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MANIPULACAO DAS AMOSTRAS CLINICAS NO
LABORATORIO

O conhecimento sobre o potencial patogénico e os riscos de transmisséo do novo
coronavirus ainda € muito limitado. Varios documentos trouxeram orientacdes
provisorias com o0 objetivo de minimizar os riscos para a equipe de laboratério que
manipula amostras de pacientes com suspeita ou confirmacao da COVID-19.

Até que mais informacdes sejam disponibilizadas, precaucGes devem ser tomadas no
manuseio de amostras suspeitas ou confirmadas coronavirus.

A comunicacao oportuna entre a equipe clinica e o laboratério € essencial para minimizar
0 risco no manuseio de amostras de pacientes com possivel infeccdo por COVID-19.

RECOMENDACOES PARA MANIPULACAO DAS AMOSTRAS CLINICAS
ASSOCIADAS AO SARS-COV-2/COVID-19

1. Equipamento de protecdo individual (EPI)

A equipe do laboratorio deve usar EPIs incluindo luvas descartaveis, mascara N95, jaleco
e protecdo dos olhos quando manusear amostras potencialmente infecciosas. O EPI deve
ser removido ao sair do laboratério e as praticas de higiene, incluindo a lavagem das
maos, devem ser rigorosamente mantidas. Sao recomendadas boas praticas de laboratoério
para qualquer tipo de amostra.

2. Niveis de biosseguranca laboratorial

Trabalho laboratorial de diagnostico ndo propagativo (exame patoldgico e processamento
de tecidos fixados em formalina ou inativado; analise de esfregacos em lamina ja fixadas
e analise molecular de amostras inativadas) podem ser realizadas em instalagdes de
biosseguranca nivel 2 (NB-2). Os procedimentos com alta probabilidade de gerar
goticulas, respingos ou aerossOis devem ser realizados em cabines de seguranca
bioldgica, tipo II.

A centrifugacao de amostras com potencial infeccioso deve ser feita usando rotores
selados ou tubos fechados que devem ser carregados e descarregados com as
amostras dentro de uma cabine de seguranca.

Trabalho laboratorial de possivel propagacédo (cultura de virus, ensaios de isolamento ou
neutralizacdo) devem ser realizados em instalagdes de biosseguranca nivel 3 (NB-3).
Neste momento ativo da pandemia, esses procedimentos NAO sdo recomendados.

3. Gerenciamento de residuos

O manuseio dos residuos de laboratério de amostras de pacientes suspeitos e/ou
confirmados de SARS-CoV-2/COVID-19 deve seguir os procedimentos ja estabelecidos
para outros residuos de risco bioldgico. Atualmente, ndo ha evidéncias que os residuos
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relacionados ao SARS-CoV-2/COVID-19 demandam procedimentos adicionais de
embalagem ou desinfeccdo.

4. Limpeza das superficies

As superficies externas dos recipientes e frascos de amostras de pacientes suspeitos ou
confirmados de SARS-CoV-2/COVID-19 devem ser descontaminadas usando um
desinfetante com atividade comprovada contra virus envelopado. A desinfeccéo deve ser
realizada ap0s a manipulacdo das amostras em cabines de seguranca bioldgica. Deve-se
tomar cuidado para evitar a contaminacédo acidental das superficies externas.

As superficies de trabalho e os equipamentos devem ser descontaminados apos o
processamento das amostras. Atente-se a todas as superficies que possam ter entrado em
contato com amostras ou recipientes de amostras.

% Use solugBes como hipoclorito/agua sanitaria (0,1% para limpeza geral de
superficies e 1% para desinfeccdo quando ha derrame de sangue ou outra amostra
bioldgica - Laboratory biosafety guidance related to coronavirus disease 2019
(COVID-19)), alcool 70° INPM, peroxido de hidrogénio (0,5%), compostos
quaternario de aménio e compostos fendlicos. Atente-se ndo apenas a selecdo do
desinfetante, mas também o tempo de contato, diluicdo e prazo de validade.

5. Higiene das maos

Realizar a higiene das méos antes e depois de todo contato com material potencialmente
infeccioso e antes de colocar e remover o EPI, incluindo luvas. A higiene das méos ap6s
a remocdo do EPI € particularmente importante para remover quaisquer patdogenos que
possam ter sido transferidos para as médos durante o processo de remogéao.

6. Armazenamento e transporte das amostras

Todos os materiais transportados dentro e entre laboratdrios devem ser colocados em um
recipiente secundario para minimizar o potencial de quebra ou derramamento.
Recomenda-se desembalar as amostras recebidas dentro das cabines de seguranca
bioldgica. Para o envio/transporte das amostras de COVID-19 (pacientes suspeitos ou
confirmados), deve ser indicado na embalagem a sigla UN3373 (Substancia Bioldgica,
Categoria B) quando transportados para diagndstico ou fins de investigacéo.

¢+ Culturas virais ou isolados devem ter em suas embalagens a indicacdo da
sigla UN2814 (Substancia Infecciosa, Categoria A).

7. INATIVACAO DO VIRUS EM AMOSTRAS

Segundo a revisdo  publicada por Kampf e colaboradores 2020
(https://www.journalofhospitalinfection.com/article/S0195-6701(20)30046-3/pdf) alguns reagentes
quimicos, disponiveis na maioria dos laboratérios, poderiam ser utilizados na inativacao
do coronavirus com rapidez e eficiéncia (reducdo de 4 log. ou mais). Os autores
encontraram informagGes de varios coronavirus e outras familias relacionadas. Embora

Grupo de Estudo de Evidéncias Cientificas em COVID-19 — UEM
Composto por Profissionais da Universidade Estadual de Maringa e Outras Institui¢Ges de
Ensino do Estado do Parana


https://www.journalofhospitalinfection.com/article/S0195-6701(20)30046-3/pdf

SMUEM  SRESERECOVID0 |

ndo tenha sido realizado especificamente com o SARS-CoV-2, 0s autores sugerem o
mesmo comportamento, uma vez que estruturalmente esses virus sdo equivalentes.

REAGENTE CONCENTRA(;AO TEMPO DE |NAT|VACAO
ETANOL | 78 — 95° 30 segundos
2-PROPANOL 70 —100° 30 segundos
GLUTARALDEIDO | 0,5 - 2,5% 5 minutos
FORMALDEIDO 0,7 -1% 2 minutos

Além deste estudo o ministério da saude de Singapura também disponibilizou
informacBes sobre os meios de inativacdo: por calor (60°C) e quimica (acetona,
formaldeido, glutaraldeido, trizol, Triton X e Tween 80). H4 uma importante informacao
que a presenca de certas substancias, como as proteinas nas amostras, pode afetar o
processo de inativagdo. (https://www.moh.gov.sg/docs/librariesprovider7/news-updates-
documents/fag_covid19 final_21feb20.pdf)

CONCEITOS IMPORTANTES:

Niveis de biosseguranca laboratorial

NB-1 (Nivel de Biosseguranca 1) - E destinado a manipulac&o de agentes bioldgicos de
baixo ou nenhum risco patogénico. Nao ha indicacdo de barreiras, com excecao de pia
para higienizacdo das maos. O trabalho é realizado em bancadas usando préaticas
microbioldgicas padréo.

NB-2 (Nivel de Biosseguranca 2) - E destinado a manipulacio de agentes bioldgicos
que oferecem moderado risco de infec¢do. Os procedimentos séo realizados em cabines
de seguranca bioldgica | ou Il. O risco bioldgico deve ser informado nas portas dos
laboratorios e o acesso € restrito. O Uso de EPI’s sdo essenciais. Barreiras (pias para
higienizacdo das médos e instalacdes para descontaminacdo do lixo) devem existir para
reduzir contaminagdo do meio ambiente.

NB-3 (Nivel de Biosseguranca 3) - E destinado a manipulacio de agentes com
capacidade de transmissdao por via respiratéria e que causam doencas que podem ser
letais. Além da cobertura referente aos niveis de biosseguranca 1 e 2, é mais eficiente nas
barreiras primarias e secundarias para protecdo contra a exposicdo aos aerossois
potencialmente infecciosos. Todas as manipulagdes laboratoriais deverdo ser realizadas
em uma cabine de seguranca biologica. Deve haver uma sala (antecamara) para
paramentacdo dos trabalhadores (EPI’s). A sala deve ser equipada com autoclaves e ndo
pode haver janelas. As barreiras secundarias para este nivel incluem o acesso controlado
ao laboratorio e sistemas de ventilacdo que minimizam a liberacdo de aerossois
infecciosos do laboratorio ao ambiente.

NB-4 (Nivel de Biosseguranca 4) — E um nivel também conhecido como laboratdrio de
maxima contencdo e destina-se a manipulagdo de agentes biologicos com grande poder
de transmissibilidade por via respiratoria ou de transmissdo desconhecida e que
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representam alto risco por provocarem doengas fatais. Todas as manipulacdes realizadas
nesse ambiente representam um alto risco de exposicdo e infec¢do aos funcionarios de
laboratorio, a comunidade e ao meio ambiente.

Cabine de Seguranca Biologica: é o principal equipamento de contencdo fisica para
agentes infecciosos. Protege o material e o profissional, na manipulacdo de materiais
bioldgicos altamente infectantes, substancias toxicas e cultura de células. Deve ser
cumprido os prazos de revisdo e troca de filtros, para o uso seguro e efetivo deste
equipamento. As cabines devem estar em local de pouco transito e distantes de portas.
Existem trés tipos de cabine de seguranga bioldgica (Classes I, Il e 111).

o Classe I: ¢ uma cabine em que o fluxo de ar ocorre de fora para dentro, pela
abertura frontal, sem recirculacao do ar. O ar da cabine passa por um filtro HEPA
antes de ser liberado para o interior do laboratorio. Essas cabines protegem o
operador, mas ndo o material que esta sendo manipulado e podem ser usadas
quando se esta trabalhando com micro-organismos de baixo ou moderado risco.

e Classe Il: é uma cabine com abertura frontal na qual uma parte do ar é
recirculado. Esse tipo de cabine protege o operador, 0 material a ser manipulado
e 0 meio ambiente. As CSB da Classe Il, da qual existem 4 tipos (Al, A2, Ble
B2), distinguem-se das CSB da Classe | pelo fato de s6 permitirem o fluxo de ar
esterilizado (filtro HEPA) sobre a superficie de trabalho. O fluxo de ar é
direcionado para as grades frontais e ao fundo da area de trabalho da cabine,
proporcionando protecdo pessoal. Além disso, o fluxo descendente de ar, filtrado
por HEPA, fornece protecdo ao produto, minimizando a possibilidade de
contaminacéo cruzada na superficie de trabalho da cabine. Como o ar exaurido da
cabine passa através de um filtro HEPA certificado, torna-se isento de particulas
(protecdo do ambiente) e pode ser recirculado para o laboratério (CSB tipo Al e
A2) ou é extraido do edificio atraves de uma canopla ligada ao duto de exaustao,
para fora do edificio. O ar de exaustdo, em cabines dos tipos B1 e B2, deve ser
descarregado diretamente para o exterior, através de uma conexdo completa e
rigida. Filtros HEPA sédo eficazes na captura e no bloqueio de particulas, de
goticulas e de agentes infecciosos, mas ndo captam quimicos volateis ou gases.
Apenas CSB tipo A2, com extracdo para o exterior, ou tipos B1 e B2 devem ser
utilizadas quando se trabalha com produtos quimicos volateis toxicos, embora as
quantidades usadas devam ser limitadas, ou seja, ndo substituem capelas de
exaustdo quimica.

Para procedimentos com alta probabilidade de gerar aerossoéis ou goticulas, usar
CBS tipo Al ou A2 ou precaucdes adicionais como equipamentos de protegéo
individual (EPIs) para fornecer uma barreira entre a amostra e o0 manipulador.

» Quais sdo os procedimentos que podem gerar aerossois ou goticulas?
Preparagdo de amostras para testes moleculares (por exemplo, PCR de virus respiratorio)
antes da inativagdo da amostra; divisdo, aliquota ou diluicdo de amostras do trato
respiratorio, amostras fecais, amostras de urina e amostras de tecidos nas quais o virus
ndo foi inativado; testes rapidos de antigeno de amostras do trato respiratorio ou o
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processamento simples de qualquer amostra ndo inativada que possa resultar na geracao
de aerossdis como pipetagem, agitacdo, remogéo de tampas, aspiracdo e transferéncia de
sangue ou fluidos corporais.

o Classe I11: é uma cabine hermeticamente fechada, impermeéavel a gases, e todo o
trabalho é realizado com luvas de borracha que estdo presas a cdmara. O ar que
entra passa por um filtro HEPA e o ar que sai pelo exaustor passa por dois filtros
HEPA dispostos sequencialmente. Todos o0s equipamentos necessarios
(centrifuga, incubadora etc.) devem estar dentro da cabine. E indicada para o
trabalho com microrganismos de alto poder infectante. Oferece o mais alto grau
de protecdo ao operador e a0 meio ambiente.

Ouadro & Diferengas enire as Cimaras de seguranga bivldgica (C58) das Classes
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Fonte: Organizagdo Mundial da Saide. Manual de Seguranga Bioldgica em Laboratorio, terceira edigéo.
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