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Agora voceé faz parte do Sisterna de Educacdo a Distancia para
profissionais da saude envolvidos com o diagndstico lalboratorial das
Doencas Sexualmente Transmissiveis e Aids - DST/AIDS - TELELAB.

O TELELAB foi criado para levar afeé vocé cursos com informacoes
indispensdveis para gque seu trabalho seja realizado dentro dos padrdes de
qudiidade estabelecidos pelo Programa Nacional de Doengas Sexudimente
Transmissiveis e Aids, do Ministério da satude - PN-DST/AIDS-MS.

Assistindo ao programa de video e estudando este manual vocé
terd a oportunidade de verificar o que pode ser mudado no seu dia-o-
dia e o que pode ser mantido.

Assim, voceé ferd mais confianca nos resultados do seu frabalho e
mais franquilidade no que se refere a sua seguranca pessoal.

GUARDE ESTE MANUAL PARA CONSULTAR SEMPRE
QUE NECESSARIO. ELE E SEU. USE-O!

Para esclarecimentos de dlvidas e sempre que precisar,
comunigque-se direfamente com

TELELAB - PN-DST/AIDS-MS

Telefax gratuito: 0800 - 61 - 2436
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Funcionamento do seu curso TELELAB

Inscricé&o Agora que vocé fez a inscricdo e o
Pré-teste pré-teste, estd na hora de se organizar
para fazer seu curso!l Vocé tem1més
l para conclui-lo.
Video e Assista o video quantas vezes vocé
Manual precisar.
No manual, estdo todos os confelidos para
l 0 seu estudo.
Pos-teste Faca o pos-teste e responda ao questio-
ndrio de avaliacdo. Suas informacdes sGo
l fundamentais para a melhoria do TELELAB.
Certificado Para obter o certificado, vocé deverd

acertar no minimo 80% do pods-teste.
Depois da correcdo do seu teste pelo
PN-DST/AIDS, vocé receberd o certificado.

Ao final deste curso vocé serd capaz de:

« identificar os procedimentos e técnicas
recomendados pelo PN-DST/AIDS - MS
para preparacdo dos corantes e para
a redlizagdo da coloracdo Gram; e

* executar a coloracdo de Gram,
obedecendo aos critérios fécnicos, critérios
de controle de qualidade e cuidados de
piosseguranca recomendados.
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Infroducdo

O meétodo tintorial predominante utilizado em bacteriologia € o
metodo de Gram. A bacterioscopia, apds coloracdo pelo metodo de
Gram com diagndstico presuntivo, de triagem, ou até mesmo
confirmatdrio em alguns casos, constitui peca importante e fundamental
na erradicacdo e no confrole das Doencas Sexualmente Transmissiveis
(DST). Essa técnica € simples, rapida e fem capacidade de resolucéo,
permitindo o correto diagndstico em cerca de 80% dos pacientes em
cardter de pronto atendimento em nivel local.

Os custos com investimento e manuten¢cdo sdo consideravelmente
baixos diante da eficacia alcancada com os resultados imediatos dos
testes. Essa técnica requer instalacdo simples, necessitando apenas de
uma sala pequena com disponibilidade de dgua e gds, onde deverd ser
instalado um balcdo com pia € um bico de Busen, eventualmente
substituido por uma lamparina ou espiriteira.

S@o ainda necessarios: microscopio com objetiva de imersdo e
bateria para a coloragdo de Gram. Os corantes devem ser preparados
pelo proprio laboratdrio ou por um laboratdrio habitado que assegure a
qualidade do produto.

Finalmente, e mais importante, sdo necessdrios técnicos de laboratdrio
freinados, responsdveis e conscientes do valor do seu fralbalho.

A coloragdo de Gram recebeu este nome em homenagem a seu
descobridor, 0 médico dinamargués Hans Cristian Joaguim Gram. Em
1884, Gram observou que as bactérias adquiriram cores diferentes,
quando tratadas com diferentes corantes. Isso permitiu classificd-las em
dois grupos distintos: as que ficavam roxas, que foram chamadas de Gram-
positivas, e as que ficavam vermelhas, chamadas de Gram-negativas.

Apos descricdo do método, inumeras propostas de modificacdo
foram feitas. Neste manual, vocé vai conhecer a técnica, os corantes e
0s procedimentos para a correta realizacdo da coloragdo de Gram,
recomendados pelo Programa Nacional de Doencas Sexualmente
Transmissiveis e Aids do Ministério da Saude.
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Quais as modificacdes feifas ao méfodo de Gram?

O meétodo original utilizava violeta-de-genciana. Hoje se utiliza um
outro tipo de cristal violeta, a violeta-de-metila. E importante ressaltar que
a solucdo de violeta-de-metila, em sua preparacdo, ja contem fixador
quimico. Devido a isso, a fixacdo do esfregaco em chama caiu em
desuso e é afualmente contra-indicada.

O diferenciador hd 100 anos era uma mistura de solventes. Hoje se
usa apenas o dlcool etilico (99,5° Gay Lussac). Este € mais seguro do que
o dlcool acetona utilizado por HURK, que requeria grande habilidade do
operador para que ndo ocorresse a hiperdescoloracdo. Alem do que,
ndo permitia uma boa reprodutibilidade da técnica.

Entretanto, a modificagdo mais importante foi a do corante
secunddrio, fambém chamado de corante de fundo. A fucsina fenicada
de Gram foi substituida pela safranina. Foi baseado no espectro de cores
que substituiu a fucsina pela safranina.

A safranina mantém-se mais distante da violeta no espectro de cor,
diferenciado com maior nitidez as bactérias Gram-negativas que se
destacam das Gram-positivas e da coloracdo de fundo, que assume a
cor vermelho-claro. Veja a figura 1, na pdgina seguinte:
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) Fucsina
Safranina

Violeta Violeta

Figural: representacdo, no espectro de cores, da dist@ncia entre a safranina e a fucsina,
em relacdo & violeta,

Quais as diferencas bioquimicas enfre a safranina e a fucsina?

SAFRANINA FUCSINA
Corante Acido Corante Bdsico
Pertencente ao Grupo Pertencente ao Grupo
das Triarilpirazinas dos Triarimetanos
Solivel em Agua Insolivel em Agua
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O que é preciso para preparar os corantes de Gram?

Para preparar os corantes, vocé vai precisar de:

* 1 béquer de 500 ml;

* 1 béquerde 1 litro;

* 1 balanca gramatdria ou eletronica;
* 2 bastdes de vidro;

* 1 proveta de 200 mi;

* 1 proveta de 500 mi;

* 1 espdtula ou uma colher de café;
* violeta-de-metila;

* Jdicool etilico (99,5° Gay-Lussac)

* dlcool metilico (99,5° Gay-Lussac)
» axalato de ambnia;

* jodeto de potdssio;

* iodo metdlico;

e safraning; e

* dgua destilada.
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Como preparar a violeta-de-metila? (vide Formulas)

A) Primeira solucdo:

Se vocé utilizar uma balanca gramataria ou elefrdnica, coloque o
papel de pasagem no prato e pese o papel. Adicione a este valor 2
gramas de violeta-de-metila. Siga atentamente as instrucoes contidas no
manual do equipamento. Assegur-se de que sua balanca foi certificada
pelo INMETRO.

Transfira a violeta-de-metila para o bégquer de 500 ml. Junte 100 ml
de dicool etilico e, em seguida, 100 ml de dlcool metilico. Misture
lentamente com o auxilio do bastdo de vidro. Deixe descansar por alguns
minutos e repita o procedimento de mistura varias vezes, até conseguir a
completa dissolucdo do corante.

B) Segunda solucdo:

Pese 4 gramas de oxalato de amdnia. No béquer de 1 litro, junte o
oxalato de ambnia a metade da dgua destilada (200 ml). Misture lenta e
constanfemente como na 19 solucdo, afé conseguir a completa dissolucdo,
observando se ndo restaram residuos no fundo do béquer. Vocé observard
que o preparo desta solucdo vai desencadear uma reacdo endotermica,
isto €, a solucdo ficard ligeiramente gelada. Para acelerar o processo de
dissolucéo do sal, vocé pode aquecer em banho-Maria a 37° C.

C) Preparo final:

Junte as duas solucoes (A e B) e utilize o restante da adgua destilada
(200 ml) para recuperar os residuos da violeta-de-metila no béquer. Deixe
descansar por 24 horas e filtre em papel de filtro comum, acondicionando
O corante em frasco de vidro escuro, previamente lavado, seco e rotulado.
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Como preparar o lugol? (vide Formulas)

Para preparar essa solucdo, pese 4,5 gramas de iodeto de
potdssio. Transfira o iodeto de potdssio para um béqgquer contendo 450 ml
de dgua destilada. Com o auxilio de um bastdo de vidro, misture até a
completa dissolucdo. Em seguida, pese 3 gramas de iodo metdlico e
junfe a solucdo de iodeto de potdassio. Continue misturando ate a
completa dissolu¢cdo. Armazene em frasco de vidro escuro, previamente
lavado, seco e rotulado.

Como preparar o lugol diluido para uso?

Em um frasco conta-gotas escuro, junte 2 ml de lugol concentrado
com 38 ml de agua destilada.

Como preparar a safranina? (vide Formulas)

Pese 2,5 gramas de safranina. Dissolva bem o pd em 500 ml de
Aagua destilada, misturando bem até conseguir a completa dissolucdo.
Guarde em frasco escuro previamente lavado, seco e rotulado.

Lembre-se

A boa prdtica laboratorial recomenda a identificacdo de fodos os
seus reagentes. Vocé deve incluir o nome do corante, a concentracdo
e a data de preparagdo.
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Como armazenar os corantes?

Os recipientes utilizados para os corantes devem ser de cor dmbar-
escuro, pois, de forma geral, as substancias corantes sofrem acdo da luz,
produzindo alteracdes variadas. Os corantes devem ser colocados em
frascos de 1 litro e distribuidos em frascos conta-gotas com cerca de 100
ml de capacidade, para uso didrio. Sempre que os frascos conta-gotas
forem reabastecidos, filire o corante. Este procedimento evitard os
inconvenientes advindos da precipitacdo do corante.

Como fazer a coloragdo de Gram?

Antes de iniciar a coloragdo, assegure-se de que 0 esfregaco esteja
seco. NGo fixe 0 esfregaco em chama, pois este processo promove a
desidratacdo brusca dos constituintes celulares. Lemibre-se de que a violeto-
de-metila ja contém fixador quimico. Para fazer a colorac&o, siga os
seqguintes passos:
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. Cubra o esfregagco com
violeta-de-metila e deixe por
aproximadamente 15 segundos;

2. Adicione igual quantidade de
dgua sobre a Iémina coberta
com violeta-de-metila e deixe
agir por mais 45 segundos;

Figura 1: material para coloracdo de Gram.

3. Escorra o corante e lave em um filete de Ggua corrente; Cubra a lédmina
com lugol diluido (1/20) e deixe agir por aproximadamente 1 minuto;

4, Escorra o lugol e lave em um filete de dgua corente;

5. Adicione dlcool etilico (99,5° GL) sobre a ldmina; descorando-a, até que
ndo desprenda mais corante;

6. Lave em um filete de dgua corente;

7. Cubra a ldmina com safranina e deixe agir por aproximadamente 30
segundos;

8. Lave em um filete de Ggua corrente;

9. Deixe secar ao ar livre, ou seque suavemente, com o auxilio de um papel
de filtro limpo;

10. Cologue uma gota de dleo de imersdo sobre o esfregaco; e

11. Leia em objetiva de imers&o (100 X).
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Como funciona a coloragao de Gram?

Desde o frabalho original de Hans Gram, vdrios pesquisadores
fentaram, com pouco sucesso, deferminar © mecanismo envolvido no
metodo de coloracdo. Conceitos diversos tém sido apresentados, tais
Como:

1. A existéncia de um substrato Gram-positivo e especifico;

2.As bactérias Gram-positivas e Gram-negativas possuiriam
diferentes afinidades com o corante primdrio cristal de violeta; e

3. A existéncia de diferentes graus de permeabilidade na parede dos
microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos.

Este Ultimo € o mais aceito atualmente. Tanto a espessura da pare-
de celular, quanto as dimensdes dos espacos intersticiais, por exemplo,
“didmetro do poro”, parecem ser determinantes do resultado final da
coloracdo de Gram.

Segundo esse conceito, quando as estruturas celulares sdo
cobertas pela violeta-de-metila, fodas se coram em roxo. Com a adi¢cdo
do lugol, também chamado de mordente, ocorre a formacdo do
completo iodo-pararosanilina. Esta reagdo tem a propriedade de fixar o
corante primdrio nas estruturas coradas. Algumas estruturas perdem a cor
violeta rapidamente, quando se aplica um agente descorante, como
dicool etilico, enquanto outras perdem sua cor mais lentamente ou ndo
perdem a cor. A safranina cora as estruturas que foram descoradas.
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As bactérias que tém a parede celular composta por mureina
(peptideoglicano - peptideo de acido n-acetil murdmico), durante o proces-
so de descoloracdo com dlcoal efilico, retem o corante. JG as bactérias
com parede celular composta predominantemente por acidos graxos
(lipopolissacarideos e lipoproteinas) perdem o complexo iodo-pararosaniling,
assumindo a cor do corante de fundo. Veja as figuras 1 e 2.

Gram + Gram -
peptideoglicano { '
) peptideoglicano
(MUREINA) (MUREINA)
memlbrana
citoplasmatica
. membrgno espaco
citoplasmatica periplasmatico

membrana externa
lipopolissacarideo

Figura 1. Esquema da Figura 2. Esquema da
parede das bactérias parede das bacterias
Gram-positivas Gram-negativas
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Como fazer o controle de qualidade do método de
coloragdo de Gram?

O controle de qualidade € uma atividade obrigatdria da rotina didria.
Para realizar o confrole de qualidade dos corantes e da coloracdo de Gram,
vOCé precisa de duas cepas bacterianas: a Gram-positiva deverd ser um
Streptococcus pyogenes ATCC - American Type Culture Collection-n°© 19.615
e a Gram-negativa deverd ser a Escherichia coli ATCC n° 25.922,

Atencdo
Para informacdo sobre a obtencdo de cepas-padrdo,
comunigue-se com 0:

TELELAB - PN- DST/AIDS- MS
Telefax gratuito: 0800 61-2436

Como fazer a manutengo das cepas-padrao?

Para manter as cepas bacterianas do controle de qualidade em
seu laboratério, vocé deverd repica-las, a cada 15 dias, em dagar nutrien-
te (tubo com dgar inclinado). O controle da pureza das cepas bacterianas
deverd ser realizado a cada 2 meses. As cepas deverdo ser repicadas
em placas (método do esgotamento por estrias) e identificadas segundo
procedimentos microbiologicos tradicionais. Apos confirmacdo da
pureza das cepas, estas deverdo voltar a ser estocadas em tubos com
dagar nutriente. O método detalhado e os protocolos de estoque
acompanhardo as cepas fornecidas por meio do Programa Nacional de
Doencas Sexualmente Transmissiveis e Aids do Ministério da Saude.
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Como preparar as Idminas de controle de qualidade para uso didrio?
Obedeca 0o seguinte procedimento.

Prepare uma suspensdo de Strepfococcus Pyogenes e Escherichia
Coli. Para'isso, pipete 2 ml de solucdo salina estéril em um tubo de ensaio
limpo e estéril. Junte uma alcada do Strepfococcus Pyogenes e outra de
Escherichia Coli. Muita atencdo com os procedimentos fécnicos e cuida-
dos de biosseguranca durante a execucdo. Flambe a alca bacterioldgica
antes e apos a utilizacdo com cada uma das cepas bacterianas. Nao se
esqueca de esfriar a alca apods a flambagem.

Prepare 30 IGminas para utilizar durante 1 més, pipetando uma
gota da suspensdo bacteriana sobre cada uma das Idminas de vidro,
limpas, secas e desengurduradas. Deixe as laminas secarem naturalmente.,
Estoque-as em um porta-lédminas em temperatura ambiente. Lemibre-se
de identificar o porta-Ildminas.

O controle de qualidade deverd sempre ser realizado ao término
da preparagdo dos corantes, mesmo que seja uma simples diluicdo,
COmMO NO caso do lugol e todas as vezes que o procedimento de
coloracdo for realizado.
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Veja, nas figuras de 1 a 6, alguns resulfados que
podem ser obtidos:

{
s, i'-.,,_ :
r »

Figural:
Controle de qualidade da colorag&o de Gram. Cocos Gram-positivos e
bacilos Gram-negativos.

Figura 2:
Leveduras apresentando apenas elementos leveduriformes.
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Figura 3:
Leveduras apresentando filamentos micelianos e elementos leveduriformes.

Figura 4:
Trichomonas vaginalis coroado pelo Gram.
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Figura 5:
Diplococos Gram-negativos intracelulares sugestivos de Neisseria gonorrhoeae.

Figura 6:
Bacilos Gram-negativos infracelulares sugestivos de Haemophilus ducreyi.
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Violeta-de-metila:

19 Soluggo:

VIOIBTO-AE-MNETIAL ... 2,09
Alcool efilico (99,5° GAY-LUSSOC)..........cvivvvviieiosi st 100,0ml
Alcool Metilico (99,57° GAY-LUSSAC).........cc.coveviiiiiiieiiiiieecessen s, 100,0ml
29 Soluco:

OXAIATO AE AMONIOL ... 4,09
JY TS oo =11l o o T 400,0ml

Misturar as duas solucdes, deixar em repouso por um periodo de 24
horas, ao abrigo da luz, apds o periodo de repouso, filtrar em papel de filtro
comum e estocar em frasco escuro previamente lavado e seco.

Lugol:

lOETO AE POTASSIO........ovovivi e 4,59
OO METGIICO. ..o 3,09
AQUA AESTIAAQL ... 450,0ml

Misturar o lodeto de potassio na dgua, ate a completa dissolucdo.
Acrescentar o lodo metdlico e contfinuar misturando até dissolver
completamente. Diluir antes de usar, a uma concentragdo de 1/20, com
dgua destilada.

Safranina:
SOMOININGL v s 2,59
AQUA AESTIAAAL ... 500,0m

Misturar bem o p6 na agua até a completa dissolucdo.
Atencdo:

Identifique cada frasco com 0 nome do corante e a data do preparo.
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Para cuidar de sua segurangaQ, da seguranca de seus
colegas de frabalho e do meio ambiente, obedeca aos
procedimentos basicos de biosseguranca em laboratorios:

Figura 1. Simbolo de risco biolégico




Todo cuidado é pouco na manipulacdo de materiais bioldgicos,
fais como soro, sangue ou secrecoes, fluidos orgdnicos, fecidos efc.
Redobre suas precaugdes, pois esses materiais sGo porencialmente
infectantes e muitas vezes estGo contaminados com agentes etioldgicos
diferentes do que se esta pesquisando, ou ainda desconhecidos. Nunca
pipete com a boca e jamais cheire placas de cultura.

A inativagdo do soro em banho-maria a 56°C por 30 minutos NGo
elimina o potencial infectante da amostra.

Lembre-se de que, com a autfomacdo, aumentou muito © numero
de amostras processadas em laboratdrio e, conseglentemente, aumen-
tou fambéem o risco de confaminac&o. Como voce sabe, € dificil afirmar
gue um profissional se contaminou, de fato, em servico. Isso faz com que
as doencgas infecto-contagiosas causadas por acidentes de trabalho ndo
sejam devidamente nofificadas; em consequéncia, as medidas de
seguranc¢a envolvendo o biorrisco acabam ndo sendo implementadas.
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Use sempre Equipamento de Protecdo Individual (EPI): avental ou
jaleco longo de mangas compridas e punho reftrdtil, luvas descarfaveris,
oculos de profecdo, pipetadores manuais ou aufomaticos e, quando for
O CQso, protetor facial.

Os EPI sGo regulamentados pelo Ministério do Trabalho e seu uso
visa a minimizar a exposicdo do fécnico aos riscos e evitar possiveis
acidentes nos laboratdrios. Note que, as vezes, os profissionais de
laboratdrio precisam de um tempo para se adaptar ao uso dos
equipamentos na sua rotina. O importante € que vocé se adapte e
incorpore a utilizacdo dos EPI a sua prdtica profissional. O uso indevido
dos EPI, ao invés de proteger, poderd ocasionar acidentes.

Figura 2. llustracdo dos principais Equipamentos de Prote¢cdo Individual (EPI)
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Evite a formacado e dispersao de aerossois.

Aerossois sao microparticulas solidas e liquidas com dimensoes
aproximadas enfre 0,1 e 50 micra que podem, caso contenham
microorganismaos, permanecer em suspensao e plenamente viaveis por
varias hora.

A pipetagem, flambagem de alcas, abertfura de frascos e ampolas,
manipulacdo de seringas, agulhas, lancetas, IGdminas e outros
assemelhados podem gerar e propagar aerossois.

Abertura de frascos, ampolas, tubos e garrafas de cultura requer
cuidados especiais. Envolva a parte a ser aberta com um pedaco de
gaze. Utilize um pedaco de gaze para cada material, prevenindo assim
a contfaminagdo cruzada. Descarte-a imediatamente em hipoclorito de
s6dio a 2 %.

Centrifugas, agitadores e maceradores, quando manipulados sem
as precaucdes e abertos antes da total parada ou término da operacdo,
igualmente podem contaminar 0 ambiente laboratorial.
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Jamais reencape agulhas. Esse procedimento € uma das principais
causas da confaminacdo de profissionais de saude por microorganismaos,
existentes no sangue e em outros fluidos orgdnicos, como por exemplo, O
virus da hepatite B e o HIV. Apds a coleta, vocé deve descartar esse material
diretamente em recipiente de paredes rigidas com tampa, contendo
hipoclorito de sodio a 2 % em volume superior a metade do recipiente.

Lembre-se: Cada mililitro de sangue contaminado com o virus da
hepatite B contém 100.000.000 de particulas virais, que podem
permanecer vidveis por até uma semana. Basta uma dessas particulas
para confaminar a pessoq.

Figura 3. llustracdo do descarte de agulha em recipiente apropriado
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Reduza ao mdximo o manuseio de residuos, em especial os
perfurocorfantes. Descarte o rejeifo perfurocortante direfamente em recipiente
de paredes rigidas, confendo hipoclorito de sédio a 2 %. Deixe em imersdo
fofal no minimo por 24 horas e, em sequida, fagca a aufoclavacdo desse
material,

Esta € uma regra bdsica para diminuir os riscos de acidente nos
laboratérios. E fundamental que 0s materiqis perfurocortantes sejam
autoclavados depois da imersédo em hipoclorito de sédio a 2%. SO
entdo esses materiais devem ser encaminhados ao lixo hospitalar, O
acondicionamento dos residuos de laboratdrio deve seguir a Norma
Brasileira (NBR) 9190 da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas- ABNT,
que recomenda sacos brancos leitosos para os residuos potencial-
mente infectantes e hospitalares e escuros para o lixo comum.

Os profissionais responsaveis pela limpeza e conservacdo de-
vem ser bem orientados e usar equipamentos de protecdo. Todos 0s
recipientes para descarte devem estar identificados.

Lembre-se de que, pela legislacdo brasileira, quem gera o
residuo € o responsavel pela sua eliminacdo e confrole.

No caso dos materiais reutilizGveis, como vidraria e utensilios,
deposite-os em recipiente contendo o desinfetante proprio, pelo tem-
po de contato recomendado e, em seguida, faca a autoclavacdo.
Depois, lave normalmente esses materiais e guarde-os para uso
posterior.
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Identifique e sinalize os principais riscos presentes em seu laboratorio.
Produtos e dreas que oferecem risco devem ser marcados com os devidos
simbolos infernacionais em etiquetas aufo-adesivas padrdo.

Veja, a sequir, os principais simbolos associados aos riscos em
laboratoérios.

PERIGO BIOLOGICO

Entrada permitida somente para pessoas
autorizadas

Natureza do risco:
Funciondrio responsével:
Em caso de emergéncia, chame por:

Telefone diumo: Telefone residencial:

Figura 4. Simbolo de risco bioldgico para entrada de laboratério.
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Figura 5. Principais simbolos internacionais associados aos riscos em laboratdrios.
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Verifique sermpre as condicoes de funcionamento dos equipamentos
de Profecdo Coletiva (EPC): extinfores de incéndio, chuveiros de
sequrancaQ, lava-olhos, pia para lavagem de maos, caixa de areia e
cabine de seguranca biologica.

Existemn 1rés tipos de cabines de seguranca bioldgica disponiveis no
mercado: as de classe |, classe Il e classe lll. SGo recomendadas para o
uso em laboratdrios clinicos as de classe Il. Veja a figura , na pagina
seguinte.

Procedimentos que devem ser observados na cabine de seguranca
bioldgica:

+ Descontamine a superficie interior, antes e depois do uso, com
gaze estéril embebida em desinfetante adequado;

+ Ligue a cabine e a luz ultravioleta 20 minutos antes e deixe fudo
ligado pelo mesmo tempo ao final de sua utilizagdo;

+ Use avental de mangas longas, luvas descartdveis e mascara;

+ Ndo efetue movimentos rapidos ou bruscos dentro da cabine e
evite operacdes que causem turbuléncia;

+ Na&o use bico de Bunsen, pois pode acarretar danos ao filfro HEPA
e causar desequilibrio do fluxo de ar. Se necessdrio, use
incinerador elétrico ou microgueimador automdtico; e

+ Mantenha as grelhas antferiores e posteriores da cabine

desobstruidas. A cabine ndo € um depdsito. Evite guardar equi-
pamentos ou quaisquer outros objetos No seu interior.
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CLASSE | CLASSE I CLASSE Il

Figura 6. llustracdo das cabines de seguranca bioldgica - classes |, Il e ll.

As cabines de classe | e Il sGdo consideradas como barreira de
protecdo parcial e a de classe Il € uma barreira de protecdo fotal.
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Para desconfaminac@o pessoal, de equipamentos e superficies fixas,
ufilize desinfetantes eficienfes e adequados. Use sempre produfos
registrados no Ministério da Saude.

N&o existe um desinfetante Unico que atenda a todas as necessida-
des. E fundamental conhecer os diversos agentes quimicos e sua compati-
bilidode de uso para evitar custos excessivos e utilizacdo inadequada.

Para a descontaminacdo de amostras bioldgicas na rotina dos
laboratdrios clinicos, recomendamos 0s compostos liberadores de cloro.
O mais comumente utilizado € o hipoclorito de sédio a 2 %. Sua forma
mais ativa € o dacido hipocloroso (HOCI), que € formado em solucdes
com pH entre 5 e 8. A eficdcia do cloro decresce com o aumento do pH
e vice-versa. Cabe lembrar que a atividade desse dcido € diminuida na
presenca de matéeria organica, fatfo que deve ser considerado quando
aplicado em superficies contendo sangue e outros liquidos corpdreos. Os
hipocloritos tém sua estabilidade dependente de fatores como concen-
fracdo, temperatura, pH, luz, metais e prazo de validade.

Os hipocloritos sdio corosivos para metais. Objetos de prata, aluminio
e até mesmo de aco inoxidavel sdo atfingidos, quando imersos em solucdes
rofineiramente utilizadas em laboratdrio. O hipoclorito de sddio € tdxico e
causa intacdo na pele e olhos. Se ingerido, provoca cormosdo das membra-
Nas € MUcosas e sua inalacdo causa intacdo severa no frato respiratorio.
Jamais misture os hipocloritos com outras sulbsténcias quimicas, tais como
desinfetante, dlcool, solucdes germicidas etc.

Apss o tratamento por 24 horas com hipoclorito de sédio a 2%, os
materiais devem ser aufoclavados. A autoclavacéo € recomendada
tendo em vista a possibilidade de o hipoclorito ndo atingir as partes do
material a ser esterilizado. Caso isso ndo seja possivel, a alternativa € o
meétodo de fervura por periodo ndo inferior a 30 minutos.
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Observe, na tabela abaixo, a indicacdo de alguns agenfes quimicos e
seu espectro de agcGo anfimicrobiana.

Eficiéncia antimicrobiana de alguns agentes quimicos desinfetantes frente

a agentes microbianos.

Bactérias Virus lipofilicos Virus hidrofilos || Microbatérias Fungos || Esporos bacterianos
Etanol + + _ + \/ B
Formaldeido + + + + + &
‘Glutaraldeido + + + + + +
Comp. Cloro + + + + & +
Fendis + + _ + + _

Quaternarios de amoénia

lodéforos

(+) Atividade

(- ) Auséncia de atividade
(V) Varidvel de acordo com o microorganismo
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Tenha muito cuidado com a manipulagdo e estocagem de
substancias quimicas. Leia com afencdo as informacdes confidas nos
rotulos.

A estocagem de matéria-prima deve ser feita em armdarios apropri-
ados, bem ventilados, ao abrigo da luz solar e calor. E importante obser-
var a incompatibilidade entre as diferentes substéncias.

Sempre que recomendado pelo fabricante, os agentes quimicos
devem ser manipulados em capelas de exaustdo gquimica devidamente
instaladas. Atencdo: Ndo confunda capela de exaustGo quimica com
cabine de seguranca bioloégica.

Veja a seguir 0s riscos relacionados a cada categoria quimica:
Categoria quimica e riscos relacionados

Grupo quimico Risco

Acidos Corrosdo

Cianetos e Sulfetos Envenenamento

Liquidos inflamaveis Incéndio

Soélido Inflamdvel Incéndio

Bases I Corroséo I
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Seja sempre consciente da importdncia de suas acdées na
preservacqo da biosseguranga em seu local de frabalho:

+ Lave as mdos antes e depois de qualguer procedimento
laboratorial;

+ Nunca pipete com a boca;
+ Jamais cheire placas de culturg;

+ Denfro do laboratdrio, ndo fume, ndo coma, ndo beba, ndo
prepare refeicoes;

+ Quando estiver usando luvas, ndo mMmanuseie objetos de uso
comum, como telefones, macanetas de portas e janelas, jornais,
revistas etc;

+ Ndo guarde alimentos ou bebidas em geladeiras e congeladores
para armazenagem de material bioldgico; e

+ Vacine-se rofineiramente contra a hepatite B.

Seguindo essas recomendacdes, vocé vai estar confribuindo para a
diminuic@o de acidentes.

Se acontecer um acidente de frabalho em seu laboratdrio, notifique
imediatamente a sua chefia.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Muitas das atividades aqui descritas j& fazem parte do seu
cofidiano. Faga uma reflexdo sobre o que acabou de ler e verifique O
que pode ser mantido, modificado e incorporado a seu trabalho e ao
seu laboratdério para que a sua pratica profissional se desenvolva de
acordo com os procedimentos tecnicos e cuidados de biosseguranca
recomendados pelo Programa Nacional de Doencas Sexualmente
Transmissiveis e Aids, do Ministério da Saude. As questdes colocadas
a sequir facilitar@o essa reflexdo.
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Condicoes gerais do laboratério

+ As dreas de circulacdo estdo desobstruidas?
+ Qual a situacdo geral quanto ao aspecto de limpeza?

+ Qual o estado de conservagcdo e manutencdo de pisos, escadas,
paredes e tetos?

+ Olocal de trabalho estd adequado para atividades envolvendo o risco
biologico?

+ As bancadas e demais mobilicrios do laboratdrio estdo em condicdes
de uso?

+ Existem bancadas apropriadas para trabalhos com solventes e demais
substancias quimicas corrosivas?

+ Existe pia diferenciada para lavagem das maos no laboratdrio?

+ Existern mecanismos de contencdo que previnam a enfrada de insetos
e roedores?

+ Existem programas de manutencdo preventiva de equipamentos?

Estocagem

+ Os produtos armazenados e a drea de estocagem estéo organizados
com os devidos cuidados de seguranga?
+ Existe o cuidado de se estocar materiais e/ou substincia incompativeis

separadamente?
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Local de higiene pessoal e de alimentagdo
+ Olocal € mantido limpo e em condicdes de higiene?
+ Existe agua potavel disponivel?
+ Existem sabdo e toalha em condicdes de uso?
+ Existe local para froca de roupa e guarda de objetos pessoais?
+ Existe area para alimentacdo separada da drea de laboratdrio?

+ Existe adequada organizacdo para coleta de lixo e demais rejeitos
(ndo-infecciosos)?

Refrigeracdo e Ventilagdo

+ A temperatura de trabalho estd entre 20 e 26°C?
+ As janelas estdo protegidas contra o excesso de luz solar?

+ Existe ventilocdo adequada, especialmente nas salas com ca-
bines de fluxo laminar?

lluminacdo

+ Aliluminacdo geral € adequada?
+ Existe iluminagdo dirigida nas bancadas de trabalho?

Servigos

+ O laboratdrio tem suficiente abastecimento de agua, energia
elétrica e gas?

+ Existe adequada manufencdo de fusiveis, Idmpadas e cabos
elétricos?

+ Alimpeza e higienizacdo das caixas d” agua sao realizadas com
periodicidade recomendada?
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Seguranca geral

+ O laboratdrio € devidamente fechado e seguro quando ndo esta
ocupado?

+ As portas e janelas sdo mantidas devidamente fechadas?

+ Os materiais toxicos e equipamentos de risco sdo estocados em
drea segura?

Prevencdo de incéndio

+ Existe sistema de alarme?
+ As passagens pelas portas de emergéncia estdo desobstruidas?

+ Osistema de defeccdo de incéndio esta em bom funcionamento
e é regularmente testado?

+ Existe sinalizacdo de emergéncia?

+ Existem extintores de incéndio para os diversos tipos de materiais
e em quantidade suficiente?

+ Qs extintores est@o dentro do prazo de validade?
+ Existe sinal de "n&o fumar” na area de laboratdrio?
+ A equipe estd treinada em combate a incéndio?

Estocagem de liquidos inflamdveis

+ O local estd separado do prédio principal?
+ Existe ventilacdo suficiente para refirar vapores?
+ O local estd devidamente sinalizado?

+ Existem IGmpadas seladas para protecdo contra ignicdo nos
vapores?

+ Existe adverténcia de “ndo fumar”?
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Risco com elefricidade

As instalacdes est@o de acordo com os padrdes estabelecidos
pela ABNT?

Existe fio de terra? Os equipamentos estéo devidamente aterrados?

Os equipamentos com potencial de risco de desligamento
est@o devidamente ligados a um circuito de emergéncia para
0s casos de queda ou interrupcdo de energia?

Os cabos de conexdo aos diversos equipamentos estdo em
perfeito estado de manutencdo?

Cada equipamento estd ligado em uma ftomada; evita-se o uso
de benjomim?

Todas as tomadas tém sua voltagem identificada?

Vocé sabe onde fica o quadro-geral de forca da sua unidade?

Gases e liquidos comprimidos

Os diversos tipos de gases estdo devidamente identificados?
Os cilindros possuem valvulas de seguranca?

Existe adverténcia de ndo-ufilizacdo de dleo nas valvulas?
Os cilindros estdo devidamente seguros contra quedas?

Existe ventilagdo suficiente para evitar a formagdo de bolsdes de
gases e explosdes?

Protecdo pessoal

*

Existern em quantidade suficiente:

Lava-olhos?

Chuveiros de emergéncia?

Protecdes contra radiacoes, incluindo os dozimetros?
Mdascara contra particulas?

Luvas descartaveis?

Pipetadores manuais e/ou automdaticos?

Oculos de protecdo e outros?

PN-DST/AIDS/Ministério da Saude Biosseguranca



Seguranca e saude ocupacional

+ Existe servico de saude ocupacional?
+ Existe caixa com materiais para primeiros-socorros?
+ Existem profissionaqis freinados em primeiros-socorros?

+ Existem informacdes sobre como agir em caso de emergéncia,
tais como: telefone de hospitais, pronto-socorros e bombeiros?

+ Existe um programa de vacina¢gdo atualizado?
+ Existe sinalizacdo educativa para prevenir o risco?

Equipamento de laboratdrio

+ Os equipamentos estdo validados e certificados quanto a seu uso?

+ Existe procedimento de desinfeccdo de equipamentos antes de
envia-los @ manutencdo?

+ As cabines de seguranca bioldgica e quimica séo regularmente
testadas?

+ As aufoclaves estdo validadas?

+ As cenftrifugas, rofores e frascos tém seus tempos de utilizacdo
devidamente anotados?

+ Vidrarias quebradas e trincadas sGo descartadas?

+ Existem recipientes adequados para descartar frascos quebrados e
material perfurocortante?

+ As capelas de exaustdo para manipulagdo estdo devidamente
sinalizadas?

+ Suas balancas estdo certificadas pelo Inmetro?

+ Seus congeladores, geladeira, formnos, estufas ou equipamentos
termo-regulaveéis possuem sinais de controle e regqistro de
temperatura?
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Material infeccioso, quimico e radioativo

+ Os materiais biologicos sGo recebidos em condicbes de
seguranca?

+ Utillizam-se luvas descartdveis, quando se estd manipulando

material bioldgico?

As bancadas sdo desinfetadas com a devida frequéncia?

Existe protocolo de descarte de material contaminado?

Os desinfetantes sGo apropriados e devidamente validados?

As substancias estdo devidamente etiquetadas?

Existe cartaz com os riscos e categorias toxicoldgicas das

diversas substancias?

O estogue de radioisdétopos € devidamente controlado?

+ Existe procedimento de descarte de substGncias quimicas e
radioisotopos?

+ Existem procedimentos que visam a evitar contato entre
substancias quimicas incompativeis?

* & 6 o o

*

Utilize este manual, junto com o video, como fonte permanente
de consulta. Mantenha este manual sempre ao seu alcance e faca
dele um instrumento a mais de trabalho.

Vocé tem comunicacdo direta e gratuita com o:

TELELAB - PN- DST/AIDS - MS
Telefax gratuito: 0800 - 61- 2436
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