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BIOSSEGURANCA NO LABORATORIO

R.ISHHAK (1), A. C. LINHARES (2) & M. 0. G. ISHAK (1)

RESUMO

Nos tltimos dez anos tem sido travada uma luta com a finalidade de prevenir
a transmissao de agentesinfecciosos dentro delaboratorios. A grande fonte de disper
sdo de patdogenos por meio de aerossoéis, pode ser eliminada satisfatoriamente com
o uso de camaras de seguranca biologica. Regras gerais e especificas de biossegu-
ranca devem ser cumpridas por todos os usudrios de laboratdrios que manuseiam
patdogenos ou materiais potencialmente contaminantes e, eventualmente, avaliados
porum comité de biosseguranca independente. O surgimento da sindrome de imuno-
deficiéncia adquirida deve servir.como fator de estimulo & ado¢ao de normas eficazes

de seguranca laboratorial.

UNITERMOS: Biosseguranca: Infec¢ao laboratorial.

INTRODUCAO

Prevenir a transmissao de agentes infeccio
sos, dentre outros produtos nocivos a saude hu-
mana, € o grande problema de seguranca labora-
torial que deveria ser incutido em todos os usua-
rios iniciantes e nos chamados “experientes”
que se utilizam de um espaco de laboratério para
o preparo de ‘“indocuas’ culturas de céhilas ou
a separacao de sangue para os mais variados
fins ou aqueles que manuseiam patogenos de
reconhecida importancia médica.

Entretanto, apesar de todos os perigos de
contaminacio de naturezas infecciosa e quimi-
ca, 08 riscos potenciais que sao enfrentados no
dia a dia em um laboratoério, na maioria das ve-
Zes, Sa0 obscuros e silenciosos, e esperam a opor-
tunidade certa de causar o seu dano.

Como itens de seguranca geral temos 0s se-
guintes a serem considerados:

1. Vidrarias e objetos perfurantes: sao comuns
os acidentes ao colocar-se uma pera ou outro
auxiliar de pipetagem na ponta de uma pipeta
ou no manuseio de vidrarias quebradas den-
tro de receptaculos etc. O descarte de agulhas
no passado, era efetuado apods a cobertura
com a respectiva capa. Apos o advento da
Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (SI-
DA/AIDS) observou-se que o0 numero de per-
furagoes acidentais provenientes deste ato
nao estava dentro dos limites aceitaveis. Des-
ta forma é preferivel que exista um recipiente
adequado e unico para o desprezo de agulhas
e seringas imediatamente apos o uso, sem co-
brir a agulha. O desprezo de vidraria quebra-
da e agulhas deve ser feito em local apropria-
do que nao o lixo geral;

2. Produtos quimicos de natureza toxica: deter-
gentes podem ser causticos ou causar irrita-
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c¢aonapele, olhos etc.; desinfetantes quimicos
como o hipoclorito de s6dio podem manchar
tecidos, causar irritacdo na pele ou mesmo
corroer metais; produtos quimicos comumen-
te usados em cultura de células, como o dime-
til sulféxido, solvente poderoso que penetra
através da pele e pode carregar consigo subs-
tancias infecciosas, quimicos mutdgenos ou
carcinogénicos;

3. Gases: CO,, N, ndo sao perigosos quando a
exposicao é feita a pequenas quantidades, po-
rém causam asfixia quando liberados em
grandes quantidades; a liberacdo de O, requer
ventilacdo maxima devido ao risco de fogo;
a vedacao de ampolas deve ser feita com cui-
dado para nao haver refluxo de oxigénio ou
defeitos na mistura gas/oxigénio; cilindros
que contém gases devem estar fixos, evitando
o risco mecanico de queda dos mesmos;

4. Nitrogénio liquido: sao trés os maiores riscos
associados ao nitrogénio — queimadura, asfi-
xia e explosdo; quando as ampolas sao sub-
mersas em N, liguido, existe uma diferenca
de pressao entre o exterior e o interior da am-
pola; se esta nao estiver perfeitamente fecha-
da haverd a entrada de N, a qual causara
a explosao da ampola no momento de descon-
gelamento; a inalacao de grandes quantida-
des de N, pode levar a asfixia, e devido & baixa
temperatura do mesmo o seu manuseio sem
luvas de protecao pode resultar em queima-
duras;

5. Fogo: Bicos de gas e alcool para esterilizacao
devem ser mantidos afastados; a esterilizacao
pelo fogo deve ser feita com cuidado redobra-
do e o material esterilizado mantido longe do
alcool;

6. Radiacao:ousoderadioisotopos segueregras
que devem ser obedecidas com cuidado; seu
cumprimento é assegurado por 6rgaos de fis-
calizacdo e que nao serd objeto de analise no
presente artigo. Por outro lado, no trabalho
rotineiro, todo cuidado deve ser observado
para a protecao contra as irradiac¢des de lam-
padasultra-violeta na pele e nos olhos; barrei-
ras de vidro ou plastico devem ser sempre uti-
lizadas porque ha o risco de lesao de retina
e de cancer de pele.

RISCO BIOLOGICO DE CONTAMINACAO

A necessidade de proteciao contra um risco
biologico é definida pela (i) fonte do material;
(i) pela natureza da operac¢do ou experimento
aser efetuado e (iii) pela condicdo na qual o expe-
rimento sera realizado. Nao ha controvérsias so-
bre o risco de contaminacao quando se trabalha
com patogenos conhecidos, pois para estes exis-
tem normas e classificagées que regem os niveis
de contencao adequados para os seus manu-
seios? ¢. Entretanto, o desenvolvimento de novas
técnicas como a hibridizacio celular inter-espe-
cifica, o uso de novos patégenos em locais nao
considerados como de contencao maxima, o uso
de linhagens celulares transformadas, todos in-
troduzem riscos para os quais ainda néo se dis-
poe de informacdes epidemioldgicas suficientes
para avaliar o impacto que as modernizacdoes
de tecnologia acarretam. As comissoes de segu-
ranca internacional reunems-se, em geral, quan-
do se detecta o risco.

E importante entdo que cada instituicao de
pesquisa aponte um Comité de Biosseguranca
que atue nas seguintes funcoées:

a) no aconselhamento para desenvolver e me-
lhorar asregras para a segurancano trabalho:

b) prover uma revisao geral de biosseguranca
dentro das atividades desenvolvidas pela ins-
tituicao em questao sob um ponto de vista
rigoroso e imparcial.

E essencial que a responsabilidade com a
biosseguranca envolva nao apenas o cientista
coordenando ou realizando um projeto, como
também todos os usuarios do laboratoério, inclu-
sive aqueles do corpo administrativo, os quais
também devem obedecer regras especificas.

CAMARAS DE SEGURANCA

Além de regras de ordem pratica que devem
ser seguidas, a prote¢do contra a contaminacéo
laboratorial sob a forma de aerossol, é feita pri-
mariamente através do uso de camaras de segu-
ranca microbiologica®. E essencial que o opera-
dor seja protegido, assim como nao se permita
que seja eliminado qualquer agente ou outro ele-
mento para o meio ambiente.
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Inicialmente é importante fazer a distincao
entre camaras de fluxo laminar ordinarias e de
seguranca.

As camaras de fluxo laminar ordindrias nao
sdo projetadas para dar protecao ao operador.
Sao capelas com pressdo positiva, com um fluxo
de ar de dentro para fora da area de trabalho
damesma, que nao érecirculado e sim eliminado
para o interior do laboratério. Estas camaras de
fluxo horizontal dao a protecao adequada para
a cultura de células, reagentes etc., porém nunca
devem ser utilizadas com radioisotopos, muta-
genos, vapores toxicos, materiais infectantes
etc. Até mesmo o simples trabalho de cultura
de células pode ser questionado nestas camaras,
em vista da presenca de virus endoégenos cuja
patogenicidade é desconhecida para o homem.

Existem trés tipos de cabines de seguranca
com projecoes e utilizacoes diferentes, gradua-
das em classes de acordo com o grau de segu-
ranca proporcionado:

Classe I — possuem um fluxo de ar de fora
para dentro e protegem apenas o operador, nao
mantendo a esterilidade dos reagentes trabalha-
dos;

Classe IT — € projetada para proteger o ope-
rador e material trabalhado, possuindo um fluxo
de ar estéril em direcao ao espaco do trabalho
e um fluxo de ar de fora para dentro entrando
por uma abertura frontal;

Classe IIT — teoricamente siao cabines de
contencao maxima para usos de patogenos de
alta periculosidade (e.g., variola, febre de Lassa,
raiva, HIV etc.); sao projetadas com luvas fixas
na parte frontal, formando uma barreira fisica
entre o material e o operador.

Atualmente existem Padrées de Seguranca
definidos em paises como os EUA, Inglaterra,
Australia, Alemanha Oriental e Japdao!. O pa-
drao definido na Inglaterra exige que o operadot
que trabalha em uma cabine Classe I ou I tenha
uma exposicao a aerossois em uma quantidade
gue nao ultrapasse 10° da exposicdo que teria
a qualquer aerossol infeccioso produzido se o
trabalho fosse efetuado em um balcdo de labora-
tério sem qualquer mecanismo auxiliar de con-
tencao!.
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Convém lembrar de que estas cabines séao
suscetiveis a influéncia do meio externo, na qual
movimentos do operador, de portas, pessoas ao
redor, causam disturbios no fluxo de ar, podendo
levar contaminantes para o interior, assim como
trazer patégenos para o operador e visitantes
inesperados e circunstanciais. Uma das formas
de corrigir tais ocorréncias é a colocagdo das
Camaras em lugares adequados no laboratorio,
colocar portas de correr, efetuar vedacoes abso-
lutas, observar normas de seguranga etc.

A manutencdo de salas com pressao nega-
tiva ouum pouco abaixo (2-3mm de Hg) das salas
ao redor sao praticas adequadas para aumentar
a seguranca de camaras assépticas a fim de evi-
tar a saida de qualquer espécimen sendo manu-
seado para o meio externo®.

Além destas camaras, existem ainda aque-
las produzidas para o trabalho com produtos to-
Xicos, carcinogénicos e radioisotopos, as capelas
quimicas. Sao camaras que devem obedecer o
grau de seguranca daquelas de Classe II e dota-
das principalmente de uma abertura frontal mi-
nima, fluxo de agua e boa ventilacao.

A instalacao e teste de camaras de seguran-
ca devem ser criteriosamente estudadas e ava-
liadas de tempo em tempo, para se ter certeza
que o funcionamento esta correto.

NIVEIS DE CONTENCAOQ LABORATORIAL

Os trabalhos executados em laboratério,
obedecem a um gradiente de periculosidade de
acordo com o patégeno que estd sendo manu-
seado. Desta forma, costuma-se admitir quatro
niveis de contencio laboratorial:

Nivel 1 (Minimo): adequado para patégenos
com nivel minimo de risco para o operador; o
trabalho é feito em geral em balcao aberto sem
nenhum equipamento especial de contenc¢ao re-
querido. Ha necessidade de se observar algumas
praticas como: manter as portas fechadas, des-
contaminar superficies diariamente, desconta-
minar material a ser lavado ou descartado, proi-
bir comida, bebida, fumo, pipetagem com a boca,
evitar a formacao de aerossol etc.

Nivel 2 (Baixo risco): o pessoal técnico deve
ser malis treinado para manusear patogenos, o
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acesso ao laboratorio € limitado quando da ma-
nipulagdo com microorganismos e os procedi-
mentos capazes de produzir aerossol devem ser
efetuados em camaras de seguranca. Adicional-
mente deve-se fazer um programa eficaz de con-
trole de insetos e outros animais, nao utilizar
jalecos fora da area laboratorial, nao manter
plantas, agulhas e lixo nointerior do laboratoério,
assim como criar um sistema de notificacao e
registro de acidentes no laboratério, de expo-
sicdo aos patoégenos trabalhados e de vigilancia
meédica vinculada principalmente aos casos de
absenteismo posterior aos acidentes e/ou expo-
si¢oes a agentes patogénicos.

Nivel 3 (Risco moderado): o laboratorio ja
deve possuir uma arquitetura especial e equipa-
mento de contencao adequada para o manuseio
de patogenos potencialmente letais. Todo mate-
rial deve ser esterilizado dentro da drea labora-
torial ou enviado em frascos a prova de vaza-
mento para uma unidade de esterilizacao. Nao
deve ser permitida a entrada de pessoas estra-
nhas ao servico, as quais devem ser orientadas
sobre orisco de contaminacao; deve-se criar pro-
tocolos escritos para as situacoes de emergéncia;
a descontaminacao tem de ser eficaz; ndao usar
roupas de rua e cobrir-se até os sapatos(de prefe-
réncia com botas a prova d’dagua); uso obriga-
torio de luvas e mascaras (especialmente em bio-
térios); e usar filtros nas linhas de vacuo.

Nivel 4 (Alto Risco): o pessoal dolaboratorio
deve ter conhecimento e treinamento completo
no manuseio de patogenos sabidamente capazes
de produzir doenca severa ou fatal no homem,
assim como devem compreender as funcoes dos
niveis de contencdo, do equipamento e das ca-
racteristicas do laboratério. Esta area deve ser
claramente demarcada dentro de um espaco fisi-
co. O uso de Camaras Classes I ou II pode ser
feito apenas se todos os usudrios mostrarem evi-
déncia de imunizacdao anterior ao agente em
questdo, de outra forma, a manipulacao de pato-
genos requer Camaras de Classe IIT ou roupas
especiais pressurizadas.

Em uma contencao de Nivel 4 as portas de-
vem ser mantidas fechadas e o numero de chaves
limitado estritamente aos usudrios. A entrada
e saida, deve haver troca de roupa e banho em
uma ante-sala que permita este fluxo de pessoas.
Deve haver um espaco para quarentena e obser-

vacao de operadores suspeitos de contaminacao
e suporte médico de casos potenciais ou confir-
mados de doenca associada ao laboratorio. Todo
material saido deste nivel de contencao tem
obrigatoriamente de ser esterilizado (UV, calor,
banho quimico) ou filtrado (ar).

PRECAUCOES EM BIOSSEGURANCA

Todo individuo trabalhando com agentes in-
fecciosos ou material suspeito de conter patoge-
nos esta exposto ao risco de infecgcdao. Dai é im-
portante que precaucodes apropriadas sejam to-
madas, ja que mesmo uma cultura de células
nao inoculada pode ser uma fonte de patogenos
virais. E aconselhavel que todo o pessoal de labo-
ratério tenha uma amostra de sangue coletada
anualmente.

REGRAS GERAIS DE BIOSSEGURANCA

1. Todo material contaminado deve ser marca-
do apropriadamente e esterilizado por auto-
clave, ou UV (superficies e ar). A contamina-
cao do sistema hidraulico por agentes infec-
ciosos nao pode ocorrer.

2. Devem existir em estogue, proximas do local
de trabalho, solucgoes de desinfetantes, in-
cluindo-se formalina a 20% e etanol a 70%.

3. Gaiolas com animais, garrafas de dagua e res-
tos de animais assim como ovos infectados
devem ser autoclavados e os técnicos que tra-
balham com tal materialdevem serinstruidos
a seguir fielmente as normas de seguranca.

4. Todas as vacinas disponiveis devem ser crite-
riosamente utilizadas para os operadores e
usuarios do laboratorio

REGRAS ESPECIFICAS DE BIOSSEGURANCA

— Manter todos os frascos contendo material
infectante fechados quando nao estiverem
em uso;

— Nao colocar pipetas contaminadas na super-
ficie do balcao de trabalho; nao andar com
pipetas pelo laboratoério; nao descartar flui-
dos contaminados na pia; nao causar derra-
mamento de material;

— N3ao produzir aerossol desnecessariamente
(maceracao com gral e pistilo, agitacao vio-

lenta, sonicacao, abertura de vasilhames com
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pressao interna maior que a ambiente, inocu-
lacdo de animais por via intra-nasal, coleta
de fluidos de animais ou de ovos embrionados
ete.);

Nio pipetar com a boca;

Nio comer, beber ou fumar no laboratorio
ou estocar comida ou bebida nos refrigera-
dores ou locais de drea técnica;

N4o levar luva para fora da area de trabalho,
e lavar as maos antes de sair do laboratério;

Vestir jalecos no local de trabalho, mas troca-
los antes de sair;

Desinfectar os balcdes ao final do dia;

Urina, fezes, sangue total, plasma, soro e ou-
tros fluidos organicos devem ser considera-
dos como material contaminado até prova
em contrario. Em virtude disto, evite sujar-se
com qualquer destes materiais;

Lavar sempre com agua e sabao a parte do
corpo imediatamente apd6s o contato com
qualquer espécimen do laboratério;

Cobrir cortes e abrasdes de pele, principal-
mente das maos, antes de manusear qualquer
espécimen laboratorial;

Evitar perfuracoes com agulhas e outros obje-
tos pontiagudos, principalmente aqueles su-
jos com sangue; substitui-los, eventualmen-
te, por instrumentos plasticos;

Nao colocar recipientes contendo substan-
cias liquidas ou qualquer outro objeto, por
mais leve que seja, sobre o equipamento de
laboratdrio, para se evitar problemas que in-
cluem danos elétricos e obstrucao da venti-
lacao;

Despejar todo o material de analise de forma
segura, esterilizando tudo o que for necessa-
rio;

Vocé deve ter consciéncia da sua seguranca
em seu local de trabalho. Nao acredite que
seu trabalho é inécuo s6 porque vocé ainda
nao foi infectado no laboratorio. Um dia isto
pode acontecer, e o que é pior, pode ser fatal.
Tenha cuidado!

BIOSSEGURANCA E A SINDROME DE
IMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA

As normas aqui propostas assumem parti-
cular relevancia quando se observa a acelerada
expansao da SIDA/AIDS no mundo e consti-
tuem um apanhado geral de regras largamente
difundidas.

Qualquer unidade laboratorial que se utilize
de fluidos organicos como o sangue ou porgoes
do mesmo, esta em risco de se ver um dia frente
a0 manuseio de espécimens contaminados pelo
HIV. Desta forma, mais do que nunca € essencial
que as normas de seguranca aqui delineadas,
e outras particulares de cada laboratério, sejam
fielmente respeitadas e seguidas.

Por outrolado, o trabalho com pacientes so-
ropositivos para o HIV ou com a SIDA/AIDS,
requer que sejam estabelecidas regras minimas
complementares para bloquear a transmissao ao
operador. Desta forma, o trabalho com o HIV
devera obedecer:

— a notificacao da existéncia de um trabalho
desta natureza para fins de avaliagcao por um
Comité independente;

a existéncia de mecanismos de contencao e
prevencao da infeccao, tais como: a sinali-
zac¢ao do perigo biologico, a presenca de fonte
de agua de facil acesso, desinfetantes préxi-
mos aolocalde trabalho, equipamento de uso
exclusivo como geladeira, centrifuga etc.;

uma rotina rigida de trabalho limitando o
acesso de usuarios, mantendo portas fecha-
das, prevendo a sistematica utilizacao de jale-
cos, aventais pldsticos, 6culos de protecao,
luvas e dando o descarte adequado ao mate-
rial infectante apds sua esterilizacao;

cuidados especificos a serem seguidos para
o derramamento de material e seu descarte
adequado; sao recomendadas concentracoes
variaveis de hipoclorito para a descontami-
nacdo e limpeza de materiais variados como
pipetas, ponteiras (hipoclorito a 0,25%), su-
perficies, objetos e equipamentos (hipoclorito
a 0,1% ou glutaraldeido a 2%). Contamina-
¢coes grosseiras devem ser limpas com solucgao
de hipocloritoa 1% é essencial o uso de cubas
fechadas para autoclavacio;
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— manutencao delivrode ocorréncia pararegis-
tro de acidentes, infec¢bes, doencas, assistén-
cia médica etc.;

— orientacao correta para recebimento de ma-
teriais de outroslaboratorios; nunca é demais
lembrar que a vedacao dos frascos contendo
soros para teste deve ser completa e que os
frascos devem ser embalados em sacos plas-
ticos individuais antes de serem enviados;

— limpeza diaria do laboratorio.

Reenfatizamos o cuidado quanto ao uso de
seringas e agulhas, particularmente no momen-
to da colheita do sangue: NUNCA tentar repor
a capa de plastico que originalmente recobria
a agulha; uma vez coletado o espécimen, depo-
site-o em um frasco apropriado, injetando-o atra-
vés da agulha; ao término desse ultimo procedi-
mento, descartar a seringa acoplada a agulha
(NAO TENTE SEPARA.LOS! E DESNE-
CESSARIO...) em um recipiente apiopriado (e.
g.,uma caixa de papelao suficientemente rigido)
cujo destino sera a cremacao.

Por ultimo convém enfatizar que mais im-
portante que a contencao fisica do laboratoério
para evitarem-se os acidentes, sao as praticas
seguras que devem ser seguidas pelo pessoal de
laboratorio. As pessoas que trabalham no labo-
ratorio devem entender todos os procedimentos,
funcionamento dos eguipamentos e as instala
coes, assim como devem saber da natureza dos
agentes infecciosos, carcinogénicos ou emisso-
res deradiacoes que sao manipulados e as conse-
quéncias da sua manipulacao erronea, displicen-
te, despreocupada e irresponsavel.

SUMMARY
LABORATORY SAFETY

The occurrence oflaboratory-acquired infec-
tionshave elicited in the last ten years an intense

interest in methods and procedures for the safe
handling of microbiological material. The major
laboratory safety problem is aerial transmission,
however, protection against airborne hazards is
efficiently achieved by the use of microbiological
safety cabinets. Biosafety rules should be stric-
tly followed by all members of a laboratory. Eva-
luation of these procedures should be effectively
performed by an independent biosafety commit-
tee. The upsurge of AIDS should stimulate the
adoption of safe working procedures in the labo-
ratory.
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