 7,5 2,24 il
Nitrato ferrico 0,20 )
Antibiotico 0,10 )
Agua desmineralizada g.s.p. 100,00 !

Sho utilizadas placas de Petri Falcon de 75 cm (T.C. flask). A
agarose a 17~ se mistura em partes iguais ao meio agarose ¢ inocula-sc
4L.,0 ml em cada placa. A mistura agarosc ¢ meio deve ser deixada previa-
mente em banho-maria por 1 hora a 420C (concentracao final de¢ agarosc

6.57).

Com o meio de suspensao celular, prepara-se a suspensao dc celulas

BHK ,/13S em uma concentracao de 8 x 10" celulas/ml.

Esta suspensao celular ¢ misturada em partes iguais com a agarose
a 0,5/ ficando a agarose 0,25, ¢ as células numa concentracao de 4 x 10

colulas/ml, Esta mistura ¢ mantida em banho-maria a 37°C.

inocula-sc  em cada placa Falcon que ja contem solidificado os
5.0 ml da mistura de agarosc 17 ¢ meio agarose, a.a, 1,0 ml da suspensao

~+lular mais agarose, deixando-sc solidificar a temperatura ambiente.
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Incubar em estufa de CO, a uma temperatura de 339C por 5 a 7

dias.

Corar com agarose 0,5% com vermelho neutro na concentracao final
1:10.000 (banho-maria 420C). Inocular 2,0 ml em cada placa, deixar 4

horas em contato e realizar a observacao.
Referencias

1. SEDNICK, W.D. & WIKTOR, T.J. Reproducible plaquing system for
rabies, LC and others RNA viruses in BHK 21/13S agarose suspen-
sion. J. Virology 1 (6): 1224-1226, 1967.

2. VAHERI et alli. Virology 27: 239-241, 1965.

2.6 PREPARO E COLORACAQ DE CROMOSSOMAS

Para obtermos um numero maior de figuras mitoticas, os cultivos

utilizados devem estar em periodo de crescimento logaritmico.

A colchicina bloqueia a maioria das celulas em mitose na metafase,
por uma acao inibidora do fuso celular, e condensa os cromossomas, faci-

litando a contagem.

A colchicina pode atuar de maneira diferente segundo o tipo de

celula.

Para testar a concentragao édequada, pode-se comegar com 0,5 ug
por ml de meio. Geralmente, as celulas humanas s3o suscetiveis a colchi~-
cina, podendo portanto ser reduzida sua concentracao. 0 tempo de trata-
mento varia de acordo com cada caso individual, devendo-se em determina-

dos casos diminuir o tempo de exposigao.
A colchicina pode ser substituida por seu derivado Colcemid.

A solucao hipotonica serve para expandir as células, entrando

agua no citoplasma, e dispersando desta maneira os cromossomas.

0 tratamento dos cultivos, submetidos a agao da colchicina, com
tripsina, para dissociar as celulas, remove proteinas extracelulares e

celulas mortas, tornando a preparacao final mais limpa.
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A fixacdo deve ser feita sobre o sedimento celular e nao sobre

uma suspensao de celulas, recomendando-se a centrifugagao em tubos co-

nicos. 0s passos a sequir, sao os sequintes:

a)

b)

c)

g)

h)

selecionar cultivos em fase logaritmica de crescimento, com

maior atividade mitotica;

agregar 0,03 ml de Colcemid em solucao por cada ml de mcio de

cultivo. Incubar os cultivos por 1 1/2 a 4 horas a 37°C;

decantar o meio com Colcemid, acrescentar solucao de tripsina.
Incubar por 15 minutos a 37°C para desprender e dissociar as
células da monocamada. Para cultivos em suspensao, este passo
e omitido;

colocar a suspensao celular em tubos de centrifuga, preferen-
temente de 15 ml e conico. Romper os grumos celulares por pi-
petagem. Centrifugar a 1000 rpm por 5 minutos. Decantar a so-

lucao de tripsina;

agregar aproximadamente 6 ml de solugao hipotonica a cada tubo
de centrifuga. Ressuspender o sedimento celu ar com pipeta.

Deixar em contato a temperatura de 37°C por 10 minutos;

centrifugar nos tubos originais a 1000 rpm por 5 minutos. De-
cantar a solugao hipotonica e drenar o tubo sobre um papel

absorvente;

colocar o fixador aproximadamente 5 a 7 ml, sem perturbar o
sedimento celular no fundo do tubo. Fixar, pelo menos, 20 mi-

nutos a temperatura ambiente;

remover o fixador completamente. Colocar L ou 5 gotas de ace-
torceina no tubo. A quantidade do corante depende do vo lume
do ''pellet' celular. Suspender o sedimento com uma pipeta-

Pasteur;

s3o feitas preparacoes achatadas (squash) imediatamente apos

a preparacao da suspensao celular. Colocar uma pequena gota
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de célula corada sobre uma 13mina limpa. Cobrir com uma lamf-
nula (22 x 30 mm), absorver o excesso de corante com papel-
filtro. Pressionar com os polegares o papel-filtro colocado
sobre a laminula, que nao deve ser deslocada, para nao estra-
gar a preparacao. Quando por acao da press3o a laminula se

desloca, jogar fora a preparacgao e providenciar outra;

j) observar ao microscopio de contraste de fase para ver se as
celulas foram bem preparadas e conservam sua estrutura. Repe-

tir a pressao sobre a laminula se necessario;
k) selar os lados das laminulas com cera Kronig;

1) contagem em microscopio de controle de fase objetiva 100 x

e ocular 25 x, e
m) desenhar em camara clara.
Reactivos

Solugao de Colcemid:

Colcemid - Ciba Pharmaceutical Inc. London, England.

Preparar uma solugao-estoque de 2 um por ml de solugao salina

balanceada.
Filtrar, esterilizar e manter em refrigeracao.
Usar 0,03 ml para cada ml de meio de cultivo.

Solugao de Colchicina:

Colchicina - Eimer and Amend Co. St. Louis. U.S.A.

Preparar uma solugao de 1:10.000 em agua destilada ou em salina

balanceada.
Esterilizar e manter em refrigeracao.
Usar 0,2 ml para cada 10 m] de meio de cultivo.

1 g em 10.000 ml; 1 mg em 10 ml; 1.000y em 10 ml; 100y em 1 ml.
Em 0,2 m1 ha 20y
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Solugao de Tripsina:

Tripsina 1:300, N.B.C. ou Difco 1:250.
Preparar uma solugao de 0,25% em Hank's sem Mg e Ca.
Manter em refrigerador.

Solugao Hipotonica:

Preparar uma solugao a 1% de citrato de sodio em agua destilada.
Pode-se usar tambem uma solucac salina a 0,177.

Nao € necessario manter em refrigerador.

Fixador:

Acido acetico glacial a 507 em agua destilada.

Preparar 2 g de orceina sintética em 50% de acido acctico glacial

Ferver durante 30 minutos, filtrar quando estiver frio.
A solucao deve ser refiltrada ao usar, para eliminar precipitado.
Cera Seladora:
Cera ''Deckglaskitt nach Kronig'', comprada em George T. Gurr, Lon-
England.
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2.7 CONGELAMENTO DE CULTIVOS CELULARES

A Criogenia € a ciéncia e tecnologia da producdo e utilizacao de

temperaturas ultra baixas.

A Criobiologia € a ciencia das células vivas em relacao ao ultra-
frio. Nosso interesse em criobiologia € essencialmente pratico, ja
que desejamos manter numerosas linhas e estirpes celulares para estudos
virologicos e por intermédio de técnicas criobiolégicas economizar espa-
¢o, pessoal tecnico e equipamentos, evitando, por outro lado, contamina-
¢Bes e alteragoes morfo]égicas e de suscetibilidade dos cultivos celula-
res, conseguindo-se em qualquer momento reviver segundo as necessidades,

as celulas em congelagao.

Nas aplicagoes praticas desta técnica estao inclufdas a insemina-
¢ao artificial, conservagao de sangue, congelamento de celulas, a crio-
cirurgia e o banco de orgaos humanos (conservagao de cornea, medula Gssea,

etc.).

0 gas criogénico mais usado é o nitrogénio que alcanca uma tempe-
ratura de -1969C. 0 helio 1iquido chega a -269°C, aproximando-se do zero
absoluto, -2739C. 0 estimulo mais significativo dado a criobiologia foi
a demonstracgao de Polge, Smith e Parkes em 1949 de que a adicao de glice-
rina ao meio de suspensao, permite a sobrevivéncia dos espermatozdides do

homem, dos coelhos e das aves, apos uma congelagao a -79°C,

Em 1950 demonstrou-se que com 15 a 30% de glicerina os globulos

vermelhos se congelam a -79°C, sem que seja produzida hemolise.

Por experiéncias zooldgicas, tinha-se conhecimento que os insetos

aumentam o nivel de glicerina durante o periodo de hibernacdo.

Em amostras de cristais de sal, coletadas em Irkutsk, foram encon=-

tradas bacterias fossilizadas a 100 milhdes de anos, conservadas em gelo.

Experiéncias russas com larvas de borboletas congeladas lentamente
em helio 17quido (-269°C) demonstraram que de 20 larvas congeladas 13 so-

breviveram e desenvolveram-se normalmente, apos serem descongeladas.



114

0 frio diminui o metabolismo celular, mas por si so6 nao causa a
morte. A morte das células dos mamiferos € provocada por uma combinagao
de fatores. Danos mecanicos por formagoes de cristais de gelo e danos
quimicos pelo aumento da concentracao de sais e diminuigcao do pH, desi-
dratacao e outros fatores que nac sao ainda totalmente conhecidos, tais
como um metabolismo nao balanceado, devido a algumas enzimas que conti-

nuam funcionando.

A glicerina baixa o ponto de congelagao, facilita o movimento de
extracao da agua das células e aumenta a quantidade de agua ligada a ce-
lula, mecanismo que limita o grau de concentragao eletrolitica e a desi-
dratagao. Um mol de glicerina produz a congelacao de aproximadamente 3
moles de agua. Uma molecula de glicerina pode ligar 3 moleculas de aqua.
Mann em 1964 observou que a glicerina estabiliza o conteludo proteico e
enzimatico, evitando a desnaturalizagao das proteinas que em muitos ca-

sos € provocada pela agao dos eletrolitos em alta concentragao.

A congelacao deve ser lenta para permitir a difusao da glicerina
atraves da membrana celular, mantendo o equilibrio osmotico. Consequente-
mente, o resfriamento lento na proporgao de 19C por minuto, foi conside-
rado o melhor para a congelagao de celulas com glicerina. A velocidade
de difusao da glicerina varia muito para as celulas de diferentes espe-
cies e a velocidade de congelacao deve ser ajustada para cada caso em

particular.

A penetragao da glicerina atraves da membrana dos eritrocitos
humanos e 50 vezes mais rapida do que nos de caes e 170 vezes mais rapi-

da no homem do que nas ovelhas.
Baixa difusao da glicerina - gato, suinos e bovinos.
Rapida difusao da glicerina - rato, camundongos, coelho e cobaios.

0 exito de uma boa congelagao depende da concentracao satisfatoria

de glicerina no interior das celulas.

0 gelo seco (€O, solido) ¢ o alcool propiciam uma mistura conge-
ladora de -79°C sendo a mais barata e simples para produzir baixas

teniperaturas.,
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Pode-se reproduzir alteragoes nas celulas congeladas por tempera-
turas inadequadas de armazenamento. Recomenda-se nitfogénio liquido
(-1969C) para longos periodos de armazenamento em recipientes especiais,
¢liminando-se assim falhas eletricas ou mecanicas dos congeladores. Um
rapido descongelamento, 3°C/segundo, diminui o tempo de exposicao a alta

concentracao do soluto, durante o periodo critico entre -50°C e 0°C.

Tem sido usado na congelacao de células dimetil sulfoxide (DMSO)
em substituicao a glicerina por possuir uma difusao mais rapida, atraves
da membrana celular e quando é usado na mesma concentracao que a glice-
rina, da resultados superiores na congelacao de diversos cultivos celu-

lares, especialmente células de tipo fibroblastico e linfocitos.

A efetividade de qualquer procedimento de congelagao e medida pela
demonstragao de que os subcultivos de celulas congeladas possuem proprie-
dades idénticas aos cultivos pais antes da congelacgao. Caracteristicas
diferenciais como morfologia celular, media de crescimento, complemento
cromossomico, marcadores bioquimicos, antigenicidade, tumorigenicidade e
suscetibilidade a virus dao os meios para estabelecer identidade entre
cultivos pré e pos-congelacao. Até o momento, nao foram encontradas mo-
dificacoes ou alteracoes destas caracteristicas pela congelagao, seja em

células diploides ou em celulas com cariotipos anormais.

A preservagao de células por congelagao nos da um meio para manter
grandes quantidades de stock de ceélulas padronizadas e bem caracterizadas

para distribuigao e uso.

2.7.1 Teécnica geral de preservagao de celulas por congelamento

Descreve-se a técnica utilizada em celulas BHK;y C13 de MacPherson

e Stoker:
- selecionar cultivos semi-confluentes com bom aspecto morfologico;

- tripsinizar. Em casos especiais centrifugar a 800 rpm por 10

minutos;

- suspender em meio de conservagao: solucao Eagle 60 partes; soro
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bovino, 20 partes; caldo triptose fosfatado, 10 partes e glicerinag ou
DMSO, 10 partes, a razao de 1 ml por 2 x 10” células. Pode scr usado

ate 5 x 10" células por mi;

- encher as ampolas com 1 a 5 ml da suspensao celular, coloca-

las em uma caixa de poliestireno com alcool;

- colocar a caixa em um congelador Revco a -790C pelo menos 16
horas. Apos este tempo, as ampolas podem ser colocadas em nitrogénio

ITquido.

2.7.2 Recuperacao das celulas

- descongelar rapidamente em banho-maria a 37°C, deixando-se por

15 minutos;

- ressuspender cada ampola em 10 ml de meio de crescimento. Recon-

tar para determinar a perda de células;

- semear em garrafas de Milk Dilution. Mudaromeiono dia scauinte.,

2.8 FORMULACAO DE VACINA COM ADJUVANTE OLEQSO

2.8.1 Mistura trivalente de antigeno

Os antigenos monovalentes inativados s3o recebidos da area de
virus e saoc estocados em tanques moveis de aco inoxidavel ou em recipien-

tes plasticos em camara fria a 40C.

Cada antigeno € mantido separado até que seja liberado por uma
prova de inocuidade em culturas celulares em garrafas rolantes com celu-
las de monocamada ou de suspensao, comprovando-se a ausencia de virus

ativo,

Durante a mistura dos antigenos monovalentes para a formulagao de
uma partida de vacina trivalente se adiciona mertiolato numa concentracao
de 1:30.000 e tiosulfato de sodio para neutralizar o inativante, prepa-

rado em concentracao molar, adicionando 2,5 m]l por litro de antigeno.
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A mistura dos antigenos monovalentes é controlada pela sorologia

determinando tipo e titulo fixador 50/.

2.8.2 Mistura e filtracao do adjuvante oleoso

Marcol 52 9 partes
Montanide 80 ou 888 1 parte

A mistura se realiza num tanque e se agita bem pelo menos durante

30 minutos.

A filtracao se realiza por meio de filtros de placa Millipore.
Faz-se uma clarificacao por AP25 ¢ AP15, montados num filtro 293 nm ¢
uma filtracao esterilizante por membrana GS (0,22 .m), montada em outro
filtro. Recomenda-se que a filtracao se faca com o adjuvante aguecido a

500cC.

Tambem se recomenda filtrar a mistura por cartucho, sendo um
CP15 como clarificante e um Durapore CVGLOTTP1 (0,22 um) como elemento

esterilizante. Esta filtracao se realiza a temperatura ambiente.

2.8.3 Operagao dos emulsificadores de vacina

Ha dois emulsificadores instalados em linha entre dois tanques

com conexao a um tanque de envase.

Estenad zacac

Dar entrada de vapor a 1 Bar (14,6 1b/polegada2) durante 30 minu-

tos, mais 30 minutos de vapor fluente.

1. Fechar todos os registros dos emulsificadores para nao danifi-
car, com o excesso de pressao, os selos John Crane. Deverao ser abertos

apos a estabilizacao da pressao recomendada.

2. Dar entrada de vapor a todos os tangues com uma unica saida
pelo fundo do tanque de envase, que € o ponto de saida da conexao pars

a maquina de envase.

3. Quando tiver saido toda a agua condensada extrair o ar dos tan-

ques pelos filtros Domnick Hunter (DH) e estabilizar o vapor na pressao
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recomendada, regulando a valvula redutora da pressao do vapor, as saidas

dos filtros DH e as mangueiras que necessitam ser esterilizadas.

4, Quando se conseguir estabilizar a pressao a | Bar, abrir os
registros dos emulsificadores (4 registros), extrair a agua condensada

¢ marcar os 30 minutos de esterilizagao.

5. Passados os 30 minutos marcados, abrir mais os registros dos
filtros DH e as saidas das mangueiras que deverao ser esterilizadas por
vapor fluente durante mais 30 minutos. Colocar papel-alumfnio nas saidas

das mangueiras, soltas para protegé-las apos correr o vapor.

6. Fechar as entradas de vapor aos tanques e as saidas das man-
gueiras. Abrir as entradas de ar comprimido previamente regulado a um
maximo de 10 1bs/polegada? pelos filtros DH com salda ao final da linha

para eliminar toda a agua de condensagao.

7. Fechar a entrada do ar comprimido, deixado abertos os filtros

DH para manter a pressao atmosferica no interior dos tanques.
Emud s (4dcagac

f o conjunto de operacoes que determinam a formacao de uma emul-
sao primaria do tipo agua em oleo como deve ser a vacina recomendada pe-

lo CPFA.

1. Carregar o tanque com 100 litros da mistura oleo-emulsificante
(9 partes de Gleo mineral branco (Marcol 52) mais 1 parte de emulsifican-

te (Montanide 80 ou 888) previamente misturados e esterilizados por

filtracao.
2. Adicionar 100 litros de antigeno trivalente OAC sobre o oleo
mantendo-se agitacao eficiente (velocidade 8) com um fluxo de * 10 litros

por minuto. Para estabilizar o fluxo de entrada do antigeno, regular a
pressao do ar comprimido a 0,5 Bar e controlar o registro de entrada ao
tanque. Manter a agitacao por 5 minutos depois da entrada dos 100 litros

de antigeno.
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3. Passar através do emulsificador a mistura 6leo-antigeno para
uniformizar o tamanho das gotas do antigeno na emulsao. Sao feitas duas
passadas, que sao necessarias para eliminar a condutividade eletrica da

suspensao, medida entre 10 a 25 Megahom.

2.8.4 Controles do produto terminado

2.8.4.1 - Esterilidade

A vacina é semeada nos seguintes meios bacteriologicos: caldo
simples, tioglicolato e Sabouraud. Cada tubo recebe 0,5 ml da vacina,

semeando 8 tubos com cada amostra proveniente de 3 a 4 frascos de vacina.

A metade dos tuhos é incubado a 37°C e a outra metade e incubada

a temperatura ambiente por um periodo de pelo menos 15 dias.

A vacina é considerada estéril quando nao ha desenvolvimento de

microorganismos viaveis em nenhum dos tubos semeados.
2.8.4.2 - Inocuidade

A emulsdao é quebrada com cloroformio, em partes iguais, agitando
fortemente por 10 a 15 minutos e deixando a 4OC por 24 horas. Em se-
guida, se centrifuga a 2.500 rpm por 20 minutos e o sobrenadante e inocu-
lado em garrafas rolantes com celulas BHK de suspensao ou de monocapa.
Realizam-se trés passagens sucessivas com intervalos de 48 horas. A al-
tima passagem é controlada por sorologia. A vacina e considerada livre
de virus ativo quando nao ha efeito citopatogénico em nenhuma das

passagens.

2.8.4.3 - Imunogenicidade - doses protetoras cobaio 50%

Com diluicdes da vacina, geralmente de 1/4, 1/16 e 1/64 sao vaci-
nados cobaios com um peso superior a 500 gramas. Como diluente usamos
uma mistura em partes iguais de Marcol 52 - Montanide 888 e PBS, emulsi-

ficada num aparelho Silverson de bancada.

0s cobaios s3o confrontados 30 dias mais tarde com uma suspensao
de virus que contenha 10* DG50 cobaio/ml, por inoculagcao intradermoplan-

tar em uma pata. A leitura final € realizada no 5° dia.
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Tanto as vacinas terminadas como os antigenos monovalentes erul-

sificados como mini-vacinas sao submetidos a esta prova.

Consideramos 10,00 DPC-y o minimo para formular uma vacina com

o antigeno monovalente provado.

2.9 GLOSSARIO DE TERMOS MAIS USADOS

Alteracao celular: uma mudanga brusca na caracteristica de uma

linha, usualmente associada ao aparecimento
de uma linha celular estabelecida e com al-
teracoes na morfologia, cariotipo, suscetibi-
lidade viral e a capacidade de crescimento

em suspensao.

Cariotipo: o numero de cromossomas de uma célula Gnica e que
pode identificar os cromossomas de um individuo e de

uma especie.

Centromero: area nao corada de um cromossoma, que separa os bra-
¢os entre si. 0 ponto de insercao do cromossoma ao

fuso mitotico.

Estirpe celular: pode ser derivada de um cultivo primario ou de

uma linha celular por selecao ou clonagem de
celulas que possuem propriedades especificas

ou marcadoras. Estas marcas podem persistir
durante todos os cultivos seguintes. Geralmente

diploides e de crescimento limitado no tipo.

Ciclo celular: o ciclo vital de uma celula que inclui mitose

(M) e interfase. A célula progride de M a G1,

a S, a G2 e novamente a M,

Clone: denota uma populacao de células derivadas de uma célula

unica por mitose.

Cromatina: areas de umnicleode uma célula que se coram de manei-

ra especial com um corante de ADN,
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Cromatina sexual: area caracteristica da heterocromatina no nu-

(Corpo de Barr) cleo, composta de material de cromossoma X,
que se cora intensamente com um corante

de ADN,

Cromatidio: uma das duas subunidades longitudinais, destacadas

por luz microscopica, de um cromossoma metafasico.

Cultivo celular: o crescimento, desenvolvimento ou proliferagao

de celulas in vitro.

Cultivo de orgao: a manutencao ou o crescimento de tecidos, de

parte ou de um orgao completo ¢n vitro, de tal
maneira que permita a diferenciacao e preserva-

¢ao da arquitetura e/ou funcao.

Cultivo primario: cultivo iniciado de células, tecidos ou orgaos

procedentes diretamente de organismo animal ou

vegetal.

Efeito citopatico: altercao morfologica das celulas produzidas

(citopatogenicidade) por agentes infecciosos ou toxicos.

Explante: fragmento de um tecido ou de um orgao, utilizado para

iniciar um cultivo in vitro.

Fitohemaglutinina: um mitogeno vegetal.
(PHA)

Indice mitotico: nldmero de mitoses por um numero total de celulas,

em uma determinada amostra, expressada em

pe rcentagem.

Inibicaoc de contato: a inibigao da expansao e da proliferacao de

(contact inhibition) uma célula ao estabelecer contato com outra
célula. Principio que determina a formacao

da monocamada.
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Linha celular: provem de um cultivo primario apos ser subculti-

vado e clonado. 0 termo implica na presenca de
varias estirpes de células originalmente presen-

tes no explante primario.

Linha celular diploide: é a linha celular que tem, pelo menos,

75% de suas células com o mesmo cariotipo
das ceélulas normais da especie da qual

foi originalmente obtida,

Linha celular heteroploide: € a linha celular que contem menos

de 75% de suas células com Cromosso-

mas diploides.

Linha celular estabelecida: uma tinha celular que possui poten-

cialidade de ser cultivada indefi-

nidamente 7n vitro.
Mitogeno: substancia capaz de induzir mitose (mitogénica).

Monocamada: camada de células que crescem sobre uma superficie
——2-dfada

plana como uma Gnica camada.

Placa: area localizada de destruicao celular em um cultivo em

monocamada.

Subcultivo: cultivo iniciado de um cultivo primario por

tripsinizacao.

Unidades formadoras de placas: uma unidade de medida do conteudo

(UFP) de virus. A menor quantidade de
virus capaz de produzir uma placa

em um cultivo celular.
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