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PROTOCOLO OPERACIONAL PARA CONTROLE DE CONTAMINACAO EM
FLUXO LAMINAR

N.G. Rumjanekl, J.R. de A. Ribeiroz, G.R. Xavier3, R.C. Peixoto”

1. OBJETIVO
Estabelecer uma rotina de controle das condigdes de esterilidade de capelas de fluxo
laminar, visando minimizar a exposi¢do do usuario a materiais toxicos.

2. MATERIAL

2.1. REAGENTES

Meios de cultura s6lido normalmente utilizados no laboratério (200ml);
Formol (CH,0);

Permanganato de potassio (KMnQy);

Alcool 70% (etanol comercial diluido);

2.2. EQUIPAMENTOS

Estufa de crescimento
Fluxo laminar

2.3. VIDRARIAS
Placas de Petri;

3. PROCEDIMENTO

3.1. Realizar processo normal de trabalho em fluxo laminar, ligar o fluxo de ar, esterilizar
as superficies com alcool 70% e expor ao UV por 20 minutos, antes de iniciar o teste;

3.2. Verter os diversos tipos de meio de cultura, em placa de Petri e aguardar a
solidificagdo;

3.3. Preparar 8 placas de cada meio, manter 2 placas como controle, abrir 2 placas durante
2 minuto na regido mais protegida do fluxo (no caso de fluxo horizontal a regido mais
proxima da tela e em torno da chama). Abrir 2 placas durante 2 minutos na regido mais
externa do fluxo e mais distante da chama, e abrir 2 placas durante 2 minutos numa regiao
de trabalho préxima ao fluxo;

3.4. Incubar as placas em estufa a temperatura normalmente utilizada no crescimento
celular no meio especifico;
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3.5. Observar o aparecimento de contaminantes apos 1, 4 e 14 dias. Manter um registro de
acompanhamento, diferenciando bactérias, fungos e actinomicetos;

3.6. Em caso de contaminagdo, se possivel detectar o agente causador, pois algumas formas
de organismo sdo resistentes até mesmo ao processo de esterilizagdo convencional;

3.7. Realizar o teste a cada 15 dias;
3.8. Em caso de contaminagao, proceder da seguinte forma:

3.8.1. Em caso de suspeita de contaminagdo, quando estiver acontecendo em meios
do trabalho de rotina no laboratorio e que se suspeite que seja do fluxo laminar, é melhor
fazer uma esterilizacdo simples:

Colocar 30ml de formol concentrado em placa de Petri dentro do fluxo laminar
desligado, fechar a parte da frente com plastico e deixar por uma noite. No dia seguinte
arejar bem o laboratorio e realizar novo teste.

3.8.2. Em caso de contaminag¢do confirmada através do teste de meio de cultura:

Colocar 20ml de formol em placa de Petri dentro do fluxo laminar desligado e
adicionar 2,5g de permanganato de potassio, fechar a frente do fluxo com um pléstico e
deixar durante um fim de semana. Apos este periodo arejar bem o laboratério e realizar
novo teste.

ATENCAO: Cuidado ao adicionar o permanganato de potassio. Manter distincia pois

o produto ¢ reativo, havendo liberacdo de 4acido férmico gasoso
altamente toxico. Fechar o fluxo e evacuar a sala imediatamente. E
indispensavel o uso de luva e méscara contra gases toxicos.

O laboratério devera ficar interditado durante o periodo de tratamento.

Obs.: 1: E recomendavel que cada usuario, tenha sempre 1 ou 2 placas extras contendo
meio que estd sendo utilizado que possam servir ao final do trabalho
para determinar uma possivel contaminacdo presente durante o
manuseio. Abrir as placas durante 2 minutos na regido mais protegida
do fluxo. Colocar na estufa de crescimento junto com o restante do
experimento.

Obs.: 2: Verificar as condi¢cdes de limpeza e assepsia da estufa de crescimento.
Regularmente passar 4lcool 70% na parte interna da estufa.



4. CADERNO DE ANOTACOES

Abaixo segue um modelo para o caderno de anotagdes que deve servir como um
diario do fluxo laminar onde se faz anotagdes sobre os tipos de meio utilizados, o
responsavel que realizou o teste, a descricdo do contaminante quando aparecer, tais como,
tipo de colonia, velocidade de aparecimento e outras informacgdes pertinentes. Neste
caderno podem ser anotadas as trocas dos filtros, que devem ser realizadas a cada trés
meses.

Teste n®:
Data:
Responsavel:
Meio de cultura: Unidade formadora de coldnia (UFC) / placa
1 dia 4 dias 14 dias
Fluxo laminar B F A B F A B F

Regido interna

Regido mais externa

Ambiente externo

B — bactéria; F — fungo; A — actinomiceto.
Observagdes sobre o contaminante:
Laudo:
5. RESULTADOS

Os resultados de contaminagdo devem ser expressos em Unidade formadora de
colonia (UFC) / placa

6. ATUALIZACAO

DESCRICAO | REVISAO | RESPONSAVEL | DATA
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Rojane Chapeta Peixoto




	ISSN 0104-6187
	Rojane C. Peixoto
	Embrapa-Agrobiologia

	doc044 B.pdf
	1. OBJETIVO
	2. MATERIAL
	2.1. REAGENTES
	2.2. EQUIPAMENTOS
	2.3. VIDRARIAS

	3. PROCEDIMENTO
	4. CADERNO DE ANOTAÇÕES
	Região interna
	5. RESULTADOS
	6. ATUALIZAÇÃO


