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UM PROCEDIMENTO SIMPLES PARA A REUTILIZAGAO DE
MATERIAL PLASTICO PARA CULTURAS CELULARES

1. INTRODUGAO

Material de plastico e usualmente utilizado no labora-
torio para o cultivo de células, especialmente, para a
propagacao e ensaios com virus. O crescimento celular na
superficie de plastico é sempre superior aquele obtido em
material de vidro, devido a uma melhor adesao celular ao
material plastico ndo toxico e a tratamentos especiais da
superficie de crescimento na fase final do processo de fa
bricacao. As paredes finas dos utensilios de plastico fa-
cilitam também a avaliacao microscopica das culturas, es-
pecialmente para avaliacao da atividade citopatica dos
virus. A dnica grande desvantagem dos recipientes de plas
tico, reside no fato de serem tradicionalmente descarta-
vels, de utilizacao uUnica, onerando ostensivamente os seus
custos. Os utensilios de plastico, porém, podem ser reuti-
lizados apos tratamento com 6xido de etileno, mas o equi-
pamento esterilizador & caro e o processo de degasifica-
¢ao é lento. Relatos recentes indicam, que as microondas
sdo eficientes na esterilizacao de alimentos (Culkin &
Fung 1975) e garrafas de plastico (Sanborn et al. 1982).

No laboratorio de Virologia, manipulam-se constantemen
te virus de aves e suinos, os quais sao propagados em cultu
ras celulares cultivadas em recipientes de plastico, impor-

tados geralmente dos EUA, Devido ao alto custo domaterial,
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de nao se dispor de produtos nacionals de identica quali-
dade e das dificuldades na importacao de nove material,
foi necessario desenvolver um meétodo de desinfeccgao, lava
gem e esterilizacao que permitisse a reutilizacdo do mate
rial plastico. ApGs breve fase de experimentacao, demons-
trou-se que um procedimento que envolvia desinfetantes
clorinados e tratamento com microondas parecia a combina-
cao ideal para a reciclagem dos utensilios de plastico.
Os plasticos testados correspondem a garrafas Corning de
150, 75 e 25cm?; placas de Petri Falcon de 150 x 25 mm,
100 x 20 om, 60 x 15 mm e 35 x 10 mm; placas Falcon, Lin-
bro e Dynatech, para microtitulacao, de poliestirenco de
127 x 95 mm e de 96 orificios de fundo plano. As células
manipuladas nestes utensilios foram: culturas celulares
primirias de fibroblastos e de figado de embriao de gali-
nha, rim de pinto, celulas primarias de rim de suilno e as
linhagens celulares Vero, MA-104, SK-6, (rim de suino) e
FLK (rim de feto ovino). Os seguintes virus de aves sao
rotineiramente propagados para fins de preparaczo de anti
genos para imunodifusao, soroneutralizacio e ensaio imu-
noenzimatico (ELISA) ou para fins de isolamento primario
e preparacao de estoques: virus da doenca de Marek, virus
herpes de peru, virus da bronquite infecciosa, adenovirus
tipo I de perus e frangos, virus da bouba, reovirus, vi-
rus da doenga de Gumboro, virus da sindrome da queda de
postura e virus da laringotraqueite infecciosa. Similar-

mente, sao ensalados os virus da gastroenterite transmis-



sivel e o virus da doenga de Aujeszky. Todos esses virus
sio citopatogenicos in vitro, induzindo alteracoes citopa-
ticas quando avaliados em culturas celulares suscepti-
veis. O procedimente aqui descrito tem sido eficaz em des
contaminar os utensilios de plastico reciclados de todos
r . -
os virus mencionados nac se havendo observado sequer um
caso de contaminacgao viral cruzada devido a possivel defi

ciencia deste método de esterilizacao.

2. METIODOLOGIA

Como aparelho esterilizador, utiliza-se um forno de mi
croondas, de fabricacao nacional, marca Sanyo, Modelo EM
9003B, que opera na freqllencia de microondas de 2450 MHz.

0 procedimento de reciclagem do material plastico para
culturas celulares e o seguinte:

0 material plastico contende culturas infectadas ou
nac infectadas & submerso em bandeja de plastico, conten-
do 10 - 15 litros de solucaoc de hipoclorito de sodio, a
2Z em agua de torneira, permanecendo ali por um perlodo
minimo de 16 horas. A solugao de hipoclorito descola e de
sintegra as células, assim como, inativa os virus dos so-
brenadantes e os virus liberados como conseqilencia do rom
pimento celular. Exerce também uma funcao de limpeza das
superficies internas e externas do plastico. Os utensi-
lios de plastico sao agitados ao serem retirados do hipo-

clorito, para descolar completamente os detritos celula-



res, e enxaguados imediatamente, seis vezes en égua de
torneira. Apos rapida drenagem, os plasticos saoc coloca-
dos em bandejas com 15 litros de dgua destilada, onde sao
enxaguados outras seis vezes. Finalmente, o material e
transferido a outra bandeja contendo 15 litros de agua
destilada em destilador de vidro, enxaguando-se outras
seis vezes, para logo ser drenado e secado na estufa a
482C. O material e estocado e esterilizado imediatamente
antes de sua utilizacao. Antes de iniciar o processo de
esterilizagio, coloca-se um frasco de vidro contendo apro
ximadamente 300 ml de agua comum {até a metade do frasco)
no centro da placa de vidro no interior do forno. As gar-
rafas sao esterilizadas na posicao vartical, com as tam-
pas frouxas, em numero maximo de quatro a seis; as placas
de Petril e as placas para microtitulacao sao esteriliza-
das em apenas uma camada com a superficie para o cresci-
mento celular para cima e com as tampas fechadas. A este-
rilizacdo € realizada durante 6 a 8 minutos, utilizando-
se 0 seletor Forte do forno de microondas. Ao final de ca
da ciclo de esterilizacao, se faz necessario resfriar a
placa de vidro na torneira de agua cqmum antes de iniciar
um novo ciclo de esterilizacao. Esta ultima operacao evi
ta o sobreaquecimento do wvidro e a deterioracao do plas-

tico.



3. RESULTADOS E CONCLUSAQ

Este simples, rapide e relativamente ecconomico proce-
dimento de desinfeccao, lavagem e esterilizacao, tem per-—
mitido a reutilizacao de utensilios plasticos por mais de
30 vezes, sem deterioracao significativa da qualidade da
superficie para o crescimento celular. O procedimento vem
sendo utilizado no laboratorio de Virologia ha tres anos,
com resultados excelentes, sem problemas de contaminagao

viral cruzada ou contaminacao bacteriana e fungica.
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