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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo desenvolver um sistema de Boas Praticas de
Laboratorio na Coleg¢do de Cultura de Microrganismos do Departamento de Ciéncia
dos Alimentos da Universidade Federal de Lavras, por meio do desenvolvimento de
um manual de boas praticas e seguranca. Os materiais utilizados no
desenvolvimento da pesquisa atendem aos requisitos de adequacdo em boas
praticas aplicaveis a todos os Centros de Recursos Biologicos e ao dominio
microrganismos. Utilizou-se como referéncia, estudos com publicagcdes apds o ano
2000, que abordam as Boas Préticas no titulo ou resumo. Portanto, com o intuito de
adequar, tanto o material biol6gico quanto os dados a ele relacionado, foi elaborado
um manual reunindo os pontos de maior relevancia envolvendo boas praticas de
gualidade e seguranca. Através da pesquisa, foi possivel perceber o quanto as
legislacBes tratam minuciosamente cada ponto dentro do laboratério, e garante a
qualidade, desde que aplicadas de forma correta. E possivel basear-se na legislacéo
para realizacdo de praticamente todos 0s processos que envolvem a colecdo de
cultura, o que garante uma agilidade de processamento e uma padronizacao.

Palavras-chave: Boas Préticas de Laboratorio. Manutenc&do de microrganismos.
Métodos de preservacao. Biosseguranca.
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1. INTRODUCAO

Historicamente, microrganismos e materiais biolégicos foram preservados e
distribuidos pela coleta de culturas microbianas, bancos de sementes e bancos de
tecidos de células humanas e animais (VAZOLLER & CANHOS, 2005). A coleta
biolégica € uma das ferramentas mais importantes para obter informacfes sobre a
composicao e distribuicdo da biodiversidade em um determinado ambiente. Essas
informacBes sdo indispensaveis para o desenvolvimento de pesquisas cientificas,
modelagem ambiental, apoio as decisdes do governo no planejamento territorial,
definicdo de estratégias de protecéo e uso da base de recursos do pais.

Para padronizar a informatizacdo do registro, monitoramento e exploracao dos
elementos da biodiversidade no processo biotecnoldgico, surgiu o conceito de
Centro de Recursos Bioldgicos (CRBs). A norma NIT-DICLA-061 (2020) define o
Centro de Recursos Biologicos (CRB) como uma parte importante da infraestrutura
de suporte a biotecnologia. Eles incluem prestadores de servi¢os e bancos de dados
de células vivas, genomas biolégicos e informacgBes relacionadas a genética e
funcbes do sistema biolégico. Os CRBs contém organismos cultivaveis (por
exemplo, microrganismos, plantas, animais e células humanas); partes replicaveis
desses organismos (por exemplo, genomas, plasmideos, virus, cDNA), células e
tecidos de organismos viaveis, mas ainda nao cultiviveis, e um banco de dados
contendo informacBes moleculares, fisiolégicas e estruturais relacionadas a essas
colecdes e bioinformatica associada.

As principais funcdes dos CRBs sd&o: resguardar e fornecer recursos
biolégicos (garantia de qualidade) para pesquisa e desenvolvimento e aplicacbes
nos departamentos de ciéncia, inddstria, agronegdcio, meio ambiente e saude;
conduzir pesquisa e desenvolvimento dos recursos bioldgicos mantidos e proteger
recursos biologicos. No entanto, para se tornar um CRB, a colecdo deve atender aos
padrdes de certificagcdo do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia
(INMETRO) e de outras instituicbes (PNCQ, 2015).

Para atender aos requisitos das instituicdes responsaveis pela criacdo dos
CRBs, é necessario implementar um Sistema de Gestdo da Qualidade (SGQ). O
SGQ garante a padronizagdo do processo, a minimizacao de erros e a geracao de
resultados confidveis (CARVALHO, 2012).

O sistema de qualidade ao ser implementado em laboratorio, proporciona a
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obtencdo de dados corretos, promove a confiabilidade do relatério publicado, a
credibilidade e o respeito da comunidade cientifica sdo aprimorados, erros e
retrabalhos séo evitados e a rastreabilidade é promovida (CAMPOS, 2004).

Como sistema de qualidade, podemos destacar as Boas Praticas de
Laboratorio (BPL) que consiste em um conjunto de padrdes relacionados a
organizacdo e condicdes de pesquisa de laboratério que podem ser planejados,
conduzidos, monitorados, registrados, relatados e arquivados (INMETRO, 2019).

Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo elaborar uma proposta
para a implementacdo de um sistema de Boas Praticas de Laboratério com enfoque
na colegéo de cultura de microrganismos do Departamento de Ciéncia dos Alimentos
(CCDCA) da Universidade Federal de Lavras (UFLA), através da criacdo de um

Manual de Boas Praticas.



11

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Colecdes de Cultura de Microrganismos

Através da necessidade do estabelecimento de depdésitos de biomateriais e 0
desenvolvimento de suas tecnologias de preservacdo e manutencdo, além do
crescente interesse na pesquisa em ciéncias da vida, especialmente devido ao
enorme potencial biotecnolégico que pode ser obtido a partir de biomateriais,
surgem as Colecdes de Culturas. A disponibilidade e a qualidade dos materiais
biolégicos desempenham um papel decisivo na qualidade da pesquisa (HALLUIN,
1996).

A primeira colecdo de cultura foi definida para coletar, preservar e distribuir
microrganismos pelo Dr. Frantisek Kral (1846-1911) no ano de 1890 em Praga,
Republica Tcheca. Essa colecdo de cultura, inicialmente, foi destinada ao ensino de
bacteriologia clinica. Primeiro, ele preparou uma exposi¢ao de culturas como em um
museu, entdo ele percebeu a importancia de fornecer aos cientistas culturas
biolégicas. ApOs esse acontecimento, muitas colecbes de cultura foram
estabelecidas em todo o mundo, como o Centraalbureau voor Schimmelcultures
(CBS) na Holanda em 1904, a American Typical Culture Collection (ATCC) nos
Estados Unidos em 1925 e o Institute for Fermentation (atualmente, NBRC) no
Japao em 1944 (SUZUKI, 2017).

No Brasil por muito tempo ao desejar trabalhar com culturas puras era
necessario a compra de culturas biolégicas de paises estrangeiros. Além de exigir
mais tempo para iniciar a pesquisa, essa pratica normalmente ndo era eficaz por
deparar com culturas que ndo eram compativeis ao nosso ecossistema. Como
alternativa para essas dificuldades e para suprir as demandas de pesquisa e ensino
do pais, deu-se origem as cole¢des de culturas existentes no Brasil.

Atualmente, o Brasil segue em evidéncia no cenério mundial, pela evolucao
das colecdes de cultura brasileiras quando comparado a outros paises com mesmo
desenvolvimento. E possivel citar instituicdes brasileiras com cole¢des de cultura de
referéncia que vém continuamente avancando em pesquisa, como a Fundacao
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA), Fundacéo Tropical de Pesquisa e Tecnologia André Tosello (FAT),
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dentre outras.

Para garantir a conformidade com os regulamentos relativos a coleta
biologica, transporte e armazenamento desses materiais, € imprescindivel seguir a
legislacdo que vigora sobre essas atividades, como as Instru¢cdes Normativas (IN) do
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) e do
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade (ICMBio), além da Lei do
Acesso ao Patriménio Genético e Conhecimento Tradicional Associado (Lei da
Biodiversidade) (FIOCRUZ, 2020).

Com o intuito de evitar a biopirataria e garantir que os beneficios do uso da
biodiversidade fossem compartilhados de maneira justa e equitativa, o Brasil foi um
dos paises pioneiros a implementar leis sobre acesso ao patrimbénio genético,
conhecimento tradicional associado e compartilhamento de beneficios, de acordo
com a Convencado sobre Diversidade Biologica (CDB): MP 2186-16, 2001. Apesar
dos impactos positivos em relacdo a protecdo das informacdes, a lei possuia regras
de dificil entendimento pela comunidade civil e cientifica, além de métodos
burocraticos que influenciou negativamente na cooperacdo internacional
e transformou-se em obstaculo para pesquisa e desenvolvimento (P&D) do pais.

Tendo em vista as dificuldades encontradas na primeira legislacdo brasileira
sobre o tema e buscando estabelecer um ambiente pacifico e legalmente seguro
para estimular a inovacdo através da pesquisa e desenvolvimento tecnolégico, no
ano de 2015 entra em vigor a Lei n°® 13.123 (Lei da Biodiversidade).

[...] Dispbe sobre o acesso ao patrimbnio genético, sobre a protecéo
e 0 acesso ao conhecimento tradicional associado e sobre a
reparticdo de beneficios para conservagdo e uso sustentavel da
biodiversidade; revoga a Medida Provisoria n° 2.186-16, de 23 de
agosto de 2001; e d& outras providéncias (BRASIL, 2015).

Depois que a nova legislacdo entrou em vigor, pode-se perceber um avanco
em relacdo aos pontos criticos da Medida Provisoria anterior. A Lei 13.123/2015
extingue a obrigatoriedade de permissdo prévia para realizar pesquisas sobre
patrimdnio genético ou conhecimento tradicional associado, sendo necessario
apenas 0 registro eletrdbnico das atividades de acesso por meio de
cadastro no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético - SISGen. Ja os
requisitos legais para a exploracdo econdmica de produtos acabados ou materiais
reprodutivos  proveniente do acesso ao patriménio genético ou a

conhecimento tradicional associado, devem ser previamente submetidos ao
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Conselho de Gestdo do Patrimdénio Genético (CGEN) sob forma de notificacéo,
antes do desenvolvimento econémico do produto acabado ou do material reprodutivo
decorrente da aquisicdo do patrimbnio genético nacional e da aquisicdo de
conhecimento tradicional relacionado. Em outras palavras, a participagdo nos
beneficios ocorre apenas quando esses produtos sédo langados.

Outra mudanca consideravel da nova legislacdo foi a alteracdo da
composicdo de membros do CGEN, incluindo participantes da sociedade civil,
dando-lhes o direito a voz e voto.

Art. 6° Fica criado no ambito do Ministério do Meio Ambiente
0 Conselho de Gestdo do Patriménio Genético - CGen, 6érgao
colegiado de caréter deliberativo, normativo, consultivo e recursal,
responsavel por coordenar a elaboracdo e a implementacdo de
politicas para a gestdo do acesso ao patrimbnio genético e ao
conhecimento tradicional associado e da reparticdo de beneficios,
formado por representacdo de Orgdos e entidades da
administracdo publica federal que detém competéncia sobre as
diversas acfes de que trata esta Lei com participacdo maxima de
60% (sessenta por cento) e a representacédo da sociedade civil em
no minimo 40% (quarenta por cento) dos membros, assegurada a
paridade entre: | - setor empresarial; Il - setor académico; e lll -
populacBes indigenas, comunidades tradicionais e agricultores
tradicionais (BRASIL, 2015).

Adicionalmente a Lei 13.123/2015, € indispensavel seguir os regulamentos
sobre atividades de coleta biolégica presentes nas Instru¢cdes Normativas
relacionadas ao tema. Alguns regulamentos podem ser enfatizados na
legislacdo, como a IN n° 141/2006/IBAMA, IN n° 146/2007/IBAMA, IN n°
160/2007/IBAMA e IN n° 03/2014/ICMBio (FIOCRUZ, 2020).

A IN n°® 141/2006/IBAMA regulamenta o controle e manejo ambiental da fauna
sinantropica nociva. A IN n°® 146/2007/IBAMA visa estabelecer padrdes e padronizar
procedimentos relacionados a fauna no campo das licencas ambientais para
empresas e atividades que afetam a vida selvagem. Além de determinar em seu
artigo 4°, paragrafo VI, que cada investigacdo da fauna deve incluir informacgbes
sobre o destino pretendido para o material biolégico a ser coletado, com a permisséo
da instituicdo de armazenamento do material.

A IN n°® 160/2007/IBAMA, institui o Cadastro Nacional de Colecdes Bioldgicas
(CCBIO) e disciplina o transporte e a troca de materiais bioldégicos consignados
as colecoes. A INn°® 03/2014/ICMBIio, estabelece padroes para a utilizacdo

do Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade (SISBio) e



14

regulamenta a disponibilidade de dados e informacdes recebidas pelo Instituto Chico

Mendes de Conservagao da Biodiversidade.

2.2 Centro de Recursos Bioldgicos

Recursos bioldgicos - organismos, células, genes e informacdes relacionadas
- sAo matérias-primas importantes para a tecnologia, sautde humana e pesquisa. A
revolucdo na biologia molecular proporcionou maior capacidade de adquirir e
modificar esses recursos biolégicos e usa-los para o beneficio de toda a
humanidade. Garantir acesso e manutencdo de recursos biolodgicos requer
investimento financeiro substancial. Para ndo perder esses investimentos, 0 acesso
aos dados de resultados dessas pesquisas deve estar sempre disponivel e
direcionado aos interesses cientificos, econdmicos e médicos (OECD, 2007).

Nesse contexto, a Organizacdo para Cooperacdo e Desenvolvimento
Econémico (OCDE) lancou o conceito de Centro de Recursos Biologicos (CRBs) em
2001 para fornecer os padrdes de qualidade e materiais biol6gicos necessarios aos
cientistas e a industria internacional para fornecer informacfes e garantir a
sobrevivéncia dessas colecdes. Em resposta ao desenvolvimento de muitos campos,
da biologia molecular & bioinformatica, muitas cole¢des de servicos evoluiram para o
CRBs. Nos ultimos anos, as pessoas reconheceram a importancia da cooperacao
internacional entre varios CRBs, cujo objetivo € agregar valor a colecao, incluindo
materiais, servicos, conhecimentos e habilidades, para garantir sua auto
sustentabilidade (CARVALHO, 2012).

Embora os CRBs tenham multiplas fun¢gbes e assuma diversas formas, o
desenvolvimento, expansdo e sobrevivéncia desses centros enfrentam muitos
desafios. Isso inclui a revolugdo molecular (informacdes reveladas pela genémica e
sequenciamento de DNA), os esforcos para proteger a biodiversidade, o
financiamento da incerteza que ameaca a estabilidade, a necessidade de garantia
de qualidade apropriada e as consequéncias das restricbes de acesso. Proteger o
investimento da empresa privada e o sigilo industrial, regulamentos de importagéo e
exportacao, direitos de propriedade intelectual, questbes de seguranca e questbes
éticas relacionadas ao uso de genes e outros recursos biolégicos, transcendendo
assim as fronteiras internacionais (OECD, 2007).

Para estabelecer boas praticas em relacdo ao acesso, manutencdo e

fornecimento de materiais biologicos, além de gerenciamento para centros de
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recursos biologicos, a OCDE emitiu um documento de orientacdo intitulado
"Diretrizes da OCDE para Boas Praticas em Centros de Recursos Bioldgicos".
Posteriormente, promoveu a auto avaliacdo das colecbes de culturas e divulgou um
conjunto de trés documentos contendo listas com base nessas diretrizes (OCDE,
2009a, b, c¢).

Para alcancar a exceléncia na tecnologia e nos servigos prestados, as
colecbes de cultura dos CRBs deve atender a uma série de normas nacionais e
internacionais, entre as quais a ABNT NBR ISO/IEC 17025:2017 se destaca como
requisito geral para a competéncia de laboratérios de ensaio e calibracdo
(Associacdo Brasileira de Normas Técnicas, 2017); as Diretrizes da OCDE -
Organizacéao para Cooperacao e Desenvolvimento Econédmico de Boas Praticas para
Centros de Recursos Biolégicos (Organizacdo para Cooperacao e Desenvolvimento
Econdmico, 2007); NIT-DICLA-061 Requisitos sobre a Acreditacdo dos Laboratérios
de Ensaio e dos Produtores de Materiais de Referéncia dos Centros de Recursos
Biologicos (INMETRO, 2020); e ABNT NBR ISO 17034:2017 — especifica os
requisitos gerais para a competéncia e a operagcdo consistente de produtores de
material de referéncia (ASSOCIA(;AO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS,
2017).

2.3 Boas Praticas e Seguranca em Laboratério

Os principios de Boas Praticas de Laboratério compfe um sistema de
qualidade que abrange processos e condicbes organizacionais sob os quais os
estudos nao clinicos sobre saide humana e seguranca ambiental sdo planejados,
desenvolvidos, monitorados, registrados, arquivados e relatados. Eles consistem em
testes normalmente exigidos pelas agéncias reguladoras, projetados para avaliar e
registrar produtos (por exemplo, pesticidas, seus ingredientes etc.), produtos
farmacéuticos, cosmeéticos, conservantes de madeira, aditivos para alimentos e
ragbes, produtos veterinarios, desinfetantes, produtos quimicos com aplicagédo
industrial e organismos geneticamente modificados (DOQ-CGCRE-023, 2019).

O principal objetivo da implementacdo e consolidagdo do sistema de
qualidade e Boas Praticas de Laboratério (BPL) é garantir excelentes resultados
técnicos e manter a competitividade do departamento em geragédo de tecnologia e
prestacdo de servigos, além de buscar reconhecimento por seus laboratorios,

seguindo o estabelecido na legislacéo vigente e nas "Diretrizes de Boas Praticas da
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OCDE para Centros de Recursos Bioldgicos".

Em 2007 a OCDE publicou um relatério, apés ampla consulta & comunidade
cientifica, detalhando uma série de melhores préaticas para CRB. Essas praticas
recomendadas visam gerenciar a qualidade das colecfes e fornecer orientacdes
para aqueles que procuram melhorar o nivel de qualidade associado a total
conformidade com essas préticas (OECD, 2020).

O relatorio possui recomendacdes gerais aplicaveis a todos os CRBs, sendo
eles: “Diretrizes de Boas Praticas Gerais para todos os CRBs” e “Diretrizes de Boas
Praticas em Bioprotec@o para CRBs”. Existem ainda, conjuntos de diretrizes de boas
praticas adicionais para os CRBs, que mantém e fornecem materiais biol6gicos em
dominios especificos, estes sado “Diretrizes de Boas Praticas para o Dominio
Microrganismo” e “Diretrizes de Boas Praticas para Material Derivado de Humano”
(OECD, 2007).

A Coordenacao Geral de Acreditacao (Cgcre), como Autoridade Brasileira de
Monitoramento da Conformidade aos Principios das Boas Praticas de Laboratério,
baseou-se em publicacbes de documentos da Organizacdo para a Cooperacao e
Desenvolvimento Econbmico (OCDE) para estabelecer padrbes, documentos
normativos e orientativos para verificar a conformidade de instalagdes de teste aos
principios de Boas Préticas de Laboratério (BPL) (NIT-DICLA-035, 2019).

Os principais documentos normativos que séo utilizados no processo de
verificacdo da conformidade de instalacdes teste aos principios de BPL s&o: NIT-
DICLA-035 Principios de Boas Préticas de Laboratério - BPL; NIT-DICLA-034
Aplicacdo dos Principios de BPL aos Estudos de Campo; NIT-DICLA-036 Papel e
Responsabilidade do Diretor de Estudo em Estudos BPL; NIT-DICLA-037 Aplicacao
dos Principios de BPL a Estudos de Curta Duragéo; NIT-DICLA-038 A Aplicacdo dos
Principios BPL aos Sistemas Informatizados; NIT-DICLA-039 O Papel e
Responsabilidade do Patrocinador na Aplicacdo dos Principios BPL; NIT-DICLA-040
Fornecedores e BPL; NIT-DICLA-041 Garantia da Qualidade e BPL; NIT-DICLA-043
Aplicacdo dos Principios de BPL a Organizacéo e ao Gerenciamento de Estudos em
Multiplas Localidades (Multi-Site); NIT-DICLA-071 Principios das BPL e Estudo in
Vitro; NIT-DICLA-072 Estabelecimento e Controle de Arquivos que Operam em
Conformidade com os Principios das BPL (DOQ-CGCRE-023, 2019).

A norma NIT-DICLA-035 trata-se da versao brasileira da publicacdo Numero

01 — Principios da OCDE sobre Boas Préticas de Laboratorio (revisado em 1997) —
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Paris 1998. Essa norma é a mais amplamente utilizada em laboratorios e estabelece
as suas diretrizes considerando as necessidades das organiza¢gbes de acordo com
cada estudo em especifico.

De acordo com essa mesma norma, para cada estudo serad necessario a
elaboracdo de um Plano de Estudo, que deve preceder ao inicio do experimento. O
Plano de Estudo devera conter as informacdes referentes a identificagdo do Estudo
(titulo descritivo, além da declaracdo da natureza e propésito do estudo),
identificacdo da Substancia Teste e Substancia de Referéncia a ser utilizada. Além
disso, devem constar informacdes referentes ao Patrocinador, Diretor de Estudo,
Pesquisador(es) Principal(is) e a Unidade Operacional. A Data de Aprovacdo do
plano de estudo por assinatura dos responsaveis, Datas Propostas para inicio e
término do experimento, e os Métodos de Testes sdo indispensaveis na construcao
do Plano de Estudo.

A norma NIT-DICLA-035 detalha a responsabilidade de cada personagem
envolvido no estudo (Geréncia da Instalacdo de Teste, Diretor de Estudo,
Pesquisador Principal e Pessoal do Estudo), as exigéncias e responsabilidades do
pessoal da Garantia da Qualidade, os requisitos das Instalagbes, Equipamentos,
Materiais e Reagentes, as condicbes necessarias para Sistema Teste, Substancia
Teste e Substancia de Referéncia, Procedimentos Operacionais Padrdao, Execucao
do Estudo, conteddo do Relatorio de resultados do estudo e Armazenamento e
Retencado de Registro e Materiais.

O atendimento aos requisitos basicos de qualidade dos usuarios promove o
intercAmbio de materiais bioldégicos auténticos com caracteristicas originais
reprodutiveis e acesso aos dados de recursos biolégicos em ambito mundial. Essa
rede de conhecimento construida através da cooperacdo mutua entre CRBs propicia
avangos na pesquisa e desenvolvimento em todos os campos da medicina bésica,
ciéncias biomédicas e biotecnologias aplicadas (EMBRIC, 2015).

Apesar dos consideraveis beneficios a humanidade nos mais diversos
setores, conquistados através do conhecimento avancado sobre o0s sistemas
bioldgicos, alguns microrganismos patégenos podem ser usados como ameacga a
populacdo, seja afetando o0 status social, econbmico e/ou politico.
Consequentemente, regulamentacdes de bioprotecdo (do inglés biosecurity), estao
em uso em todo o mundo, 0 que restringe 0 acesso nao autorizado a esses

componentes disponiveis em laboratérios bioldgicos (SILVA, 2012).
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Objetivando maior controle no suprimento de microrganismos perigosos, €
necessario adotar medidas de biosseguranca definidas para CRBs. O conceito de
biosseguranca € fragmentado em dois aspectos, a saber, biosseguranca (biosafety)
e bioprotecdo (biosecurity). Biosafety refere-se a mecanismos de prevencdo da
disseminacdo de agentes biolégicos potencialmente infecciosos e toxinas para
populacdo e meio ambiente. Biosecurity esta relacionado a protecdo dos agentes
bioldgicos, toxinas e suas informacdes para impedir seu uso ilicito (LIMA, 2007).

As Diretrizes de Boas Préticas em Bioprotecdo para CRBs (OECD, 2007) tem
como objetivo orientar os CRBs a alcancar o equilibrio entre o desenvolvimento da
pesquisa e a seguranca do material bioldgico e suas informacgfes. Essas diretrizes
devem ser implementadas juntamente com as diretrizes gerais e boas préticas
aplicaveis ao dominio dos microrganismos.

Essas diretrizes propdem uma estrutura de avaliacdo de risco de matérias
mantidos dentro de um CRB, bem como uma estrutura que define boas préticas para
gestao de tal risco. Para a avaliacéo de riscos de bioprotecdo do material biolégico é
conveniente que os CRBs garantam que exista um inventario detalhado dos
diferentes materiais biolégicos que mantém, com a finalidade de atribuir a tais
materiais os niveis de risco de bioprotecédo, os quais podem ser designados como
alto, moderado, baixo ou desprezivel.

O nivel de risco de bioprotecdo do material biolégico é determinado em
funcdo do seu potencial de uso indevido doloso e sua viruléncia.

As Diretrizes de Boas Praticas em Bioprotecdo para CRBs (OECD, 2007)
determina que o potencial de uso indevido doloso do material biol6gico seja baseado
em fatores chaves, como:

a) Disponibilidade: o numero de instalacdes que estocam o material biologico e
sua distribuicdo geografica,

b) Amplificacdo: a facilidade com a qual o material biolégico pode ser replicado;
C) Habilidades e conhecimento: a ubiquidade ou raridade de habilidade e
conhecimentos necessarios para amplificar e/ou modificar geneticamente o material
bioldgico;

d) Disperséo: a facilidade e a efetividade com que o material biolégico pode ser
disperso, seja pelo ar, 4gua, alimentos ou por outros meios para o ambiente;

e) Viabilidade ambiental: a robustez do material biolégico através de intervalos

de temperaturas, niveis de umidade, exposicao a luz;
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f) Contramedidas: a existéncia e a facilidade de acesso as profilaxias,
tratamentos pos-exposicao, e deteccdo e medidas de descontaminacgao;

Q) Consequéncias econdmicas: a extensdo em que o material biolégico pode ser
usado para causar prejuizos econdmicos aos humanos, culturas agricolas, rebanhos
ou infraestrutura.

A viruléncia deve ser avaliada com base nos seguintes fatores:

a) Dose de infeccdo: a menor quantidade de material biolégico necessario para
causa infeccéao;

b) Patogenicidade: a capacidade do material biolégico de causar doencas;

C) Letalidade: a capacidade do material biolégico em causar a morte do
hospedeiro;

d) Transmissibilidade: a facilidade com que o material biolégico pode
disseminar-se tanto do vetor para o hospedeiro, como de um hospedeiro para outro.

E adequado que sempre quando houver novas aquisicbes de material
biolégico, o0 CRB remetente envie um resumo da avaliagcdo de risco do material
bioldgico disponibilizado para o CRB destinatario. Uma nova avaliacdo de risco s6
ser4 necessaria se houver novas circunstancias ou informacdes que afetem a
avaliagdo original.

As praticas de gestdo de risco em biotrotecdo (OECD, 2007) serado
desenvolvidas de acordo com a avalicao de risco do material biol6gico e deverao ser
aplicadas em todos os momentos, incluindo recepcdo, armazenamento, utilizacéo,
transferéncia e descarte de materiais.

As instalacdes fisicas para conduc¢do das atividades com o material bioldgico
deverd ter o nivel de contencdo correspondente ao nivel de risco de bioprotecao,
sendo necesséria area de seguranca geral para nivel de risco desprezivel ou baixo,
area restrita para nivel de risco moderado e area de alta segurancga para nivel de
risco alto.

Como forma de controlar 0 acesso as areas de seguranca e garantir a
protecdo dos materiais bioldgicos, € recomendado que todos os membros da equipe
de um CRB recebam um item de identificacéo, de preferéncia com uma fotografia de
seu titular e informacdes quanto ao seu nivel de acesso.

Além da gestdo de seguranca da equipe do CRB, € importante definir um
sistema de controle de seguranga para visitantes que inclua uma lista do perfil de

visitantes que tem permissao para entrar em suas instalacdes e a exigéncia de estar



20

acompanhado ou n&o. E conveniente que os visitantes transitem as instalacdes com
item de identificacdo de acordo com o nivel de risco de bioprotecdo a que eles
tenham acesso.

As boas praticas em bioprotecdo (OECD, 2007) também recomenda a
elaboracdo de um Plano de Respostas a Incidentes, que estabeleca o protocolo a
ser seguido pela equipe do CRB para registro, relato e investigacdo de violagoes de
seguranca. E imprescindivel que todos os membros, incluindo pessoal no técnico,
estejam completamente informados e treinados sobre as ac¢des do plano.

A respeito do controle do material biolégico, convém que os CRBs
estabelecam um sistema de controle e responsabilidade pelo material, que inclua
conduzir e manter inventarios dos materiais bioldgicos em seus acervos e identificar
individuos que tenham acesso ou custodia do material biolégico a qualquer
momento.

Os CRBs podem aceitar solicitagbes de instituicdes que visem a aquisicao,
utilizacdo e manutencdo de material biolégico que apresentem um risco baio ou
desprezivel, sujeito a legislacdo nacional. Para material biol6égico que apresente
risco de bioprotecdo moderado ou alto deve-se assegurar que s instituicées estejam
em pratica com as medidas de bioprotecdo adequadas para lidar com esses
materiais antes do envio.

Para garantir que o uso das informacdes relacionadas ao material biolégico,
nao seja usado para fins malévolos, é necessario realizar uma avali¢cdo de risco da
informacdo. Através dessa avalicdo € possivel definir quais informacfes apresentam
risco de bioprotecdo e tomar a sequencia de medidas necessarias para proteger as
informacdes plausiveis de serem utilizadas para facilitar o roubo de material de risco
de bioprotecdo moderado ou alto. A questdo chave na condugédo da avaliacdo de
risco da informagcdo é se ao possuir a informacéo isso permitiria ao seu detentor
comprometer gravemente a saude de humanos, culturas agricolas, rebanhos ou
infraestrutura.

A norma NIT-DICLA-061 (2020), tendo como referéncia as “Diretrizes da
OCDE de Boas Praticas para Centros de Recursos Biologicos”, também aborda os
principios de bioprotecdo para CRBs, sendo avaliacdo de risco, seguranca fisica,
gestdo de seguranca de pessoal, gestdo de seguranca de visitantes, controle do
material bioldgico, fornecimento do material biolégico, seguranca de transporte

interno e externo, seguranca da informacéo e plano de resposta a incidentes.
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Apesar de biosseguranca (biosafety) e bioprotecéo (biosecurity) evidenciarem
riscos diferentes, eles compartiiham um objetivo em comum que é garantir a
seguranca do material biolégico em seu local de armazenamento e manipulacdo. A
implementacédo de boas praticas de biosseguranca contempla algumas exigéncias
de bioprotecdo. Ao aplicar praticas para prevenir o risco de exposi¢cao acidental a
agentes patogénicos e toxinas, € possivel minimizar perda, roubo ou uso indevido
desses microrganismos (SILVA, 2012).

Acesso restrito, separacéo fisica das areas de circulacdo e plano de resposta
a emergéncia sdo recomendacfes de biosseguranca (biosafety) estabelecidas para
trabalhos com microrganismos classificados como nivel de risco 3 e que sé&o
também medidas de bioprotecéo (biosecurity) (SILVA, 2012).

Por fim, € necessario que a bioprotecdo seja estrutura sobre uma fundacao
sélida de biosseguranca. E imprescindivel que uma forte cultura de seguranca seja
instalada e seguida por toda a equipe, técnica ou nao técnica, do CRB (SILVA,
2012).

2.4 Métodos de Preservacgéao

A conservacdo de culturas biolégicas e suas caracteristicas sao
imprescindiveis para o desenvolvimento biotecnolégico e cientifico. Como forma de
manter inalteradas as caracteristicas dos microrganismos ao longo do tempo, existe
técnicas de preservacao a curto, médio e longo prazo (SOLA et al., 2012).

O objetivo principal da preservacdo de microrganismos € manter o material
biolégico em seu estado original, garantindo sua viabilidade, pelo maior tempo
possivel. A escolha da técnica de preservagdo deve ser baseada nas caracteristicas
especificas da linhagem, importancia do microrganismo para 0 acervo, custo para
execucdo e manutencdo do meétodo e disponibilidade de pessoal e equipamentos
(ABREU & TUTUNJI, 2004; GIRAO et al., 2004).

Os meétodos utilizados para preservacdo e manutencdo devem garantir: alta
viabilidade/recuperacdo da cultura preservada; auséncia de contaminantes na
cultura preservada (isto ndo inclui qualquer co-cultura reconhecida, p.ex. micro-
organismos simbioticos que ndo sao considerados como contaminantes enquanto os
constituintes estejam corretamente especificados e verificados por meio de andlise
morfolégica e molecular, conforme o0 caso) e autenticidade da cultura preservada e

integridade do genoma (analises fenotipica e molecular), quando aplicavel (NIT-
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DICLA-061, 2020, p.11).

A OECD (2007), através da publicacédo do documento “Diretrizes da OCDE de
Boas Praticas para Centros de Recursos Biologicos”, recomenda que o CRB escolha
a técnica de preservacao e manutencao seguindo as orientacdes do depositante ou
através da experiéncia adquirida pelo proprio centro e documente todos os
procedimentos para garantir sua reprodutibilidade e o registro e monitoramento dos
principais parametros.

Outra recomendacao descrita no documento é que o material biologico seja
conservado por, no minimo, dois métodos distintos e sob a forma de estoques
mestres de células e de estoques destinados a distribuicdo. Quando houver
impossibilidade de utilizar dois métodos distintos na preservacdo do microrganismo,
constitui boa pratica manter estoques criopreservados em locais diferentes.

O rotulo de identificagdo do material biologico deve incluir data ou nimero do
lote, nimero de acesso no CRB, data de validade (sempre que possivel) e destaque
para o risco do material biol6gico quando necessario.

Ainda de acordo com as boas praticas estabelecidas pela OECD (2007), o
armazenamento do material biolégico preservado deve ser feito sob condi¢cdes
ambientais capaz de garantir a estabilidade das propriedades do microrganismo.
Além disso, é necessario documentar os detalhes do controle de inventario, prazos
de entrega e praticas de re-estocagem e manter uma colecdo em duplicata, em local
distinto, para garantir a seguranca das informacdes e microrganismos em caso de
perda acidental da colegao principal.

Quando se deseja escolher um método de preservacdo adequado para
conservar o material bioldgico, é necessario considerar que nao existe uma formula
padrao para isso, considerando que a preservacdo deve assegurar a viabilidade, a
auséncia de contaminantes e imutabilidade das células microbianas (DELLARETTI,
2014). A selecédo da técnica a ser utilizada para conservacdo do material biolégico
deve ser orientada pelas particularidades da estirpe, bem como vantagens e

desvantagens dos métodos disponiveis (QUINN et al., 2005).

2.4.1. Métodos de Preservacgédo a curto prazo
2.4.1.1. Repicagem continua ou periodica
A repicagem continua, repicagem periédica ou subcultivo € um dos processos

mais antigos e tradicionais de preservacao e seu uso € justificado pela facilidade de
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aplicacao, baixo custo e por ndo requerer um arsenal sofisticado de equipamentos
(ROMEIRO, 2006). A técnica envolve a transferéncia de fragmentos da cultura
microbiana para outro meio de cultivo compativel, com incubacdo em ambiente que
propicie a multiplicacdo do microrganismo e, apos sua multiplicacédo, estocagem das
culturas em baixas temperaturas (5 a 8°C) com o objetivo de reduzir sua atividade
metabdlica e aumentar os intervalos de repique da cultura (GREEN, 2008; SOLA et
al., 2012).

O processo de transferéncia de fragmentos da cultura microbiana para outro
meio de cultivo, deve ser repetido obedecendo ao intervalo de tempo que atenda as
particularidades de cada microrganismo, avaliando as melhores condi¢gbes e prazos
para preservar suas caracteristicas. E importante atentar-se para que o repique
ocorra antes que 0 meio de cultivo seja completamente consumido pelo
microrganismo ou desidrate (ROMEIRO, 2006).

MURRAY (2003) orienta que os microrganismos isolados sejam armazenados
em tubos de ensaio vedados com tampas de rosca ou selados com parafina, em um
ambiente protegido da luz e mantidos em temperatura de 5 a 8°C, afim de retardar a
desidratacdo do meio de cultura. De acordo com ALFENAS & MAFIA (2007), é
preferivel utilizar tubos de ensaio para armazenamento dos microrganismos pela
facilidade no transporte e por ter superficie exposta menor quando comparado a
placa de Petri, portanto, apresenta menor risco de contaminacao.

Para a escolha desse método de conservacao é preciso atentar-se a dois
parametros importantes, sendo eles: a composi¢cdo do meio de cultura e a idade das
culturas. A composicéo nutricional do meio de cultura esté intimamente relacionada
a resisténcia celular, sendo assim para manutencédo de fungos, os meios de cultura
devem ser pobres em concentragdo de acucares fermentadores, buscando adequar
0 crescimento micelial e evitar alteragcdes morfologicas, da mesma maneira que se
recomenda utilizar esporos durante o processo de repicagem pela tendéncia em
preservar as caracteristicas genéticas originais (PEREIRA et al., 2008; COSTA et al.,
2009; PASSADOR et al., 2010). O outro aspecto relevante na utilizagdo do método
repique continuo, € que, da perspectiva morfologica e genética, culturas antigas
tendem a produzir culturas descendentes alteradas (GIRAO et al., 2004; GREEN,
2008).

O método em questao traz como vantagens a simplicidade e o baixo custo de

operacdo por nao exigir equipamentos sofisticados e ndo requerer reativacdo dos
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microrganismos 0 que evita o estresse e injuria celular, além de possibilitar a
viabilidade das células no periodo de 5 a 12 meses para bactérias e de 1 a 3 meses
para leveduras (ALFENAS; MAFIA, 2007). Contudo, por ser um método de
manipulacdo continua da cultura apresenta maior risco de contaminacéo, perda de
caracteristicas genéticas causada por mutacdes devido a intensa proliferacao
celular, necessidade de maior espaco fisico para armazenamento da cultura e a
necessidade de adaptar os intervalos de repiques para cada microrganismo
armazenado (GIRAO et al., 2004; ROMEIRO, 2006).

2.4.2. Métodos de Preservacdo a médio prazo
2.4.2.1. Preservacao em 6leo mineral

O principio desse método baseia-se em limitar a quantidade de oxigénio
disponivel para o microrganismo através da adicdo de uma camada de 6leo mineral
esterilizado sobre a cultura, retardando o metabolismo e, consequentemente a
multiplicacdo do microrganismo (ROMEIRO, 2006).

E recomendado o cultivo de microrganismos em meio inclinado, utilizando
como referéncia o ponto mais alto do tubo de ensaio, para adicionar o éleo mineral
esterilizado, certificando-se que todo o meio esteja coberto (ROMEIRO, 2006).
Camadas de Oleo mineral superiores a 1 cm, ndo devem ser utilizadas por
possibilitar a perda da viabilidade dos microrganismos em condi¢cdes de
esgotamento total de oxigénio (ROMEIRO, 2006; ALFENAS & MAFIA, 2007).

A escolha dos 6leos utilizados nessa técnica deve atender aos requisitos de
qualidade, pureza, alta viscosidade e apresentar densidade relativa entre 0,8 e 0,9 a
temperatura de 20°C, além de ndo conter produtos toxicos, sendo a parafina e a
vaselina os mais difundidos (BARKER, 2002; ROMEIRO, 2006). Outro ponto de
atencdo diz respeito ao processo de esterilizagcdo dos Oleos utilizados. Nesse
processo, € importante evitar a producdo de umidade, minimizando os riscos de
contaminagcdo e aumentando o controle de temperatura, uma vez que a sua
elevacdo pode resultar na criacdo de produtos toxicos aos microrganismos
(ROMEIRO, 2006). CEFAR (2006) recomenda que a técnica mais adequada para
esse tipo de esterilizacdo seja aquecimento por meio de forno a temperatura de
170°C por uma a duas horas. Paralelamente, ROMEIRO (2006) relatou a existéncia
de dois procedimentos possiveis para a esterilizacdo do 6leo mineral: autoclavagem

a 1 atm por 30 minutos seguida de secagem a 150°C, ou aquecimento a 170°C por
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uma hora.

Esse método de preservacao ocasiona maior longevidade as estirpes e menor
desidratacdo do meio de cultura, quando comparado ao meétodo de repicagem
continua, por isolar seu contato com o ar e reduzir ao minimo seu metabolismo.
Além disso, a preservacdo em Oleo mineral € um procedimento barato que nao
necessita de grandes investimentos financeiros (CANHOS et al., 2004; COSTA et
al.,, 2009; PIRES et al., 2012). No entanto, esse meétodo também apresenta
deficiéncias comparaveis a tecnologia de repique continuo, como possibilidade de
contaminacdo e mutacdo, dificuldade no uso, manuseio e esterilizacdo do Oleo
mineral e sensibilidade de alguns isolados ao 6leo (CANHOS et al., 2004; COSTA et
al., 2009; PIRES et al., 2012).

2.4.2.2. Preservacdo em agua esterilizada

O método de preservacdo em agua destilada estéril, também conhecido por
método de Castellani, seu fundador, é indicado na preservagdo de microrganismos
sensiveis a baixas pressdes osmaoticas de solucdes hipotbnicas. O método consiste
no cultivo de células em meio composto por agar e posterior transferéncia dos
blocos de agar contendo células para frascos de vidro adicionado de agua estéril ou
solucéo salina, sendo armazenado a baixas temperaturas ou temperatura ambiente
(NEUFELD & OLIVEIRA, 2008).

Essa técnica de preservacdo deve ser, preferencialmente, utilizada em
culturas jovens com cerca de 10 a 15 dias, a fim de atingir o estagio de insuficiéncia
biolégica, em face da reducdo do metabolismo e restricdo nutritiva (ABREU &
TUTUNJI, 2004).

PIRES et al. (2012) afirmaram que essa técnica de preservagdo reduz a
probabilidade de modificagbes bruscas nas caracteristicas originais da cultura, por
nao exigir muito manuseio do material. PASSADOR et al. (2010) e APARECIDO et
al. (2012) ressaltam que as contaminagfes por acaros também séo reduzidas ao
utilizar esse método e que tal técnica é simples, apresenta baixo custo por utilizar
apenas agua destilada, requer pequeno espaco fisico para acondicionamento dos
frascos de vidro e é aplicavel a uma enorme variedade de fungos.

A grande desvantagem desse método € aplicagdo restrita a microrganismos
gue tenham aderéncia ao agar, como é o caso de bolores e algumas leveduras
(ROMEIRO, 2006).
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2.4.2.3. Congelamento comum

O método de congelamento consiste na preservacdo dos microrganismos
através da reducdo da temperatura para faixa entre -4 a -20°C, sendo apropriado
para microrganismos que suportam o retorno para a temperatura ambiente apos
serem mantidos em temperaturas inferiores a -20 °C (TORTORA et al., 2011).

Trata-se de uma técnica simples, ndo implica grandes despesas e requer
equipamentos acessiveis até mesmo para o preparo do material (SOLA et al., 2012).
Além disso, o armazenamento de diversos microrganismos € feito com seguranca
por periodos de até dois anos, devido a uma reducéo significativa no metabolismo
celular (TORTORA et al., 2011).

Como desvantagem deste método, podem-se mencionar os danos causados
as células devido a formacao de cristais de gelo e alteracdes eletroliticas na faixa de
temperatura utilizada, reduzindo assim a viabilidade de certos microrganismos
(ROMEIRO, 2006). ALFENAS & MAFIA (2007) recomendam o uso de crioprotetores
e modificacdes na técnica inerentes a espécie preservada para impedir a formacao

de cristais de gelo e, consequente perda da viabilidade.

2.4.2.4. Métodos de preservacao por secagem

O método de preservacdo de microrganismos por secagem consiste em uma
suspensao de reagentes sob um suporte sélido como solo, carvdo ativado, papel
filtro, gel silica, etc., promovendo a reducdo do metabolismo por desidratacdo e
baixa temperatura, uma vez que esses transportadores possuem grande superficie e
capacidade absorvente (GREEN, 2008; ANJOS et al., 2012; LOPES, 2012).

No método de secagem por silica gel € utilizado um pequeno frasco de vidro
parcialmente preenchido pelo gel previamente esterilizado, para adicionar uma
suspensao concentrada de microrganismos em leite desnatado. Posteriormente o
frasco é agitado e armazenado em gelo pelo tempo médio de 30 minutos para evitar
os efeitos da dissipacdo de calor. Depois disso, o frasco € mantido por 7 dias em
temperatura ambiente e ndo havendo sinais de contaminac¢do durante esse periodo,
€ inserido em exsicador a 5°C. Esse meétodo possui vantagens de uma
implementagdo simples, baixo custo e resultar em culturas estaveis (ABREU &
TUTUNJI, 2003; GREEN, 2008; ANJOS et al., 2012; LOPES, 2012).

O método de secagem em solo estéril baseia-se na utilizacdo de amostra de

solo autoclavada a 121°C por 1 h e seca até atingir cerca de 20% de umidade, como
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meio de armazenamento. Deve-se transferir a amostra de solo (5 g) para um tubo de
ensaio estéril, inocular a suspensdo biologica (1 ml) e armazenar em baixas
temperaturas. Esse método possui as vantagens de estabilidade microbiana em uma
média de 5 a 10 anos, baixo custo e a possibilidade de realizar varias ativacdes
através do mesmo tubo. Entretanto é importante atentar-se para utilizacdo de solo
estéril e seco, manter os cuidados para evitar contaminacao e, ao utilizar suspenséo
liquida para inoculacédo usar baixos volumes para ndo prejudicar a secagem do solo
(BUENO, 2004; ANJOS et al., 2012; LOPES, 2012; SOUSA et al., 2017).

O método de secagem em papel filtro equivale a imersdo de tiras de papel
filme pré-esteriizada em suspensdo microbiana contidas em placas Petri.
Posteriormente, os papeis ja colonizados, séo transferidos para outra placa
esterilizada e secos em uma incubadora a 25°C por 10 dias. ApGs esse periodo, 0s
papeis sdo transferidos para tubos de ensaio e acondicionados a -20°C ou -80°C. E
um método simples e barato, além de manter a cultura preservada tdo estavel
guanto aos isolados liofilizados. Para preservacdo de culturas em pequena escala
em laboratério, € mais barato que o nitrogénio liquido e favorece a troca de amostras
entre laboratorios pela facilidade no transporte (ALFENAS & MAFIA, 2007; LOPES,
2012; SOUSA et al., 2017).

2.4.3. Métodos de Preservacédo a longo prazo
2.4.3.1. Liofilizacdo

A técnica de liofilizacdo caracteriza-se pela dissecacdo a vacuo do material
congelado por sublimacéo, impedindo a formacéo de cristais de gelo, capazes de
originar o rompimento das estruturas celulares, além da degradagdo de enzimas
presentes no citosol, e consequente morte dos agentes (MORGAN et al., 2006).

O processo de liofiizacdo € dividido em trés etapas, sendo elas:
congelamento do material, desidratacdo primaria e desidratacdo secundaria. O
congelamento promove a inércia do material a ser liofilizado, interrompendo as
reacOes quimicas e atividades biologicas, sendo considerada uma das etapas mais
criticas. Finalizado esta etapa, a amostra biolégica é desidratada por sublimacdo a
vacuo e com adicéo de calor, e em seguida a temperatura de secagem € usada sob
pressfes reduzidas para remover a agua absorvida pelo material (PAOLI, 2005;
COSTA et al., 2009).

Durante o processo por liofilizacdo, devido ao comportamento intrinseco da
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agua em condi¢des de baixa temperatura, um grande numero de células sofrerdo
danos estruturais. Para preservar essas células, substancias protetoras devem ser
adicionadas antes do congelamento ou secagem, evitando modificacbes no
processo. A escolha dos meios protetores varia conforme as caracteristicas do
microrganismo alvo, podendo ser utilizado soro bovino, leite desnatado, glicerol,
trealose, betaina, adonitol, solucdo de 1% de sacarose, glicose, lactose e alguns
polimeros como dextran e polietilenoglicol (CANHOS, 2003; HUBALEK, 2003;
PAOLI, 2005).

A vida util dos materiais liofilizados esta intimamente relacionada aos
processos de armazenamento e embalagem. Buscando assegurar a estabilidade
dos produtos liofilizados, recomenda-se que ao serem acondicionados em ampolas
ou tubos de vidro, sejam armazenados em ambiente com baixa umidade, ao abrigo
da luz, com auséncia de oxigénio e mantidos a temperatura até -20°C (MORGAN et
al., 2006; ALFENAS & MAFIA, 2007).

As principais vantagens do uso desse método de preservacdo sao alta
estabilidade do material conservado (em média de 17 a 20 anos), baixa taxa de
variacdo e contaminagcdo por acaros, aplicavel a muitas espécies de
microrganismos, nao necessita de monitoramento ou manutencao frequente, além
de requerer pouco espaco para armazenamento. Além disso, o material liofilizado
tem a possibilidade de ser transportado a longas distancias sem refrigeracao
(MORGAN et al., 2006; CARVALHO, 2007; ANJOS et al., 2012; PIRES et al., 2012).

Contudo, a implementacao desse método € complexa, exigindo nivel técnico e
dominio da tecnologia por parte dos colaboradores, além de demandar
equipamentos com alto valor agregado para desidratagcdo dos materiais e alto custo
no preparo das culturas (PAOLI, 2005; ALFENAS & MAFINA, 2007; ANJOS et
al.,2012).

2.4.3.2. Criopreservagéo

Essa técnica de preservacdo compreende a manutencdo de diversos tipo
celulares sob baixas temperaturas para minimizar os danos a materiais biolégicos
causados durante a etapa de congelamento e armazenamento a frio (WOLFE &
BRYANT, 2001; COSTA et al., 2009).

A tecnologia de criopreservacdo pode ser segmentada de acordo com a

temperatura de armazenamento utilizada em seu processo, sendo possivel manter
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0S materiais a baixas temperaturas (-20°C a -80°C) em freezers e em temperaturas
ultrabaixas (-150°C a -196°C) em containers de nitrogénio liquido (WOLFE &
BRYANT, 2001; PAOLI, 2005).

O processo de criopreservacao inicia-se através da refrigeracdo do material
biolégico, previamente diluido em meio adequado, até a temperatura de 20°C. A
medida que a temperatura diminui, é estabelecida uma faixa critica, entre 19°C e
8°C, na qual os microrganismos podem sofrer lesdes irreversiveis como danos a
membrana plasmatica, aumento da permeabilidade resultando em perda de ions e
metabolismo reduzido, caso o resfriamento ndo seja realizado de maneira adequada
(WATSON, 2000; OLIVEIRA, 2007; COSTA et al., 2009). O recomendado € que
ocorra um declinio de 1°C por minuto durante o resfriamento para minimizar o
surgimento de danos as células (ANJOS et al., 2012).

Quando o processo de resfriamento atinge a faixa de temperatura entre -6°C
e -15°C ocorre a cristalizagdo da 4gua no meio, a concentracdo de soluto na fracdo
descongelada aumenta e a membrana plasmaética de controle impede a formacéao de
cristal de gelo dentro da célula. No momento em que o material atinge a temperatura
critica de -60°C, a inércia da unidade € verificada para que o material possa ser
imerso em nitrogénio liquido para armazenamento e preservagdo (WATSON, 2000;
OLIVEIRA, 2007).

A eficécia da criopreservacdo de microrganismos esta relacionada a diversos
fatores, como espécies, tipo de cepa, tamanho e estrutura celular, estagio e taxa de
desenvolvimento, temperatura de incubacdo, composicdo do meio, pH, pressao e
aeracdo osmotica, teor de dgua da célula, teor lipidico e a composi¢cdo do meio de
congelamento, taxa de resfriamento, temperatura e tempo de armazenamento, taxa
de aquecimento e o meio de recuperacdo (COSTA et al., 2009; BELOTI, 2015).

2.4.3.2.1. Congelamento em ultrafreezer

O método de preservacdo por ultracongelamento baseia-se em submeter o
microrganismo, veiculado a uma sustancia protetora ou nao, a temperaturas
extremamente baixas podendo chegar a até -100°C (ALFENAS & MAFIA, 2007).

A cultura isolada € cultivada em placas de Petri contendo meio de cultura
apropriado e, apés um periodo de 7 dias, adiciona-se a suspensao preparada com
agua destilada as placas de Petri. Posteriormente, tiras de papel de filtro sdo

colocadas em contato com a suspensdo para que essa seja totalmente absorvida.
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ApOs completa absor¢do, os papeis de filtro sé@o retirados e inseridos em novas
placas estéreis e acondicionados em caixa seca a aproximadamente 28°C por 8
dias. Em seguida, as tiras de papeis sao transferidas para criotubos distribuidos
ultrafreezer a uma temperatura de -80°C (APARECIDO & CAMILO, 2013; BELOTI,
2015).

A grande vantagem desse método consiste na preservagdo das células por
longos periodos, ocasionado pela protecdo que baixas temperaturas fornecem ao
DNA e as proteinas contra danos e desnaturacdo (PRAKASH et al., 2013).

No entanto, embora a conservacdo empregando baixas temperaturas seja
eficiente, a temperatura nos freezers podem sofrer constantes variagdes, o0 que

prejudica a qualidade da amostra (PAOLI, 2005).

2.4.3.2.2. Congelamento em nitrogénio liquido

A técnica de congelamento em nitrogénio liquido inclui a manutencdo de
materiais em temperaturas ultrabaixas variando entre -150°C e -196°C
acondicionadas em recipientes de nitrogénio liqguido (WOLFE & BRYANT, 2001,
PAOLLI, 2005).

Esse método é considerado o mais apropriado para preservacao de fungos
filamentosos, uma vez que reduz a atividade metabdlica desses microrganismos a
niveis minimos e ndo afeta sua morfologia e propriedades patégenas (SINGLETON,
1992; SMITH, 1998). Contudo, a aplicabilidade dessa técnica depende da
sensibilidade do microrganismo em suportar o resfriamento, seguido do
congelamento a -196°C e posterior descongelamento na recuperacdo da cultura
(BELOTI, 2015).

A conservacdo de microrganismos em nitrogénio liquido evita variagbes na
temperatura de armazenamento e garante a preservacao da espécie por longo prazo
(WOLFE & BRYANT, 2001; PAOLI, 205). Entretanto, essa técnica requer suprimento
continuo do nitrogénio em nivel adequado e necessita de um local com ventilagéo

adequada para armazenamento do barril, tornando-se onerosa (FONG et al., 2000).

2.5. Colecdo de Cultura de Microrganismos do Departamento de
Ciéncia dos Alimentos
2.5.1. Historico
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A Colecdo de Culturas de Microrganismos do Departamento de Ciéncia dos
Alimentos (CCDCA) foi oficialmente criada pelo professor Dr. Luis Roberto Batista
em 28 de abril de 2010 e aprovada em Assembleia Departamental, de acordo com a
ATA de numero 339 de 28/04/2010. Originalmente estava localizada no Laboratério
de Micologia e Micotoxinas do Departamento de Ciéncia dos Alimentos da
Universidade Federal de Lavras (UFLA).

A solicitacdo para credenciamento da CCDCA como instituicéo fiel depositaria
de amostras de componentes do patrimoénio genético foi enviada em 2014, sendo o
Aviso de Credenciamento n® 141/2015/SECEX/CGEN publicado no D.O.U. n°® 219,
de 17/11/2015, sec¢éo 3, pagina 129. O Regulamento Interno da Cole¢&o de Cultura
de Microrganismos do Departamento de Ciéncia dos Alimentos foi aprovado em
assembleia Departamental, conforme ATA de numero 382 de 04/12/2015. A Criacéo
do Banco de DNA de Microrganismos do Departamento de Ciéncia dos Alimentos foi
aprovada em Assembleia Departamental, como consta na ATA 396 de 18/08/2017.
E, de acordo com a ATA 401, em 26 de marco de 2018, a CCDCA foi transferida
para o Centro de Biodiversidade e Recursos Genéticos da UFLA, aprovada em
assembleia Departamental.

O principal objetivo da CCDCA ¢é desenvolver a preservagdo, manutencao,
deposito, fornecimento, caracterizacdo de microrganismos, além de identificacdo
morfologica de fungos filamentosos, além do desenvolvimento de pesquisa e
atividades de ensino nos cursos de graduacdo e pos-graduacédo, em conformidade
com as normas e legislagbes nacionais e internacionais vigentes. A colecdo é
mantida financeiramente através de projetos de pesquisa. Atualmente possui em seu
acervo 1593 cepas, pertencentes aos géneros Aspergillus Alternaria, Beauveria,
Cladosporium, Fusarium, Geotrichum. Lecanicillium, Monascus, Paraphaeosphaeria,
Penicillium, Rhizopus e Talaromyces sendo em maior numero Aspergillus e
Penincillium. Além de, possuir em seu acervo 136 leveduras pertencentes aos
géneros Hanseniaspora, Cryptococcus, Candida, Hyphopichia, Trichosporon,
Kluyveromyces e Torulaspora e 36 Bactérias dos géneros Staphylococus, Pantoea,
Curtobacterium, Gluconobacter, Arthrobacter, Microbacterium e Bacillus.

O método utilizado para a preservacdo dos microrganismos da CCDCA é a
criopreservacdo a -80°C. Os isolados foram obtidos em diferentes substratos,

principalmente de alimentos como café, uva, cacau e especiarias. O acervo também
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apresenta fungos isolados de cavernas e solos de Mata Atlantica, Cerrado, Caatinga
e de areas de mineracéo.

A CCDCA esta registrada junto a Federacdo Mundial de Colecdes de Cultura
(World Federation for Culture Collection-WFCC) desde o ano de 2016, pelo Centro
Mundial de Dados para Microorganismos (World Data Center for Microorganisms-
WDCM) e pelo Centro de Recursos Microbianos (Microbial Resources Centres-
MIRCEN), com a numeracdao WDCA 1081. Em 2017, a CCDCA foi credenciada junto

a Federacao Latino Americana de Colecdes de Cultura (FELACC).

Figura 1 Documento de credenciamento da CCDCA junto a FELACC

F.E.L.A.C.C.
Federacion Latinoamericana de Colecciones de Cultivos

Por la presente se hace constar que la coleccion Colegde de Cultura de

Microrganizmes do Departamente de Cigncia doz Alimentos da Universidade

Federal de Lavras. establecida en Campus da Unjversidade Federal de Lavras

N® 5/M. Ciudad: Lavras, Brasil . dirigida por Dr. Luis Roberto Batista se

FELACC, desde 12/05/2017 al presente.

Esta constancia se extiende a los 12 dias del mes de mayo de 2017,

L«.\I\ horar, \‘\ Q ?E VM,

Para identificacdo dos isolados, sdo utilizadas técnicas propostas pela
literatura especializada, tais como meios de cultivo especificos e manuais de
identificacdo. O fornecimento das culturas preservadas da CCDCA realiza-se depois
de efetivada o crescimento e a verificacdo da pureza, além da assinatura do termo

de transferéncia de material pelo responsavel.
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2.5.2. Funcdes da CCDCA/UFLA

BATISTA et al, (2016) no Manual Sobre a Colecdo de Cultura de
Microrganismos do Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal
de Lavras descreve minuciosamente as funcbes desempenhadas pela
CCDCA/UFLA, como segue:
o Colecdao: Continuar a incluir microrganismos relevantes em sua colecdo para
pesquisa cientifica e pedagogica (para escolas de segundo grau e instituicbes de
ensino superior) e aplicagbes biotecnolégicas de importancia industrial.
Principalmente, micotoxinas e microrganismos provenientes de projetos de
pesquisas desenvolvidos pelo Laboratorio de Micotoxinas e Micologia de Alimentos.
Identificar poluentes industriais e deterioracdo de produtos que afetam a
produtividade e a seguranca do agronegdcio brasileiro.
o Preservacdo de manutencdo: Através de diferentes métodos de
preservagdo, garantir a sobrevivéncia, estabilidade e pureza de microrganismos
durante longos periodos de tempo.
o Parceria: Cooperacdo entre pesquisadores ou instituicbes publicas ou
privadas. Poderdo ser mantidos no acervo microrganismos relacionados a pesquisa,
ensino e preservacao sigilosa de cepas utilizadas em processos industriais.
o Distribuicao: Distribuicdo de culturas para grupos treinados na utilizacao dos
microrganismos conforme demanda e sob restricdo técnica e legal (ex:
microrganismos patogénicos ou associados a processo de patentes). As Colecdes
de cultura institucionais, geralmente se restringem a atender aos interesses e
necessidades das instituicbes que as mantém.
o Servico de Identificacdo: ldentificacdo por taxonomia classica, molecular e
taxonomia Polifasica. Todos os isolados serdo identificados por taxonomia classica
(caracteristicas morfolégicas). Para alguns serdo utilizados também métodos
moleculares e/ou taxonomia polifasica como ferramenta de identificacdo e
caracterizagdo. Permite a interacdo técnica e cientifica entre a colecdo e seus
usuarios provenientes de instituicdes de pesquisa e/ou do setor industrial.
o Informacdes: As atividades de rotina e as pesquisas microbianas realizadas
a partir da colecdo produzem muitas informacdes cientificas e técnicas. Caso ndo
seja confidencial, serd organizado de forma coerente e disponibilizado aos usuarios

(gratuitamente ou né&o).
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o Treinamento: A colecdo de cultura pretende desempenhar um papel
importante em programas de treinamento, principalmente em areas como
preservacao, manutencao, taxonomia e identificacdo de microrganismos importantes
para a industria de alimentos.

o Acervo: O acervo da colecdo de cultura contara, inicialmente, com fungos
filamentosos isolados de alimentos, produtos agricolas, ambientes internos de
processamento de alimentos e diferentes comunidades biologicas (principalmente
dos géneros Aspergillus e Penicillium). Sera adotada uma norma e um formulario
para solicitacdo de Ilinhagens, e outro para identificacdo das linhagens
encaminhadas para esta colecéo. Tais medidas objetivam controlar as finalidades de
coleta, controlar o armazenamento, recursos humanos e financeiros.

o Publicidade: O web site na internet via Universidade Federal de Lavras,
proporcionard a cole¢do maior visibilidade de seu acervo e servicos oferecidos.
Participacdo em workshop, conferéncias, publicacdo de artigos e colaboracdo com
outras instituicdes, também serdo estratégias utilizadas para publicidade da colecéao.
o Pesquisas: O principal objetivo da pesquisa envolvendo a colecdo de cultura
é fornecer mais pesquisas de inovagdo biotecnoldgica abrangendo a aplicacdo de
microrganismos a producdo de alimentos, producdo de enzimas microbianas,
degradacdo de residuos e seguranca alimentar. Além de aplicar os conhecimentos
adquiridos na formacéo e educacao técnica profissional, envolve também as areas
de microbiologia alimentar, microbiologia agricola, biotecnologia, engenharia

alimentar e ecologia.

2.5.3. Avaliacdo de risco dos microrganismos presentes na colecao de
cultura

As préticas, os equipamentos de seguranca e o0 projeto das instalagdes sédo
adequados para o treinamento educacional, ou para treinamento de técnicos, alunos
e professores. Todos 0s microrganismos presentes na colecdo de cultura
apresentam baixo risco para os técnicos, alunos e para 0 meio ambiente. Portanto,
microrganismos estritamente patogénicos, ndo serdo tratados no laboratério. Como
a maioria dos microrganismos, aqueles presentes na colecédo de cultura (CCDCA)
sao capazes de desenvolver uma infeccdo secundaria.

Desta forma, a Colecdo de Cultura do Departamento de Ciéncia dos

Alimentos é avaliada como nivel 1 de biosseguranca (NB-1), exigindo protecéo
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bésica.
Todas as recomendacdes padréo de biosseguranca (NB-1) estdo detalhadas
no Manual de Boas Praticas e Seguranca (APENDICE A).

2.5.4. Métodos utilizados para identificagdo dos fungos filamentosos da
CCDCA

A identificacdo dos fungos filamentosos € realizada por métodos classicos,
utilizando caracteristicas morfolégicas macroscépicas e microscéopicas. Quando
necessario, € realizado o sequenciamento para que os fungos sejam identificados
pela taxonomia molecular, por meio da cooperacdo com laboratérios de andlise
molecular da UFLA. Analises de metabdlitos secundarios também poderdo ser

utilizados para a identificacéo dos isolados.

2.5.4.1. Avaliagcao das caracteristicas macroscopicas

Para avaliar o didmetro das colbnias, sdo utilizados diferentes meios de
cultivo: Czapeck Yeast Agar (CYA), Yeast Extract Agar (YES), Malt Extract Agar
(MEA), Creatine Agar (CREA), Czapeck Agar (CZ) e Dichloran 18% glycerol Agar
(DG18). Apos o cultivo, os fungos séo incubados a 25°C e 37°C por 7 dias. Além das
caracteristicas macroscopicas, a cor e a textura da colbnia, a cor do reverso,
presenca de exsudato, presenca ou auséncia de pigmentacéo solluvel entre outros,

também sdo observados para a caracterizacdo das espécies.

2.5.4.2. Avaliacdo das caracteristicas microscopicas
As caracteristicas microscopicas dos fungos observadas em lamina, com laminula e
corante (Azul de Metileno), séo: tipo de ramificacdo, comprimento, largura e textura
dos conidioforos, comprimento e textura das métulas e fialides, forma, tamanho e
textura dos conidios, forma e cor dos cleistotécios/esclerédios e forma e tamanho
das vesiculas para a caracterizacdo das espécies.

Além das caracteristicas morfoldgicas, outros métodos sao utilizados para
isolar, caracterizar e identificar fungos filamentosos da CCDCA, conforme

exemplificado na Figura 2.
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Figura 2 Métodos utilizados para a caracterizacdo dos fungos filamentosos da CCDCA

Meios utilizados paraidentificagao dos isolados

Penicillium e Telemorfos (Talaromyces, Eupenicilliuim,
entre outros)

{CYA, MEA, YES, DG18, 04, CREA)

Aspergillus eteleomorfos (Eurotivm, Emericella,
Meosartorya, entre outros)

Caracterizagdo Morfoldgica
Macromorfologica

|Caracteristicas: didmetro das coldnias, textura, producio de
esclerddios ou cleistotécio, coloracaoe do micélio,

| esporulac3o, pigmentaco solivel, exsidato, coloracio do

reverso, células-Hiille
Micromorfologica

Caracteristicas: forma e textura dos conididforos, das
vesiculas, fialides, conidios, metulas, unisseriado ou

(CYA, MEA, YES, DG18,0A, CY203 bisseriado

Genes para identificacan
Plugs em placas de Cromatografia de - . ;
Camada Delgada (Tolueno, Acetato de — paraEIEtlflzn E S Papel F”.tm a-807C
Etila eAcido Formico 50:30:10) . -PapelFiltroa 4°C
Analise BLAST -Papel Filtro emtemperatura ambiente

Fonte: BATISTA et al., (2016, p. 31)

2.5.5. Métodos de preservacao de microrganismos utilizados na CCDCA

Os métodos utilizados para a preservacdo das espécies pertencentes aos
géneros Aspergillus e Penicillium do acervo da CCDCA, foram escolhidos de acordo
com a disponibilidade do laboratério, longevidade da preservacdo, vantagens e
desvantagens.

O método do Papel Filtro € usado had 14 anos para preservar espécies
pertencentes aos géneros Aspergillus e Penicillium. O método é simples, e como ja
apresentado no tépico 2.4.2.4 deste trabalho, n&o requer equipamentos sofisticados,
ou mesmo é complexo na preparagdo do material, apresenta baixo custo por utilizar
somente papel filtro e necessita de pequeno espaco fisico para acondicionar os
microtubos. Nao querer mao de obra especial, permite a preservacao por longos
periodos e diminui os riscos de contaminacao.

Atualmente os isolados da CCDCA/UFLA séao preservados em papel filtro em
duas condicbes: em ultrafreezer a — 80°C e em temperatura ambiente e pelo método

de Castellani. Sdo mantidos pelo métodos duas cépias de cada isolado preservado.
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Figura 3 Método de preservacdo em papel filme

Fonte: BATISTA et al., (2016, p. 39)

Figura 4 Fungos do género Penicillium preservados pelo método do papel filtro
mantidos a -80 °C

Fonte: BATISTA et al., (2016, p.40)
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3 METODOLOGIA

O desenvolvimento do Manual de Boas Préticas da Colecdo de Cultura do
Departamento de Ciéncia dos Alimentos foi motivado pela necessidade em
padronizar a informatizacdo de registro dos microrganismos depositados,
preservagao, monitoramento e a conformidade com as legislagbes nacional e
internacional.

Esta pesquisa se propde a entender as orientacdes de adequacdo dos
laboratoérios de pesquisa as boas praticas e seguranca em laboratorio. Dentro dessa
abordagem pretende enforcar nos requisitos aplicaveis aos Centros de Recursos
Biolégicos para o dominio microrganismo, buscando atingir a colaboracéo global em
pesquisa e colaboracao entre as atuais cole¢cfes de cultura da UFLA, como, também
padronizar e orientar a utilizacdo de protocolos de preservacdo do material biol6gico
e seguranca.

Devido aos fins para ampliar a 4rea de conhecimento em boas préticas de
laboratorio essa pesquisa se enquadra na natureza basica e se classifica como
exploratdria, tendo envolvimento profundo em literatura, sendo a base da pesquisa
legislacbes, normativas, livros, artigos, relatérios técnicos e documentos que
auxiliam na adequacao dos laboratorios de pesquisa as boas praticas.

Baseado na ideia de transig&o de colegdes de cultura de microrganismos para
0 conceito de centro de recursos biologicos, a unidade de recursos microbiologicas
da UFLA ira trabalhar de acordo com as boas praticas de laboratério (NIT DICLA 035
e documentos publicados pelo OECD), além dos demais procedimentos comumente
acordados e principios estabelecidos no manual.

De inicio, foi realizado um esbogo com perspectivas quanto a pesquisa,
estabelecendo-se nesse momento os tépicos a serem trabalhados. Dessa forma
definiu-se o que seria abordado em cada capitulo e quais as leis seriam analisadas,
servido de critério a esta escolha o conteudo aplicavel a todos os centros de
recursos biolégicos e atendimento ao dominio microrganismo.

O material de estudo foi composto por livros, documentos e toda a literatura
relacionada ao tema de estudo presente nos bancos de dados da Coordenacédo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - CAPES, Scientific Eletronic Library
Online - SciELO, Google Livros, Medical Literature Analysis and Retrieval System
Online - MEDLINE. O material foi selecionado a partir da variavel de interesse, com

preferéncia as publicacdes apds o ano 2000.
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Portanto, com o intuito de adequar, tanto o material biolégico quanto os
dados a ele relacionado, foi elaborado o manual reunindo os pontos de maior

relevancia envolvendo boas praticas de qualidade e seguranca.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Diante das informacgbes coletadas foi possivel proceder a elaboracdo do
Manual de Boas Praticas e Seguranca da Colecao de Cultura do Departamento de
Ciéncia dos Alimentos (APENDICE A). O manual conta com nove principais divisées,
que visam adequar a unidade as boas praticas:

a) Normas de seguranca;

b) Equipamentos de protecao coletiva e individual,

c) Acesso e permanéncia ao laboratorio;

d) Manutencao das instalagdes;

e) Manutencdo dos equipamentos;

f) Produtos quimicos;

g) Descarte de materiais e residuos;

h)  Procedimentos de emergéncia e;

)] Documentos.

Os decretos, portarias e instrucdes normativas elaboradas pelos principais
orgaos fiscalizadores resultam em diversos beneficios para os laboratérios, desde
que suas acdes sejam implantadas. E uma forma de padronizar a necessaria
infraestrutura para a correta preservacao, catalogacéo digital, e disponibilizacédo dos
acervos a comunidade cientifica em geral, viabilizando estudos de taxonomia a
altura do conhecimento, principalmente por morfologia, fisiologia, filogenética
molecular e marcadores moleculares.

No que diz respeito as principais legislacbes sobre boas praticas, a norma
NIT-DICLA-035, revisdo n° 04 aprovada em outubro de 2019 e as Diretrizes da
OCDE de Boas Praticas para Centro de Recursos Bioldgicos, publicado em 2007,
sdo a base para o gerenciamento em condicdes adequadas tanto em recursos
humanos como em estrutura fisica e equipamentos para a Unidade de Recursos
Microbiologicos. A implantacéo dos critérios estabelecidos nas legislacdes evidencia
o comprometimento da unidade frente ao Unico organismo de acreditacdo
reconhecido no Brasil, a Coordenacdo Geral de Acreditagéo do Inmetro — Cgcre.

Ao reunir a base para boas praticas e seguranca em laboratério, em
harmonizacdo com o cumprimento da legislagdo nos niveis nacional e internacional,
0 manual assegura o desenvolvimento de estruturas operacionais para facilitar o
acesso seguro a materiais biologicos de referencia e informagéo associada, além do

desenvolvimento de politicas comuns sobre questdes de biosseguranca.
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E valido ressaltar que as legislagdes utilizadas como base para elaboracdo do
Manual de Boas Praticas e Seguranca do Departamento de Ciéncia dos Alimentos
estdo vigentes no momento da escrita da mesma, ficando sob responsabilidade da

equipe da unidade buscar novas legislacdes e atualizacdes para as mesmas.
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5 CONCLUSAO

Tendo em vista os aspectos discutidos ao longo do trabalho, pode-se concluir
que as legislacbes e normativas dos diversos orgaos de regulamentacao existentes
sdo muito relevantes no dia a dia dos centros de recursos bioldgicos e que sua
utilizac@o implica em diversos beneficios a empresa.

Através dos estudos foi possivel perceber o quanto as legislacées sdo amplas
e detalhadas, o que facilita o funcionamento dos laboratérios, desde que aplicadas
de forma correta. E possivel basear-se nelas para realizacéo de praticamente todos
0S processos que envolvem os centros de recursos biolégicos, o que garante uma
agilidade de processamento e uma padronizacao.

Este trabalho permitiu um aprofundamento nos conhecimentos de legislacdes
envolvendo boas praticas e seguranca em laboratorios. Além disso, foi aprimorada a
busca por legislacdes nas plataformas dos diversos 6rgados de regulamentacao, o

que auxiliard em futuras pesquisas.
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1. INTRODUGAO

O “Manual de Boas Praticas e Seguranca da Colecdo de Cultura de
Microrganismos do Departamento de Ciéncia dos Alimentos” da Universidade
Federal de Lavras — UFLA tem como objetivo orientar funcionarios e colaboradores
sobre regras de conduta, seguranga e boas praticas nas atividades de laboratorio,
visando manter a saude e seguranga da equipe, seguranga ambiental e assegurar a
validade dos resultados de pesquisa.

Este manual inclui recomendagdes sobre saude e segurancga, instalagoes,
manutencdo e uso de aparelhos elétricos, além de equipamentos de protegdo
coletiva (EPC) e individual (EPI), regulamentos sobre manuseio, armazenamento e
transporte de produtos quimicos, gerenciamento de residuos e procedimentos de
emergéncia.

O presente manual fornece diretrizes para garantir que individuos e
organizagdo cumpram os padrdes, regulamentos e politicas relevantes de saude e
seguranca ambiental. A preparagcdo e implementagdo deste manual faz parte da

implementacdo de medidas do Sistema de Gerenciamento Integrado (SIG).

2. OBJETIVO

Este manual tem como objetivo central estabelecer padrées de Boas Praticas
de Laboratorio (BPL) e assegurar que todos os envolvidos entendam e cumpram tais
normas e, desta forma garantir o funcionamento seguro dos laboratérios, a
integridade da amostra, confiabilidade dos resultados e integridade dos
colaboradores.

3. DIVULGAGAO DO MATERIAL
Este manual esta disponivel fisicamente para consulta no Laboratério de

Micologia e Micotoxinas de Alimentos da Universidade Federal de Lavras — UFLA.

4. RESPONSABILIDADES

a. A Geréncia da Instalagdo deve garantir que os principios de boas praticas de
laboratorio descritos nesse manual sejam atendidos. Além disso, € necessario
garantir que todo o pessoal da Unidade e suas responsabilidades sejam

identificados. Certificar de que a equipe seja formada por pessoal,
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instalagbes, equipamentos e materiais adequados para a correta conducao
dos estudos. Garantir que exista um Programa da Garantia da Qualidade
composto por pessoal designado, e assegurar que as responsabilidades da
garantia da qualidade sejam executadas de acordo com os principios das
BPL. Também é responsabilidade da Geréncia da Instalagdo nomear o Diretor
de Estudo, antes do inicio da pesquisa.

O Diretor de Estudo tem a responsabilidade global pela condugédo do estudo e
pelo seu relatério final. Deve aprovar e garantir que o plano de estudo,
emedas e os Procedimentos Operacionais Padrdo (POP) estejam disponiveis
ao pessoal envolvido no estudo. Além disso, é responsavel por garantir que
quaisquer desvios ao plano de estudo sejam avaliados e documentos.

O Pesquisador Principal tem como responsabilidade certificar que as fases
delegadas do estudo a ele sdo conduzidas de acordo com os principios das
Boas Praticas de Laboratério.

O Pessoal do Estudo deve estar ciente da aplicagdo dos principios BPL em
atividades relacionadas a sua participagdo. Quaisquer desvios da descricdo
do plano de estudo devem ser documentados e comunicados diretamente ao
Diretor de Estudo, e/ou ao Pesquisador Principal.

O Pessoal da Garantia da Qualidade deve garantir que os estudos
executados estdo em conformidade com os principios das BPL e, portanto,

deve ser inspecionado para verificagao.

NORMAS DE SEGURANCA

Os padrdes de segurancga do laboratério servem para orientar funcionarios de

maneira a evitar acidentes. Para assegurar a preservacéo da vida e garantir a

integridade das instalagdes, equipamentos e resultados da analise, todo e qualquer

colaborador deve trabalhar de maneira prudente e metddica.

5.1. Normas basicas de seguranga

As normas de boas praticas de laboratério englobam agdes com o objetivo de
minimizar os riscos do ambiente laboratorial. Dentre as boas praticas, estao:

. N&o consumir alimentos e bebidas no laboratério para evitar a ingestdo

acidental de produtos que podem prejudicar a saude;
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. Nao armazenar alimentos e/ou utensilios utilizado para alimentagdo em
laboratério e ndo usar nenhum equipamento do laboratério para aquecer o alimento;

. De acordo com a legislagdo brasileira, € estritamente proibido fumar em
laboratério;
. Evitar conversas paralelas durante a execugdo da atividade, diminuindo as

chances de distracao;
. Nao utilizar aparelho de som ou celular em laboratério, principalmente quando
realizar atividades que demandam atencéo extra;

. Usar cabelos amarrados e, quando necessario, utilizar toucas;

. Manter as unhas curtas, limpas e sem esmalte;

. Use sempre uma pipeta apropriada e nunca opere com a boca;

. Nao aquecer recipientes de vidro diretamente sobre a chama; nao aquecer ou

mexer solventes volateis com a abertura do recipiente voltada para vocé ou outras
pessoas e nao coloque o recipiente quente em uma superficie fria de trabalho;
. Antes de iniciar as atividades, certifique-se que o chuveiro de emergéncia e

lava olhos opera em perfeito funcionamento;

. Usar carrinhos apropriados para transportar materiais com risco a seguranga;
. Proteger qualquer ferida exposta, evitando contaminacéo;

. Nao transitar com jalecos utilizados em laboratério no ambiente externo;

. Nao tocar nas maganetas da porta ou telefone ao usar luvas;

. Nao armazenar materiais de laboratério em armarios de uso pessoal;

o Manter uma lista telefénica de emergéncia atualizada no laboratério.

5.2. Normas de seguranga pessoal

. Usar sapatos sem salto e fechados para proteger os pés de substancias
corrosivas ou toxicas;

. N&o usar lentes de contato ao trabalhar em laboratério, uma vez que em
contato com vapores corrosivos, as lentes podem irritar os olhos;

° Sempre utilizar jaleco ao entrar no laboratério;
. N&o usar roupas de tecido sintético, faciimente inflamaveis;
. N&o usar pulseira, relégios, brincos e quaisquer outros acessoérios decorativos

que possam causar acidentes ou contaminagé@o e até mesmo dificultar a utilizagao

de Equipamento de Prote¢do Individual (EPI);
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. Lavar as maos ao final do procedimento e ap6s remover todo o equipamento
de protecdo. Use sabdo apropriado e seque as maos com toalhas de papel
descartaveis.

. Utilizar dispositivos adequados de protegédo para corpo, méos, olhos, boca,
ouvido e rosto sempre que necessario;

. Evitar contato dos produtos com pele, olhos e mucosas, utilizar sempre que
solicitado luvas e 6culos de segura;

. Nao cheirar os meios de cultura inoculados;

. Evitar trabalhar sozinho no laboratério.

5.3. Normas de seguranca para utilizagao de materiais de vidro

. Manter toda a vidraria armazenada em local adequado;

° Descartar toda a vidraria quebrada em recipientes apropriados e etiquetados;
. Utilizar equipamento de prote¢do adequado ao manusear vidrarias
danificadas;

. A lavagem do material de vidro deve ser realizada de maneira minuciosa para

que ndo acumule residuos;

. Utilizar placas termo isolantes sob frascos aquecidos.

6. EQUIPAMENTOS DE PROTEGAO COLETIVA E INDIVIDUAL (EPCs e EPIs)

Estabelecer equipamentos de protegdo coletivo e individual no ambiente
laboratorial € uma medida de seguranga necessaria para promover a saude e
seguranca do trabalhador.

Os EPCs sao itens fixos ou mdveis, instalados no laboratério para a protegéo
coletiva de todos os presentes, antes mesmo da determinagcdo do uso de EPIs.
Constituem equipamentos de protegdo coletiva as placas de sinalizagédo, sensores
de presenga, fita de sinalizagdo, chuveiro de emergéncia, lava olhos, sistema de
ventilagéo e exaustéo, protegdo contra ruidos e vibragdes, sistema de iluminagéo de
emergéncia, dentre outros.

Os EPIs estao relacionados aos equipamentos de uso individual e devem ser
adequados para os tipos de risco existentes, estar em bom estado de conservagéo,
protecdo e desempenho para ndo expor os usuarios a riscos devido a falha do

equipamento. Dentre as opg¢des de EPIs, podem-se destacar oculos e protetores
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faciais, luvas de segurancga, protetor auricular, respiradores e calgados de
seguranca.

Todos os usuarios do laboratério devem receber treinamento sobre o uso,
limpeza, manutencéo e vida util dos equipamentos de protecdo. O treinamento deve
ser registrado e repetido sempre que detectada a necessidade.

E responsabilidade do usuario do laboratério:

. Utilizar o EPI adequado ao risco de cada atividade realizada;
. Usar o EPI apenas para a finalidade a que se destina;
. Nao utilizar EPIs, como jalecos e luvas, que foram usados em areas

contaminadas em areas publicas;
. Substituir imediatamente o equipamento caso esteja danificado e;

. Realizar a manutencgéo e higienizagéo periodica do EPI que utiliza.

7. ACESSO E PERMANENCIA AO LABORATORIO

O acesso ao laboratério € restrito aos membros da equipe autorizados ou
aqueles por eles acompanhados.

Todos os membros da equipe deverdo dispor de item de identificagdo com
foto de seu titular e informagbes quanto ao seu nivel de acesso em todos os
momentos que estiverem na Unidade, exceto em circunstancias em que essa pratica
represente risco a saude e seguranga.

O acesso de visitantes as instalagdes s6 permitido apds autorizacdo prévia
concedida pelo gestor do Centro de Recursos Biologicos ou por pessoa por ele
designada. Além disso, € necessario que o visitante esteja identificado de acordo
com o nivel de risco de bioprotegao a que ele tem acesso.

E de suma importancia que cada membro da equipe, incluindo pessoal ndo
técnico, esteja completamente informado sobre os riscos presentes em cada
laboratdrio e treinado nas agdes descritas no plano de resposta a incidentes, para
que saibam agir em caso de violagédo de seguranca.

E extremamente importante considerar que os riscos operacionais na area de
trabalho do laboratério sdo muito altos, portanto, ndo apenas a garantia de
treinamento e qualificagdo pode reduzir esses riscos, mas também as atitudes
pessoais de cada membro da equipe. Assim:

1 Por razdes de seguranca, evite trabalhar sozinho no laboratério;
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2. Sempre que ndo houver funcionarios nos laboratorios eles deverdo ser
trancados;
3. O dltimo usuario a sair do laboratério deve confirmar que todos os

equipamentos estao desligados e desconectados da fonte de alimentacéo (exceto o
que ndo sao instruidos a desligar) e que as torneiras de gas ou agua estdo
fechadas, as luzes apagadas e as portas de acessos internas do laboratério estdo

trancadas.

8. MANUTENGAO DAS INSTALAGOES

A organizagédo e limpeza do laboratério sdo benéficas a saude e seguranga dos
usuarios e ajuda a melhorar a produtividade e a qualidade das atividades e
processos no local. Para garantir a validade do estudo, as condi¢des a seguir devem

ser atendidas:

o Manter as portas fechadas durante a execucao das atividades;
. A érea de trabalho deve estar limpar e livre de materiais estranhos;
. Limpar e sanitizar a superficie das mesas e balcées antes e depois do

trabalho de cada dia, utilizando alcool a 70° GL;
o A assepsia de equipamentos e bancadas é limitada a colaboradores que

foram treinados especificamente para usar o equipamento;

o As areas de circulagdo devem ser mantidas organizadas, limpas e livres;

. Materiais, reagentes e equipamentos devem ser acondicionados de forma
correta;

. O material a ser analisado deve ser tocado apenas com instrumentos estéreis

e nunca com as maos;
o Apo6s o uso, o equipamento deve ser limpo e armazenado, se aplicavel, de

acordo com procedimentos técnicos e/ou manuais para este fim;

. Os reagentes derramados devem ser limpos imediatamente e de maneira
segura;
. Quando ndo estiver em uso, todos os recipientes de produtos, inclusive

produtos quimicos, devem ser mantidos fechados.

o Todos os frascos contendo produtos devem ser identificados;
. Os materiais descartados devem ser colocados em locais apropriados e
rotulados;
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. As saidas de emergéncia devem sinalizadas e mantidas desbloqueadas. Seu
uso so é autorizado em caso de emergéncia;

. As areas proximas a extintores de incéndio, hidrantes, chuveiro de
emergéncia, lava olhos e painéis de energia devem ser sinalizadas e o ambiente ao
redor deve ser mantido desobstruido;

. Os pertences e itens pessoais devem ser armazenados em locais especificos

para essa finalidade.

9. MANUTENGAO DOS EQUIPAMENTOS

Todos o0s equipamentos, instrumentos de medicdo e sistemas
computadorizados utilizados devem ter configuragdo, capacidade, localizagdo e
instalagées corretas.

Ao adquirir equipamentos e instrumentos de medicdo, o operador deve
considerar as informagdes corretas de operacado fornecidas pelo fabricante, como
graficos, manuais e instrugdes concisas de uso. As instrugdes de uso devem ser
arquivas e estarem disponiveis para consulta sempre que necessario.

Os equipamentos da URMICRO devem ser operados por pessoal
comprovadamente treinado atras de registros de frequéncia em treinamentos.

E importante que os equipamentos estejam calibrados, evitando falhas na
execucao da atividade.

9.1. Equipamentos e instrumentos de precisao

. Realizar calibragdo dos mesmos;

. As balangas devem estar sempre niveladas;

. Os termémetros de reserva devem ser armazenadas em local fresco e seco;

. Eletrodo de pHmetro deve ser mantido sempre protegido e imerso em solugcao

de cloreto de potassio 3M quando nao estiver sendo utilizado;
. Banho-maria e estufas devem estar sempre limpos e organizados para que
ocorra a distribuicdo regular de calor por todo o equipamento.

9.2. Equipamentos elétricos
. Todos os equipamentos devem ter identificagdo de voltagem em local de facil

visualizagao;
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. Nao ligar equipamentos elétricos antes de verificar a voltagem correta e néo
utilizar quando n&o houver identificacdo de voltagem;

. S6 operar equipamento quando fios, tomadas e plugues estiverem em
perfeitas condig¢des e o fio terra estiver ligado;

. Nao operar equipamentos elétricos em superficie Umida;

. Verificar periodicamente a temperatura do conjunto plugue-tomada. Se
detectar alguma anomalia, desligar o equipamento e comunicar ao responsavel;

. Somente pessoal treinado e qualificado por reparar ou modificar
equipamentos elétricos ou eletrénicos;

. N&o deixar equipamentos elétricos ligados fora do horario de trabalho;

. Remover frascos de produtos inflamaveis das proximidades do local onde
serdo usados equipamentos elétricos.

9.3. Bico de Bunsen

. Antes de acender a chama, verificar possiveis vazamentos, dobra no tubo de
gas, ajuste entre o tubo de gas e suas conexdes e existéncia de inflamaveis ao
redor;

. Guardar todos os materiais combustiveis e inflamaveis apropriadamente
antes de acender a chama;

. N&o acender a chama com valvula de gas combustivel muito aberta;

. Apagar a chama imediatamente apds a conclusdo da atividade e toda vez que

precisar se afastar dela.

10. PRODUTOS QUIMICOS

Geralmente, os laboratérios usam diferentes substancias quimicas, que
podem causar danos a saude e seguranga dos trabalhadores, dependendo de suas
caracteristicas quimicas, fisico-quimicas e precaugdes relacionadas ao uso dessas

substancias.

10.1. Consideragdes gerais sobre manuseio, identificagdo e armazenamento
de materiais e produtos quimicos em laboratério:

. Antes de usar qualquer produto quimico, leia com atengdo todas as
informacgdes disponiveis no roétulo;
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. N&ao remova, substitua ou danifique o rétulo do produto quimico;

. Os reagentes ou solugdes preparadas e as amostras coletadas devem ser
identificadas imediatamente;

. Os materiais devem ser armazenados de acordo com as especificagdes
contidas no rétulo, em area de pouca umidade, ao abrigo da luz ou qualquer outra
fonte de calor, e quando necessario, manter sob refrigeracéo;

. Os produtos quimicos devem ser armazenados levando-se em consideragéo
a compatibilidade entre eles;

0 Todos os fracos que contém solugbes ou reagentes devem ser rotulados com
o nome do produto, data de aquisicdo ou preparacdo e responsavel pela solugéo.
Quando necessario, adicionar informagdes sobre os riscos, perigos e condi¢cdes de

seguranga durante o processo;

. Ao misturar produtos quimicos, considerar a toxidade do produto mais
perigoso;

. N&ao armazenar produtos, integral ou parcial, fora do periodo de validade;

. Sempre lavar as maos apos realizar atividades com produtos quimicos,

mesmo que sejam utilizadas luvas;

. Sempre utilizar os EPIs adequados.

11. DESCARTE DE MATERIAIS E RESIDUOS

Cada tipo de residuo demanda precaucgdes especificas para o descarte de
acordo com sua composi¢ao quimica. Assim, algumas sugestdes séo:
. N&o descartar nenhum tipo de residuo antes de verificar o local apropriado
para esse fim;

. Evitar jogar produtos quimicos na pia do laboratério;

° Nao descartar liquidos inflamaveis em esgoto;

. Descartar vidraria quebrada em recipiente adequado e identificado;

. Esvaziar e limpar o frasco de reagente, com materiais apropriados, antes de

coloca-lo na solugéo de limpeza;
. Descontaminar os materiais utilizados em analise microbiologica antes do

descarte.

12. PROCEDIMENTOS DE EMERGENCIA

UFLA/DCA — Laboratério de Micotoxinas e Micologia de Alimentos




60

Manual de Boas Praticas e Seguranga da Colegéo de Cultura de Microrganismos do
Departamento de Ciéncia dos Alimentos

O manuseio incorreto de produtos quimicos e materiais frageis, o nao
cumprimento das regras de seguranga, a pressa em obter resultados e o uso
inadequado dos equipamentos de seguranca coletivo e individual sdo causas
frequentes de acidentes em laboratério. Para evitar acidentes e garantir um
ambiente seguro € extremamente necessario seguir corretamente as Boas Praticas
de Laboratério e manter equipamentos de emergéncia em bom estado de
conservacgao e funcionamento, seguindo o descrito:

1. Os usuarios precisam saber onde estdo os equipamentos comuns de
seguranga e emergéncia (extintores de incéndio, kit de primeiros socorros, lava-
olhos, chuveiros de emergéncia e saidas de emergéncia) e entender como operar
em situacdes necessarias;

2. Nos laboratérios que utilizam reagentes nocivos a pele e aos olhos, lava-olhos
e chuveiros de emergéncia devem estar disponiveis e com facil acesso a todo
tempo;

3. O laboratério deve ser equipado com numero suficiente de extintores de
incéndio para o tipo correto de materiais manipulados;

4. Todos os equipamentos de emergéncia devem ser verificados regularmente e
o registro de inspegao deve ser fixado ao equipamento.

Entretanto, mesmo seguindo as normas estabelecidas e com risco minimo, o
usuario pode ser vitima de acidentes e é necessario ter conhecimento sobre os
procedimentos de emergéncia.

E necessario que todos os usuarios sejam treinados e estejam familiarizados
com as técnicas de primeiros socorros, estando aptos a agir em caso de acidentes.
Apds os primeiros socorros, a vitima devera ser conduzida ao hospital dependendo
da gravidade da situagao.

12.1. Derramamento de produtos quimicos

O procedimento a ser seguido em caso de derramamento de produtos
quimicos dependera da quantidade de produto e dos riscos associados a esse
produto. Dentre as medidas iniciais, estéo:
1. Interromper imediatamente o trabalho e isolar a area, se possivel,

2. Informar aos outros usuarios sobre o ocorrido;
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3. Efetuar a limpeza apds consultar a ficha de emergéncia do produto e, apenas
se estiver disponiveis todos os EPIs e materiais necessarios para a correta
execucao do procedimento;

4. Analisar a causa que levou ao acidente e corrigir, se aplicavel;

12.2. Ferimentos

Em caso de ferimentos com materiais perfuro-cortantes, deve-se:

1. Controlar a hemorragia, aplicando-se uma compressa diretamente ao
ferimento;

2; Elevar a area afetada para controlar o sangramento, se possivel,

3- Retirar todo material estranho que se encontre no ferimento, no caso de

cortes superficiais;
4. Enviar a vitima ao hospital, se necessario.
Obs.1: A medida que a compressa ficar encharcada de sangue, adicionar mais

compressas sobre ela e nunca retira-la para realizar a troca.

12.3. Ingestao de substancias perigosas

Para todo e qualquer substancia ingerida, deve-se:
i Determinar o produto ingerido e consultar a Ficha de Informagcdo de
Seguranga para Produtos Quimicos — FISPQ;

2. Adotar as medidas de primeiros socorros determinadas pela FISPQ;
3. Disponibilizar ajuda médica imediatamente, atentando-se para levar a FISPQ
do produto.

12.4. Queimaduras

As queimaduras sao classificadas em grau, sendo primeiro, segundo e
terceiro grau a depender das camadas da pele atingidas. Cada grau de queimadura
e tipo de lesdes ira querer um procedimento especifico. Contudo alguns pontos séo
comuns a todos, sendo eles:
i Lavar o local com agua fria em abundancia ou no caso de queimadura de 3°
grau utilizar compressas midas. E importante resfriar o local;
2. Seque o local e faga um curativo com compressas limpas, com cuidado de

nao pressionar a lesao;
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Nao oferecer alimentos, bebidas e/ou remédios a vitima;
4. Nao estourar bolhas e/ou remover roupas grudadas a pele;

Encaminhe a vitima para o hospital, caso necessario.

13. DOCUMENTOS

Os documentos devem ser adequados para comprovar o armazenamento
seguro e a recuperacao rapida de dados originais, planos de estudo, registros de
auditoria, dentre outros.

O controle de documentos inclui o estabelecimento de padrées e a verificagéo
de conformidade, para que as informagées do laboratério possam ser bem
gerenciadas. Esses padrbes garantem que os documentos sejam analisados,
publicados, modificados, aprovados ou ndo, em condigdes controladas para evitar o
uso de documentos desatualizados ou ndo avaliados. Além de garantir a seguranca,
confidencialidade e rastreabilidade dos dados, esses procedimentos também
garantem a identificagdo clara de testes e quaisquer registros no laboratério.

Algumas diretrizes s&o indicadas para uma boa gestdo de documentos de
laboratério, sendo elas:

. Manter atualizados os documentos do Sistema de Gestdo da Qualidade:
Manual da Qualidade, Procedimento Operacional de Apoio (POA) e Procedimento
Operacional Padrao (POP);

. Cadernos de protocolos, artigos, projetos e relatério de pesquisa devem ser

mantidos no laboratério;

. Estabelecer padrbées para definir limites entre documentos institucionais e
pessoais;
. N&o manter arquivos pessoais no laboratorio, mas caso ndo seja possivel,

arquiva-los em local separado e destinado para esse fim;
. Estabelecer pastas ou dossiés com documentos pessoais dos pesquisadores
do laboratério.

14. HISTORICO

Versao Data Natureza da Mudanca

1 Criagdo do documento
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