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FGURANCA EM LABORATORIOS DE

MICROBIOLOGIA

0 QUE BUSCAREMOS APRENDER NESSE CAPTTULO?

1. Apresentar a historia da biosseguranca
no mundo e no Brasil
2. Mostrar algumas definicoes para
biosseguranca 3. Explicar os Niveis de
Biosseguranca
4. Apresentar as normas de conduta em
laboratdrios de Microbiologia
5. Demostrar os simbolos utilizados em
laboratorios.
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1. Introducao

Até chegarmos aos conceitos de biosseguranga que temos atualmente,

precisamos encontramos o nosso ponto de partida.

1970 o foco voltava-se para a saude do trabalhador frente aos
riscos biolégicos no ambiente ocupacional.
OMS: a definicao de biosseguranca tratava-se de “praticas
preventivas para o trabalho em contencao a nivel laboratorial,
com agentes patogénicos para o homem”.

1980, a propria OMS (WHO, 2004) incorporou a essa definicao
os chamados riscos periféricos presentes em ambientes
laboratoriais que trabalhavam com agentes patogénicos para o
homem, como o0s riscos quimicos, fisicos, radioativos e
ergonomicos..

1000, a definicado de biosseguranca sofre mudancas
significativas, em seminario realizado no Instituto Pasteur em
Paris (INSERM, 1901), observa-se a inclusao de temas como
ética em pesquisa, meio ambiente, animais e processos
envolvendo tecnologia de DNA recombinante, em programas de
biosseguranca.

Construcao

S

do conceito de

Biosseguranca teve seu inicio na
década de 1970 na reunidao de

Asilomar na Califérnia.

\

A comunidade cientifica discutiu sobre
0S im&c}tos da engenharia genética na

E como ficou
nossa linha do
tempo?

—)

sociedade.
Nisso, segundo  Goldim
(1997), “é¢ um marco na

historia da ética aplicada a
pesquisa, pois foi a primeira
vez que se debateu os
aspectos de protecdo aos
pesquisadores e demais
profissionais  envolvidos
nas areas onde se realiza o
projeto de pesquisa”



MALS QUAL £ A DEFINICAD

DO CONCELTO DE
BIOSSEGURANCA'

A \ (i

€ um processo funcional e
operacional de fundamental
importancia em servicos de saude,
uma vez que aborda medidas de
controle de infeccoes para a protecao
da equipe de assisténcia e usuarios
em saude, reduzindo 0s riscos a
saude e acidentes ocupacionais, bem
como exerce um papel fundamental
na promocao da consciéncia sanitaria
e preservacao do meio ambiente, ja
que estipula normas sobre a
manipulacao e descarte de residuos
quimicos, toxicos e infectantes



ALGUMAS DEFINICOES NEO TERMINAM POR AQUL:

UMA DEFINICAD BASEADA NA CULTURA ETXETRA; VALLE, 1936 DIZEM QUE “A

DA ENGENHARIA DE SEGURANCA £ DA BLOSSEGURANCA £ 0 CONJUNTO DE ACDES
MEDICINA DO TRABALHO: VOLTADAS PARA A PREVENCAD, MINIMIZACAO OU
COSTA (1998), ONDE APARECE COMO ELIMINACAD DE RISCOS INERENTES AS
“CONJUNTO DE MEDIDAS TECNICAS, ATIVIDADES DE PESQUISA, PRODUCAD, ENSINO,
ADMINISTRATIVAS, EDUCACIONAIS, DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO E PRESTACAD
MEDICAS £ PSICOLOGICAS, EMPREGADAS DE SERVICDS, VISANDO A SAUDE DO HOMEM, DOS
PARA PREVENIR ACIDENTES EM ANIMATS, A PRESERVACAD DO MELO AMBIENTE E

AMBIENTES BIOTECNOLOGICOS”. A QUALIDADE DOS RESULTADOS. ”




1°0 O nivel de biosseguranca de um experimento sera
determinado segundo o organismo de maior classe de risco
envolvido no experimento.

Existem quatro niveis de biosseguranca: NB-1, NB-2, NB-3 e
NB-4, crescentes no maior grau de contencédo e complexidade
do nivel de protecdo (definidos pelo Centro de Controle e

Prevencéo de Doencas (CDCQ))

Os niveis sao designados
em ordem crescente,
pelo grau de protecéo

proporcionado ao
pessoal do laboratoério,
meio ambiente e a
comunidade.



https://www.cdc.gov/

a

NVEL DE BIOSSEGURANCAL (NB-1)

€ adequado ao trabalho que envolva agentes bem
caracterizados e conhecidos por nao provocarem
doenca em seres humanos sadios e que possuam
minimo risco ao pessoal do laboratério e ao meio
ambiente.

LABORATORIOS DE ENSIN, MAS POR QUE!

N&o é requerido nenhum tipo de desenho especial das
instalacoes.

O laboratério ndo estd separado das demais
dependéncias da edificagao.

O trabalho € conduzido, em geral, em bancada, com
adocdo das boas praticas laboratoriais (BPL).
Equipamentos especificos de protecao ou
caracteristicas especiais de construcdo ndo sédo
geralmente usados ou exigidos.

Esse nivel se aplica aos
laboratorios de ensino
basico, onde sao
manipulados os micro-
organismos pertencentes
a Classe de Risco 1, por
exemplo o Bacillus subtilis.




NIVEL DE BIOSSEGURANCA 2 (NB-2)

O E adequado ao trabalho que envolva agentes de risco

[EEN

moderado para as pessoas e para 0 meio ambiente,
classificados como micro-organismos da Classe de
Risco 2 (seus representantes incluem a maioria das
bactérias: S. aureus, E. coli, Salmonella sp., Shigella sp.,
Fungos: Aspergillus e Penicillium e Virus: Rotavirus e
Adenovirus).

LABORATORIOS CLENICOS OU HOSPITALARES, MAS
POR QUE!

. 0 pessoal de laboratério devera ter um treinamento

especifico no manejo de agentes patogénicos e deve
ser supervisionado por profissionais competentes;

0 acesso ao laboratorio deve ser limitado durante os
procedimentos operacionais;

precaucdes extremas serdo tomadas em relagdo a
objetos perfurocortantes infectados;

determinados  procedimentos nos quais exista
possibilidade de formacdo de aerossoéis e borrifos
infecciosos devem ser conduzidos em cabines de
seguranca biolégica ou outros equipamentos de
contencéo fisica

NIVEL DE BIOSSEGURANCA 2 (NB2)

Dica

Esse nivel aplica-se as
laboratorios clinicos ou
hospitalares de niveis
primarios de diagnostico.




NVEL DE BIOSSEGURANCA 3 (NB-3)

O O laboratério de nivel de Biosseguranga 3, ou de
contencdo, destina- se ao trabalho com agentes de
risco bioldgico da classe 3, ou seja, micro-organismos
gue acarretam elevado risco individual e baixo risco
para a comunidade, como por exemplo o Virus da
Encefalite equina venezuelana e Mycobacterium
tuberculosis

NIVEL DE BIOSSEGURANCA 3 (NB3)

LABORATORIOS CLENICOS DE DIAGNOSTICO,
ENSINO £ PESQUISA

Dica

E aplicavel para laboratérios clinicos,
de diagnostico, ensino e pesquisa ou
de producao onde o trabalho com
agentes exoticos possam causar
doencas sérias ou potencialmente
fatais, como resultado de exposicao
por inalagao.




NVEL DE BIOSSEGURANCA & (NB-1)

0 O NB-4 é indicado para o trabalho que envolva agentes
exoticos e perigosos que exponham o individuo a
um alto risco de contaminacdo de infec¢gdes que
podem ser fatais, além de apresentarem potencial
elevado de transmissdo por aerossois. Manipula-se
micro-organismos da classe de risco 4, por exemplo o
Virus Marburg e o Virus Ebola.

LABORATORIOS DE CONTENCAD

v s6 funcionem sob o controle direto das autoridades
sanitarias, além disso, dada a grande complexidade do
trabalho, a equipe do laboratério devera ter treinamento
especifico e completo direcionado para a manipulacao

NVEL DE BIOSSEGURANGA 4 (NB4) |

: ; . Dica
de agentes infecciosos extremamente perigosos.
v E necessaria a elaboracdo de manual de trabalho So6 deve operar com técnicos
pormenorizado; este deve ser testado previamente especializados e treinados em
através de exercicios de treinamento. procedimentos de Biosseguranca

v O acesso ao laboratério deve ser rigorosamente
controlado por sistemas automatizados.

v" A instalagdo laboratorial deve estar localizada em uma
edificacdo separada ou em uma area controlada dentro
do edificio, que seja totalmente isolada de todas as
outras.




[ABORATORIQS NOS NIVELS DE BIOSSEGURANCA




[ABORATORIOS NOS NIVELS DE BIOSSE GURAN@A

nivel de Biosseguranca 3
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BOAS PRATICAS
|ABORATORTALS (BPL

€ um sistema da qualidade relativo ao
processo organizacional e as condicdes
sob as quais estudos néo-clinicos
referentes a salde e meio ambiente
sao planejados, realizados,
monitorados, registrados, arquivados e
relatados.
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1. Medidas e
Equipamentos de
Protecao Individual e
Coletiva (EPI's e EPC's)

Os acidentes sao evitados com a aplicacao de

medidas especificas de seguranca,
selecionadas de forma a estabelecer maior
eficacia na pratica. As prioridades séao:

~> Eliminag¢é&o do risco
> Neutralizagéo do risco.

> Sinaliza¢ao do risco




LQUIPAMENTOS DE PROTECHD INDIVIDUAL 0U EP1'S

v' sdo0 quaisquer meios ou dispositivos destinados a
ser utilizados por uma pessoa contra possiveis
riscos ameacadores da sua salde ou seguranca
durante o exercicio de uma determinada atividade.

Usar 6culos

Ter o cabelo preso de seguranca

Usar luvas sempre
que se utiliza

Os principais EPI's sao: produtos quimicos
» Avental ou jaleco de algodao, de mangas corrosivos ou toxicos
compridas e punho retratil;
» Mascara com filtro apropriado;
* Luvas de protecao;
» Protetor facial;
» Pipetador automatico;
« Péra de borracha;
«  Oculos de protecao.

Usar sempre
o ' bata de laborat6rio

l Calcar sapatos de
orracha fechados
. <>



FQUIPAMENTOS DE PROTECHD COLETIVA, OU EPC'S

v' sd0 equipamentos utilizados para protecéo, _
enquanto um grupo de pessoas realiza determinada b‘r
atividade, ou exercicio. . '

Os principais EPC’s séao:
e Extintores de incéndio;

« Chuveiro de Seguranca; ‘q

. Lgva olhos; ) Chuveiro de
* Pia para lavagem das méaos; ] emergéncia e
« Cabine de Seguranca Biologica; lavas-olhos

» Capelas de Exaustéao;
« Caixa de primeiros socorros;
* Recipientes especiais para transporte de material.



NORMAS DE
(ONDUTA EM

LABORATORIO DE
MICROBIOLOGIA




1.0 uso de jaleco, calgca comprida e sapato fechado
sao obrigatorios;

2. Cabelos longos devem ser amarrados de forma
a nao interferir com reagentes e equipamentos;
3.Limpar e desinfetar a superficie das bancadas
antes e depois do uso;

4.Lavar as maos, com agua e sabdo, ao iniciar o
experimento, ao sair do laboratorio e sempre que
for necessario. Se for portador de algum ferimento
nas maos procurar ndo tocar no material e usar
obrigatoriamente luvas;

5.ldentificar as amostras biologicas, bem como todo
0 material a ser utilizado nos experimentos antes de
iniciar as analises;

6.Utilizar exclusivamente material estéril;

7. No caso de derramamento de material
contaminado, proceder imediatamente a
desinfeccdo das superficies com alcool a 70% ou
formol a 10% e antissepsia dos tecidos vivos com
solucédo iodada a 2%. O mesmo procedimento
devera ser repetido se ocorrer ferimentos ou cortes.
8.Nao comer, beber, se maquiar ou fumar no
laboratorio;

9. Manter canetas, dedos e outros objetos longe da
boca;

10. Nao utilizar material de uso pessoal para limpar os
objetos de trabalho;

11. Avisar ao Professor e/ou ao Monitor em caso de
contaminacgao acidental;

12. Depositar todo material utilizado em recipiente de
descarte adequado, jamais os deixando sobre a
bancada;

13. Flambar algas, agulhas e pincas metalicas antes e
apo0s 0 uso;

14. ApoOs a leitura das placas cultivadas, coloca-las em
recipiente proprio para descarte;

15. Ao acender o bico de Bunsen, verificar se ndo ha
vazamento de gas ou substancias inflamaveis por
perto. Nao deixar papel sobre as bancadas;

16. Trabalha sempre com a chama do bico de Bunsen
entre vocé e o material bioldgico;

17. O laboratdrio € um local de trabalho que exige
calma e tranquilidade, portanto converse apenas o
necessario para a compreensao dos assuntos
inerentes a cada aula pratica



SINALLZACAO DE

[ABORATORIO




Tabela de cores para sinais

COR

Amarelo ou Alaranjado

SIGNIFICADO

INDICACOES

Sinalde Proibicao

Atitudes perigosas

Perigo—Alarme

Stop, pausa, dispositivos de
corte de emergéncia

Material e equipamento de
combate a incéndios

Indicagdoe localizagdo

Sinal de Aviso

Atencao, precaucaoe
verificagdo

Sinalde Obrigagéao

Comportamento ou acdo
especifica, obrigagdode
utilizar EPI's

Sinal de Salvamento ou de
Socorro

Portas, saidas, vias,
materiais, postos, locais
especificos

Situacdo de Seguranga

Regresso a normalidade




VIDRARIAS £
LQUIPAMENTOS
CAPTTULO )




CAPTTULO 2 — VIDRARIAS £ EQUIPAMENTOS

0 QUE BUSCAREMOS APRENDER NESSE CAPTTULO?

12

1. Mostrar as vidrarias, utensilios e
equipamentos comumente encontrados
em um laboratdério de Microbiologia.
2. Demonstrar os procedimentos
adequados para lavagem, secagem e
preparo das vidrarias utilizadas nas aulas
praticas.




LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

As vidrarias classicas, como béquer, tubos de
ensaio, pipetas, entre outros, sao essenciais em
gualquer laboratorio.

v' Sendo importante saber a utilidade das
vidrarias, e com ela, o seu grau de exatidao.
Aferir o volume em um baldo volumétrico ou
proveta é muito mais facil e preciso quando
comparado a um béquer, por exemplo

Alguns utensilios também sé&o utilizados, como a
alca bacteriolégica e pisseta, sendo também
importantes para a realizagdo das atividades de
rotina.

Esse tipo de laboratério
trabalha com  diversos
micro-organismos,
patogénicos ou nao, para
as mais diferentes
finalidades, sendo
geralmente amplos e bem
estruturados. .




NOS LABORATORIOS QUE MANTPULAM MICRO-
ORGANISMOS £ NECESSARIO QUE ESTES POSSUAM
ALGUNS EQUIPAMENTOS ESSENCIALS PARA 0
(ULTIVO, ESTUDO E MANUTENCAO DOS MESMOS,
TALS COMO: ESTUFA, AUTOCLAVE E DEPENDENDO DO
TIP0 DE PESQUISA, O MESMO PODE TER TAMBEM
EQUIPAMENTOS MALS SOFESTICADOS, COMO
TERMOCICLADORES £ ESPECTROFOTOMETROS, MUITO
USADOS EM PESQUISAS NA AREA DE BIOLOGIA
MOLECULAR DE MICRO-ORGANISMOS




estufa e autoclave

Estufas para laboratérios tém objetivo
de acumular e conter o calor ou o
resfriamento no seu interior, mantendo
assim a temperatura adequada para os
conteudos nelas guardadas, por isso é
de extrema importancia em qualquer
laboratério. As estufas contém um
termometro do lado de fora que
mantém a temperatura adequada sem
alteragdes involuntarias.

Autoclave: funcao esterilizar materiais
através do vapor sob a pressao.

termocicladores

para realizagado de técnicas
de PCR, amplificacdo de
DNA, entre outras analises.
Apresenta excelente
precisdao e uniformidade,
sendo muito utilizado em
laboratérios de biologia
molecular, de genética e de

biotecnologia.

espectrofotdmetro

€ um aparelho que mede e compara
a quantidade de luz absorvida por
uma solugdo. Desse modo, o
dispositivo identifica e determina a
concentracdo de substancias que
realizam a absor¢cdo de energia
radiante.



NA TABELA L, ESTAO LISTADAS ALGUMAS VIDRARIAS E UTENSILIOS
UTILIZADOS EM UM LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

Vidrarlas e utensillos utllizados em um laboratorio de Microblologla

Béquer Agulha de platina

Kitassato Bisturi

Erlenmeyer! Estantes para tubos de ensaio

Pistilo @ almofariz Lamparina

Proveta Péra




NA TABELA 2, ESTAD LISTADOS (S PRINCIPALS EQUIPAMENTOS

Tabela 2

Equipamentos encontrados em um laboratorlo de Microblologla

Autoclave Estufa de Esterilizacdo

Bico de Bunsen Geladeira

Cabines de Seguranca Biologica Microondas

Contador de Coldnias pHmetro




PROCEDIMENTOS



[AVAGEM DE VIDRARTAS

« Todas as vidrarias utilizadas em um laboratério
devem ser lavadas inicialmente com agua e sab&o
neutro.

Em algumas ocasifes, se faz o uso de solucdes
guimicas, como as solucdes sulfocromica, potassa
alcoolica e a sulfonitrica. Comumente ainda se usa a
solucdo sulfocrbmica, apesar de comprovadamente
levar ao desenvolvimento de cancer, além de causar
impactos ambientais.

Esta solucéo deve ficar em contato com a vidraria a ser lavada por um periodo de tempo variavel
em funcao do grau de contaminagcdo do mesmo. Assim, vidrarias relativamente limpas necessitam
apenas de alguns minutos, enquanto que, se houver residuos, talvez seja necessario deixar toda
uma noite. Devido sua intensa acdo corrosiva, € de boa préatica colocar o frasco de solucéo
em _bandeja de vidro, chumbo ou revestida com chumbo, e em sequida, lavar com _aqua
destilada.




[AVAGEM DE VIDRARTAS

» Descarte e Esterilizacéo
Outro ponto importante na rotina de um laboratoério de
Microbiologia é saber quando, onde e como descartar
materiais _contaminados, bem como assegurar que
todos os itens necessarios a pesquisa ou rotina sejam
esterilizados.

Tubos de ensaio e/ou placas de Petri contendo
amostras biolégicas devem ser sempre esterilizados,
visando matar 0s micro-organismos presentes antes da
limpeza. O melhor método para esterilizar culturas é
autoclavar a 121 °C por 30 minutos. Depois que 0s
tubos e/ou placas forem esvaziados, devem ser
escovados com sabdo neutro e agua corrente, e
lavados com agua destilada

Em laboratérios que nado possuem
autoclave, o descarte de micro-
organismos pode ser feito colocando-se o
material em contato com formol a 10% por
aproximadamente 24 horas, garantindo
entdo, que as culturas presentes nos
tubos ou placas sejam mortas




SECAGEM DA VIDRARIA

A vidraria lavada devera ser colocada em estufa de
secagem a 70 °C e posteriormente deve ser

devidamente montada para esterilizag&o.

Pode-se optar pela secagem natural. Neste caso a
vidraria lavada deve ser colocada em bandejas e
deixada a temperatura ambiente até a completa
evaporacao de agua.
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PLACAS DE PETRI

devem ser montadas e embrulhadas em papel madeira
e barbante e/ou fita adesiva, identificando-se a data,
guantidade, tamanho das placas, e ocasionalmente, o
nome do responsavel pela montagem.




1UBOS

Tubos de repique (aqueles onde sao isolados
0S Mmicro-organismos) devem ser devidamente
tampados, porém as tampas ndo devem ficar
muito apertadas (tubos rosqueados).

« Tubos de ensaio e de hemdlise (nado
rosqueados) devem ser vedados com tampdes
de algoddo. Apdés montados, devem ser
embrulhados em papel madeira e devidamente
identificados.

Os tampdes devem penetrar 2 a 3 cm no interior dos
tubos e permanecerem bem ajustados, pois permitem a
entrada do ar e retém 0s micro-organismos.



PIPETAS

a montagem de pipetas pode ser feita a partir de um dos dois procedimentos:
» colocacdo em recipientes metalicos com a parte de aspirar para cima;
« enrolados individualmente em papel manteiga, com algodao inserido em sua extremidade

>
\ezeZ X

Algumas pipetas e
materias,

Pipeta de Sai_i-/ Thoma Bico de Bunsen

=
Pipeta Pipeta Bureta Condensador D

Graduada volumétrica Frasco de reagentes Pisseta Placa de Petri




