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Agora vocé faz parte do sistema de educacdo a
distdncia para profissionais da saude, envolvidos com o
diagndstico  laboratorial  das Doencas Sexualmente
Transmissiveis - DST/AIDS - TELELAB.

O TELELAB foi criado para levar até vocé cursos com
informacodes indispensdveis para que seu trabalho seja
realizado dentro dos padréoes de qualidade estabelecidos
pelo Programa Nacional de Doencas Sexualmente
Transmissiveis/AIDS do Ministério da Saude 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-a-dia e o que pode ser mantido.

Assim, vocé terd mais confianca nos resultados do seu
trabalho e mais tranquilidade no que se refere & sua
seguranca pessoal.

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

Para esclarecimento de duvidas e sempre que precisar,
comunique-se diretamente com:

TELELAB - PN-DST/AIDS - MS

Telefax gratuito: 0800 - 61 - 2436

Diagndstico laboratorial da CLAMIDIA PNDST/AIDS/Ministério da Saude



Funcionamento do seu curso TELELAB

Inscricdo Agora que vocé j¢ fez ainscricdo e o
Pre-teste pré-teste, estd na hora de se organizar
para fazer seu curso! Vocé tem um
l més para conclui-lo.
Video e Assista ao video quantas vezes vocé
Manual precisar. No manual, estdo todos os

conteldos para o seu estudo.

Faca o pds-teste e responda ao
questiondrio de avaliagcdo. Suas
informacdes sdo fundamentais para a
melhoria do TELELAB.

Pds-teste e
Questiondrio
de Avaliacdo

i Para obter o certificado, vocé deverd
acertar no minimo 80% do teste.
Certificado Depois da corre¢cdo 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 Programa Nacional
de DST/AIDS, do Ministério da Saude, para
o diagndstico laboratorial da clamidia; e
 executar o diagndstico laboratorial da
clamidia obedecendo acos critérios
técnicos, critérios de controle de
e qualidade e cuidados de biosseguranca
recomendados.
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Infroducdo

Embora o fracoma, doenca ocular causada pela Chlamydia
frachomatis, fosse conhecido desde 1500a.C., as primeiras suspeitas de
que pudessem ocorrer infeccdes por clamidia no trato genital feminino
datam de 1910. Em 1907, haviam sido descritas por Halberstaedter e
Von Prowazek inclusdes citoplasmdticas em células raspadas da
conjuntiva de pacientes com fracoma. Em 1933, Findlay relacionou a
clamidia ao linfogranuloma venéreo e, em 1957, foi relatado o primeiro
isolamento de Chlamydia frachomatis em material inoculado em ovos
embrionados de galinha. Foi somente a partir de 1965 que o isolamento
da clamidia passou a ser mais utilizado, com a padronizacdo do
método de isolamento em cultura celular por Gordon e Quan. Esse
método substituiu as técnicas de isolamento em animais de laboratdrio
e em ovos embrionados de galinha.

Conceitos bdsicos

Antigeno - Ag
Antigeno é qualquer agente que induz no organismo a producdo dos
anticorpos e ao qual esses anticorpos podem se ligar especificamente.

Anticorpo - Ac

Anticorpo é uma proteina produzida pelo sistema imune em resposta a
um ou mais antigenos. O anticorpo pode se ligar de maneira especifica
ao antigeno. E essa ligacdo entre antigeno e anticorpo que constitui a
base dos testes imunoldgicos.
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Anticorpos monoclonais

Sdo anficorpos produzidos por hibridomas. Hibridomas sdo clones de
células originadas da fus@o entre uma célula plasmdatica normal,
produtora de anticorpos e uma célula de mieloma. Por exemplo, a
partir de um antigeno purificado da principal proteina da membrana
mais externa (MOMP) da Chlamydia frachomatis , pode-se produzir Acs
em células plasmdticas e depois fundir essas células com células de
mieloma. As células hibridas resultantes produzirdo anticorpos
especificos contra a MOMP, indefinidamente.

Conjugado monoclonal

E um conjugado obtido pela unido de um anticorpo monoclonal com
uma molécula de substdncia fluorescente ou com uma enzima.

Linhagem de células McCoy

Chama-se cultura celular a cultura in vitro de células de um tecido.
Quando essas células sdo cultivadas sucessivamente, temos uma
linhagem celular. A linhagem de células McCoy € originada de
fibroblastos de um tumor de camundongo. Essa linhagem forma uma
Unica camada de células, monocamada, na superficie plana de um
frasco para cultura celular. As figuras a seguir mostram um frasco de
cultura celular e uma monocamada de células McCoy, observada em
microscopia de confraste-de-fase.
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Figura 1: frasco Figura 2: visdo microscopica em
de cultura celular contraste de fase de uma mono-
camada de células McCoy

Fase solida

Fase sdlida é qualquer material no qual se fixa o antigeno ou o
anticorpo para realizacdo de testes imunoldgicos. No diagndstico das
infeccdes por Chlamydia trachomatis, as fases sélidas podem ser:

placas de microfitulacdo - s@o o suporte sélido mais comumente
utilizado. Normalmente, sdo produzidas com poliestireno tfransparente.
Os pocos ou cavidades podem possuir fundo chato, arredondado ou
em "U". Sua apresentacdo geralmente corresponde a 26 cavidades em
uma peca Unica ou em tiras de 8 ou 12 pocos; e

pérolas - esferas pldsticas em cuja superficie os antigenos e anticorpos
podem ser adsorvidos. Sdo freqUentemente utilizadas esferas com 4 ou 6
mm de diGmetro.
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Tipos de sistema de deteccdo

Sistema de deteccdo é um conjunto de procedimentos utilizados para
determinar se o antigeno e o anticorpo ligaram-se de maneira
especifica. Podem ser de vdrios tipos, tais como:

imunoenzimatico (ELISA) - A fosfatase alcalina e a peroxidase sdo as
enzimas mais utilizadas para detectar as ligacdes antigeno e anticorpo.
Essas enzimas sdo conjugadas ou covalentemente ligadas a um
antigeno ou anticorpo, constituindo o conjugado imunoenzimdtico. O
substrato especifico da enzima é adicionado e degradado pela acdo
da enzima. O produto da degradacdo do substrato vai agir no
cromdgeno adicionado & reacdo. A ortofenileno-diamina (OPD) ou a
3.31,5,5' - tetrametil-benzidina (TMB) sGo os cromdgenos mais rotineiros.

O resultado da reacdo pode ser lido em espectrofotdbmetro com
filtros de comprimento de onda variando de 405 a 492 nm ou ainda
visualmente, quando o teste assim o permitir, ou for expressamente
indicado pelo fabricante. Dependendo do cromdgeno utilizado, a cor
observada pode ser amarela, azul ou verde-azulada; e

imunofluorescéncia - o detector € um composto quimico fluorescente,
conjugado com uma anti-imunoglobulina. A substéncia fluorescente
mais comumente usada é o isotiocianato de fluoresceina (FITC). Para a
leitura da reacdo, esse ensqio requer um microscoépio para
imunofluorescéncia.
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Reprodutibilidade

Reprodutibilidade de um fteste é a capacidade de se obter
repetidamente, com uma mesma metodologia, resulfados semelhantes
frente as mesmas amostras, mesmo quando estas forem testadas em
ordem ou momentos distintos.

Sensibilidade e Especificidade

Nenhum teste de diagndstico é 100% eficaz. Alguns erros podem ser
decorrentes de questdes relativas aos proprios testes. Dentre vdrios
par&metros para descrever a qualidade dos testes, a sensibilidade e a
especificidade sdo as mais conhecidas.

Sensibilidade de um teste € a capacidade que esse teste tem de
detectar a presenca de antigeno ou de anticorpo em uma amostra
verdadeiramente positiva.

Especificidade de um teste é a capacidade do teste de
identificar amostras verdadeiramente negativas.

Os resultados de sensibilidade e especificidade geralmente sdo
expressos em valores percentuais e sdo calculados por meio das
formulas apresentadas a seguir.
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LNZD
AP-amostras positivas Sensibilidade = AP X 100
AN-amostras negativas AP+EN
FP-amostras falso-positivas
FN-amostras falso-negativas
Especificidade = AN X 100

AN + FP

Veja um exemplo de aplicacdo dessa formula.

Duzentas amostras de secrecdo uretral foram examinadas por
uma metodologia padrdo. Dessas, 50 eram positivas e 150 negativas.
Quando submetidas a um determinado teste, esse apresentou 0s
seguintes resultados: deftectou 48 amostras positivas, ou seja, apresentou
resulfado falso-negativo com 2 amostras; confirmou as 150 amostras
negativas, sem nenhum resultado falso-positivo.

AP =48
AN = 150
FP = ZERO
FN =2
Sensibilidade = 48 X 100

48 + 2 s Scnsibilidade = 96%
Especificidade = 150 X 100

150 + 0O s [;pccificidade = 100%
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O que sdo clamidias?

As clamidias sdo bactérias gram-negativas, parasitas obrigatérios
de células eucaridticas. As clamidias dependem do aparato energético
da célula hospedeira, porque ndo possuem um sistema de producdo
de energia para o desenvolvimento do seu ciclo biolégico.

Devido &s caracteristicas peculiares da sua biologia, sdo
classificadas em uma ordem prépria, uma familia, um Unico género e
trés espécies. Veja:

ORDEM ~ CHLAMYDIALES
FAMILIA ' CHLAMYDIACEAE
GENERO CHLAMYDIA
~ Chlomydia ~ Chiomydia Chiomydia
. frachomatis psiftaci ~_pneumonice |
ESPECIE

Figura 1: classificacdo das clamidias
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A espécie Chlamydia frachomatis possui quinze sorotipos, descritos
de acordo com seus determinantes antigénicos que podem ser
relacionados a vdarias doencas. Veja o quadro a seguir:

Principais doencas associadas aos sorotipos da Chlamydia trachomatis:

Sorotipos Principais doengas associadas

A, B, Ba, C Tracoma

L1, L2, L3 Linfogranuloma venéreo (LGV)

D,EF,GHIJeK Uretrite ndo gonocécica (UNG), uretrite pds-gonocédcica
(UPG), cervicite, doenca inflamatdria pélvica (DIP),
endometrite, paratracoma, conjuntivite de inclusdo,
pneumonia do recém-nascido.

Como é o ciclo biolégico da Chlamydia trachomatis@

O ciclo bioldgico da Chlamydia trachomatis envolve a
participacdo de duas formas distintas: o corpuUsculo elementar (CE) e o
corpusculo reticular (CR). O CE com 300 a 400 nm de diGmetro é a
forma infectante e que resiste ao meio extracelular. O CE penetra na
célula por fagocitose, formando um vacuolo citoplasmdtico também
chamado corpuUsculo de inclusdo ou inclusdo citoplasmdtica. Em
seguida, o CE diferencia-se em CR, com didmetro de 800 a 1000 nm. O
CR é a forma replicativa, metabolicamente ativa e ndo infectante da
bactéria. Os CR reproduzem-se por divisdo bindria e reorganizam-se em
CE. Durante o processo de reproducdo, ocorre um acUmulo de
glicogénio na inclusdo citoplasmdatica. Além disso, o processo de
reproducdo aumenta consideravelmente o tamanho da inclusdo
citoplasmdtica, que chega a conter mais de 10.000 particulas,
ocupando até 3/4 do volume da célula hospedeira. Isso causa o
rompimento do vacuUolo e da célula, a liberacdo das particulas e,
conseqglentemente, o reinicio do ciclo bioldgico, com a manutencdo
do processo infeccioso.

PNDST/AIDS/Ministério da Saude Diagnéstico laboratorial da CLAMIDIA
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Acompanhe, no esquema a seguir, o ciclo biolégico da
Chlamydia trachomatis, observando a seqUéncia de 1 a é indicada.

1. Adesao do compusculo
elementar (CE) @ membrana celular

s ; , Penetragdo do CE
; i @ porfagocitose

6, Rompimen 0
do vacuolo

7 4. Divisdo
bindria
18-24h

SHpusct 4, 18-24h. CR
CR Inclus@o
24-48h

Figura 2: esquema representativo do ciclo bioldgico da clamidia

Lembre-se
O CE é a forma infectante que resiste ao meio extracelulare o CR é
a forma replicativa, ndo infectante e intracelular.

PN-DST/AIDS/Ministério da Salude Diagnéstico laboratorial da CLAMIDIA



Quais as metodologias disponiveis para o diagnostico laboratorial da
Chlamydia trachomatis@

Existem diversas metodologias que podem ser utilizadas. A escolha
de um determinado método deve levar em consideracdo a
prevaléncia da infeccdo na populacdo que vai ser examinada, para
qgue se defina uma metodologia com sensibilidade, especificidade e
reprodutibilidade compativeis. Além disso, & importante que se
considere o custo-beneficio do teste, as dificuldades para a sua
execucdo, os equipamentos, infra-estrutura laboratorial e o tempo
necessdrio para a liberacdo dos resultados.

Os métodos mais amplamente utilizados sdo os de deteccdo do
antigeno de clamidia na amostra clinica. Independente da
metodologia adotada, a qualidade da amostra clinica coletada é fator
determinante do sucesso do teste. Lembre-se de que a clamidia é uma
bactéria intracelular obrigatéria e que, se a amostra colhida ndo
contiver pelo menos 50 células epiteliais, poderdo ocorrer resultados
falso-negativos.

Até esse momento a metodologia "padrdo-ouro" para o
diagndstico da clamidia é a cultura celular, entretanto a rdpida
evolucdo dos testes de amplificacdo do DNA (PCR e LCR, por exemplo)
j& suscitaram a reavaliagdo desse padrdo na comunidade cientifica. O
PN-DST/AIDS atualizard suas orientacdes sempre que necessdrio.

Veja, na préoxima  pdgina, o quadro que relaciona  as
metodologias disponiveis, suas vantagens e limitagoes:
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METODOLOGIA

VANTAGENS

LIMITACOES

Isolamento em
cultura celular

Especificidade elevada
(98% ou mais).

Estocagem de cepas para
controle de resisténcia a
antibidticos e concentracdo
inibitoria minima.

Visualizacdo das inclusdes de
clamidia dentro das células.

Sensibilidade varidvel
(70 a 95%).

Necessidade de infra-
estrutura laboratorial
compativel.

Dificuldade em avaliar a
qualidade da amostra.

Necessidade de cuidados
especiais para transporte
e acondicionamento da
amostra.

Imunofluorescéncia
direta (IFD)

Sensibilidade e especificidade
acima de 95%.

Infra-estrutura laboratorial simples.
Facilidade no transporte e
acondicionamento das amostras.
Execucdo rdpida da coloracédo.
Possibilidade de avaliacdo da
qualidade da amostra.
Possibilidade de uso como teste
confirmatério para o ELISA de
triagem.

Necessidade de
microscépio de
imunofluorescéncia.
Leitura da lamina dificil e
subjetiva.

Ensaio imunoenzimdtico
ELISA de triagem

Sensibilidade de 85 a 95%.
Possibilidade de processamento
simultGneo de um grande nUmero
de amostras.

Facilidade no transporte e
acondicionamento da amostra.
Objetividade na leitura dos
resultados.

Especificidade de 80 a 95%.
Impossibilidade de
controle de qualidade da
amostra.

Necessidade absoluta de
teste confirmataério.

Testes rapidos

Testes realizados em menos de 30
minutos.

Leitura feita a olho nu.
Possibilidade de execucdo em
consultérios e ambulatorios.

Baixa especificidade
(entre 65 a 85%).
Necessidade absoluta de
testes confirmatarios.

PCR e LCR

Sensibilidade e especificidade
elevadas (acima de 95%).

Necessidade de pessoal
qualificado.
Custo elevado.

PN-DST/AIDS/Ministério da Saude
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Como é feito o isolamento da Chlamydia trachomatis?

Pelas suas exigéncias energéticas as clamidias ndo podem ser
cultivadas em meios artificiais, sendo imprescindivel a utilizacdo de
sistemas vivos, tais como linhagens continuas de células.

A técnica de isolamento em cultura celular, considerado "padrdo-
ouro", € método sensivel e especifico para o diagndstico das infeccoes
por Chlamydia trachomatis, exigindo, entretanto, uma infra-estrutura
laboratorial para o cultivo de células. E por isso que os laboratdrios de
virologia tém, em geral, melhores condi¢cdes de realizar esta técnica do
que os laboratdérios de bacteriologia.

A linhagem de células McCoy, € a mais utilizada para a cultura de
Chlamydia trachomatis. As células sdo mantidas em garrafas de pldstico
estéreis, através de repiques periddicos. Para o isolamento da clamidia
as células sdo cultivadas sobre laminulas circulares em tubos de
centrifuga de fundo chato. Observe nas figuras 3 e 4.

Figura 3 Figura 4
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A amostra deve ser mantida sob refrigeracdo entfre 4 e 8°C e o
intervalo de tempo entre a coleta e a inoculacdo ndo pode ultrapassar
24 horas. O transporte co laboratério deve ser feito em caixa térmica
com gelo. As amostras ndo inoculadas no prazo de 24 horas devem ser
estocadas a -70°C até serem processadas.

O preparo da amostra para a inoculacdo comeca logo apds a
coleta. O swab é lavado vigorosamente em meio de transporte 2SP
(sacarose 0,2M; fosfato 0,02M; soro fetal bovino 10%; gentamicina,
10mg/ml; vancomicina, 10mg/ml e fungizona, 2,5mg/ml).

A inoculacdo é feita substituindo-se o meio de crescimento celular
no tubo de fundo chato pelo meio de transporte contendo a amostra.
Em seguida, o tubo é centrifugado a 2000g por 1 hora a 35°C, para que
os corpusculos elementares eventualmente presentes nas amostras
possam aderir-se & membrana celular e entdo penetrar na célula.

Os tubos sdo incubados a 37°C e apds 48 horas as monocamadas
s@o fixadas com metanol por 10 minutos. A laminula circular é corada
com lugol ou com conjugado fluorescente.

Pela coloragcdo com o lugol, as inclusdes contendo glicogénio se
coram de castanho escuro, confra um fundo amarelo, sendo
examinadas em microscépio comum de campo claro.

Figura 4: inclusdo de clamidia
corada pelo lugol em microscopio
de campo claro
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Na coloracdo de imunofluorescéncia podem ser usados
conjugados de  fluoresceina  com  antficorpos  monoclonais
comercialmente disponiveis para esse fim. As I&minas circulares coradas
sdo examinadas ao microscépio de fluorescéncia. Os corpuUsculos de
inclusGo aparecerdo, rechacando o nlcleo, como massas
citoplasmaticas fluorescentes, verde-brilhantes, contra um fundo escuro
ou avermelhado. Observe a figura 5.

& - g . ..__
Figura 5: inclusdo de clamidia
corada por imunofluorescéncia

.

Quais as metodologias recomendadas pelo PNDST-AIDS para o
diagndstico laboratorial da Chlamydia frachomatis?

Como regra geral, o Ministério da Saude, através do PN-DST/AIDS
sugere um ensaio imunoenzimdtico ELISA indireto para teste de triagem
e uma variacdo do mesmo como teste confirmatdrio. Além dos testes
do tipo ELISA, também a imunofluorescéncia direta é sugerida como
padrdo de trabalho.

A escolha de um desses métodos deve ser avaliada levando em
consideracdo a prevaléncia da infeccdo por clamidia na populacdo
qgue serd examinada. Além disso, € importante considerar o custo-
beneficio e as dificuldades para a execucdo do teste; os equipamentos
e a infra-estrutura laboratorial necessdrios e o tempo para a liberacdo
dos resultados.

PNDST/AIDS/Ministério da Saude Diagnéstico laboratorial da CLAMIDIA



CENCIA

UORES(

Jrl

CLAMIDIA

IMUNOFLUORESCENCIA DIRETA

IMUNC







Como funciona o teste de imunofluorescéncia direta para clamidia?

O teste de imunofluorescéncia direta corresponde a uma reacdo
especifica entre um antigeno MOMP da clamidia e um anticorpo
monoclonal especifico contra esse antigeno, conjugado a uma
fluoresceina (isotiocianato de fluoresceina - FITC). Veja, a seguir, a
representacdo esquemdtica das reacdes positiva e negativa do teste
IFD.

Radiagao
Excitadora
LAVAGEM
ANTIGENG CONJUGADC FLUORESCENCIA
[CHLAMYDLA) [AC AMTI-CHLAMYDIA + FLUORESCEINA]
Figura 1: reacdo positiva de IFD
Radiagao
flucrescente
LAVAGEM
ANTIGEND ALISENTE CONJUGADO AUSENCIA DE FLUORESCENCIA

Figura 2: reacdo negativa de IFD
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Qual o material necessdrio para executar uma reacdo de IFD para
clamidia?

# Conjunto diagndstico para IFD para deteccdo de clamidia;

/ laminas-conftrole;

/ pipeta de vidro para volumes de 1 a 5 mi;

Z pipeta automdtica para volumes de 10 a 50 ml;

Z ponteiras descartdveis para pipeta automdtica;

/ papel absorvente;

#4 c@mara Umida;

/ cuba para lavagem de I&dmina tipo Koplin;

Z laminula de vidro 22 x 40 mm ou 24 x 50 mm; e

Z microscopio de fluorescéncia com sistema de filtro para isotiocianato
de fluoresceina (FITC) e com capacidade de aumento de 400-500X e
1000X.
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Como fazer o teste de IFD?2

O teste de IFD para diagndstico da clamidia deve ser realizado de
acordo com as instrucdes do fabricante do conjunto diagndstico
utilizado.

Mas, para executar corretamente esse teste e assegurar a
qualidade dos resultados, vocé deve observar alguns procedimentos
bdsicos:

1. leia as instrucdes do conjunto diagndstico;

2. separe todo o material necessdrio para a execucdo do teste;

3. siga rigorosamente as instrucdes do fabricante para o preparo de
tampodes e outros reagentes;

4. deixe as l&minas das amostras e as [dminas de controle atingirem a
temperatura ambiente, antes de iniciar a coloracdo. O conjugado e
a solucdo para a lavagem das Idminas também devem estar em
temperatura ambiente;

5. organize seu protocolo;

6. siga rigorosamente as instru¢cdes do fabricante quanto aos volumes
pipetados, tempos de incubacdo, temperatura, nUmero de lavagens
e montagem;

/. faca, obrigatoriamente, a colora¢do das Idminas de controle em
paralelo com as I&minas das amostras; e

8. utilize as I&minas de contfrole como referéncia para a leitura das
|[&minas em teste.

Veja no fitulo Controle de Qualidade deste manual como
preparar as Iédminas de controle para IFD da clamidia.

A temperatura ambiente em laboratdrios clinicos deve estar entre
20 e 26°C.
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Como fazer a leitura e a interpretacdo da IFD?

A leitura das l@minas é feita em microscopio de fluorescéncia com
aumento de 40 X ou 100 X (imersdo).

Inicie a leitura pelas lGminas-controle, observando atentamente o
padrdo de cor e tamanho dos corpusculos elementares.

O ponte de corte (cut off) da reacdo varia de um fabricante para
outro. Geralmente, para se confirmar um resultado positivo, é preciso
encontrar 5 ou mais corpuUsculos elementares por esfregaco. Este critério
pode ser gjustado segundo sua experiéncia na prdtica profissional.

O quadro a seguir apresenta os critérios para leitura e
interpretacdo dos resultados.

LEITURA INTERPRETACAO

Auséncia de corpuUsculos fluorescentes em

: . R Amostra ndo reagente
esfregaco com mais de 50 células epiteliais.

Presenca de pelo menos 5 corpusculos
elementares de cor verde-brilhante em tom
de macd verde com a forma de circulos
perfeitos.

Amostra reagente

Qualquer padrdo diferente dos descritos
anteriormente ou quando houver menos Amostra indeterminada
de 50 células epiteliais no esfregaco.
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Em funcdo da sensibilidade e especificidade acima de 95% do
teste de IFD, ndo €& necessdria a readlizacdo de um outro teste

confirmatadrio.

A leitura das ldminas da imunofluorescéncia exige experiéncia e
atencdo. E aconselhdvel a leitura de até 4 I@minas por hora, com

intervalo entre as leituras.

Por isso, se seu laboratério trabalha com um pequeno nUmero de

amostras, vocé pode escolher a IFD como padrdo de trabalho.
Caso confrdrio, utilize um ELISA de triagem, submetendo as

amostras reagentes e indeterminadas a um teste confirmataério.
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Como funciona o ELISA para a deteccdo de antigeno de clamidia?

O ELISA para a deteccdo de clamidia diretamente de amostras
clinicas € um ELISA indireto.

1. Esse teste usa anticorpo monoclonal anticlamidia, recobrindo pérolas
pldsticas (a), ou a superficie interna de pocos de microplacas (b), e que
corresponde a fase sdlida da reacdo. Veja esse esquema:

anticorpo
monoclonal

Q. perola de plastico b. pogo de microplaca

2. A amostra clinica, tratada conforme recomendacdo do fabricante,
€ adicionada ao poco, contendo os anticorpos aderidos, por exemplo,
quando trabalhamos com microplacas:

N

¢ ¢

® o o
® ® antigeno de “ &

® Chlamydia P

© & ©
[
[

amostra positiva
para Chlamydia
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3. Os antigenos de clamidia presentes na amostra ligam-se aos
antficorpos especificos da fase sdlida, mediante a incubacdo em

temperatura adequada e tempo deferminado, segundo a procedéncia
do teste. Observe o esquema a seguir:

4. Alavagem dos pocos da microplaca vdo retirar todo o antigeno que
ndo se ligou especificamente ao anticorpo monoclonal. Repare:

A etapa seguinte utiliza um anticorpo IgG anticlamidia produzido em
coelho, que representamos assim:
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5. Esse anticorpo vai ligar-se durante a incubacdo ao conjunto do
antigeno e anticorpo de fase sélida, representado ja no item 4.,

‘ h, SO
¢ )
o .
oL e
A (] (%)

6. Outra etapa de lavagem vai retfirar o que ndo se ligou ao complexo
antigeno-anticorpo da fase solida:

o> <@

Q'ﬁri'+l 4—‘;

@ @ .° )

A préxima etapa utiliza um conjugado imunoenzimdtico que pode ser
esquematizado assim:

i < endma
3 p(:‘[[j XlIaQse
anticorpo
< anti-lgG
de coelho
conjugado
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7. A Ultima etapa de incubacdo corresponde ao esquema abaixo:

| 'OD—P H‘{‘D—

8. Essa Ultima etapa de lavagem é muito importante para que ndo
figue conjugado ndo ligado ao complexo antigeno-anticorpo.
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9. Por Ultimo, é adicionado o substrato da enzima, perdxido de
hidrogénio (H202), além de um revelador, que pode ser o OPD (orto-
fenilenodiamina) ou o TMB. A presenca de cor indica que havia
antigeno de clamidia na amostra.

(%)

auséncia de cor observacdo de cor
amostra positiva

OFD

Observe que essa metodologia é para triagem. Para que se
considere um resultado positivo, é necessdrio o uso de um segundo
teste confirmatadrio.

A vantagem do ELISA é que podemos processar numerosas
amostras ao mesmo tempo e é possivel a interpretacdo objetiva do
resultado por intermédio da leitura pelo espectrofotdémetro.

PN-DST/AIDS/Ministério da Saude Diagnéstico laboratorial da CLAMIDIA



Qual o material necessdrio para executar uma reacdo de ELISA para
clamidia?

4

N

N

NN N NN

NN

conjunto diagndstico de ELISA para clamidia, para triagem ou
confirmacado;

pipeta de vidrode 1 e 5 mi;

pipetas automdticas monocanal de 200-300 ml, ou outros volumes
especificados pelo fabricante;

pipetas automdticas multicanal, quando exigidas pelo conjunto
diagndstico;

lavadora compativel com o conjunto diagndstico utilizado;
banho-maria a temperatura de 37 + 2°C;

tubos de vidro;

estante para tubos de vidro;

recipiente de paredes rigidas, boca larga e tampa, contendo
hipoclorito de sédio a 2%;

agitador de tubos tipo voértex; e

espectrofotdbmetro com filtro compativel com o conjunto diagndstico
ufilizado.
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Quais os procedimentos para executar os ELISA?

Os procedimentos variam segundo o fabricante do conjunto de
diagndstico. Alguns procedimentos gerais devem ser observados:

1. leia todas as instrucdes do conjunto, antes de iniciar a reacdo;

2. confira os componentes, materiais e reagentes desse conjunto e
verifiqgue que outros, ndo fornecidos, devem estar disponiveis para a
realizacdo dos testes;

3. leia atentamente como preparar todas as solucdes antes de iniciar o
ensaio. Utilize exatamente os volumes indicados, ndo faca qualquer
alteracdo com o intuito de economizar tempo ou reagentes;

4. deixe as amostras e os reagentes atingirem a temperatura ambiente
antes de iniciar a reacdo;

5. organize seu protocolo;

6. siga rigorosamente os ciclos de lavagem indicados pelo fabricante,
tendo o cuidado de evitar a contaminacdo cruzada das amostras;

7. inclua, além dos controles fornecidos pelo fabricante, controles
positivos e negativos produzidos em seu laboratério (Controle de
Qualidade Interno - CQ); e

8. faca a leitura da absorbéncia em espectrofotdbmetro com filtro
recomendado pelo fabricante.

Jamais extraia o antigeno da amostra clinica com agitacdo manual.
Sempre agite os controles e as amostras por agitacdo mecdanica
vigorosa.
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Além disso, para garantir a qualidade dos resultados é importante
que VOCE:

Z ndo use reagentes com prazo de validade vencido. Verifique se
os reagentes enconfram-se denfro das especificacdes, sem
turvacdo, precipitados ou com coloracdo alterada;

 ndo misture confroles, conjugados, pérolas ou placas de
diferentes lotes e/ou fabricantes;

/ armazene os conjuntos para diagndstico de acordo com as
recomendacdoes do fabricante;

7 evite a contaminacdo microbiana dos reagentes;

4 ndo exponha o substrato & luz durante a estocagem ou
incubacdo, pois poderd ocorrer a fotodecomposicdo do mesmo;

2 ndo coloque o substrato em contato com substancias oxidantes
ou metais para evitar a precipitacdo que forna o produto
impréprio para o uso;

2 faca a limpeza e a manutencdo periddica dos equipamentos de
lavagem, evitando assim o acumulo de sais e outros compostos
quimicos;

2 verifique sempre se o filtro usado para a leitura da absorbéncia é
aquele indicado pelo fabricante; e

7 certifique-se de que o filtro de leitura da absorbdncia esteja
integro, livre de fungos e de sujidades e devidamente ajustado.
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Como definir se um resultado de ELISA é reagente ou ndo reagente?

Nos ELISA, o resultado de uma reacdo é determinado pela leitura
da absorbdncia ou densidade dptica (DO) obtida no final do ensaio.
Usualmente, cada ensaio tem sua forma de calcular o ponto de corte
(cut off) acima ou abaixo do qual as amostras sdo caracterizadas como
reativas ou ndo reativas. Os cdlculos sdo realizados a partir da média de
DO dos controles.

Atencdo

Verifique como é determinado o ponto de corte definido pelo
fabricante de cada conjunto e se este enconfra-se dentro dos
valores aceitdveis para os controles e para as amostras.

Para os ensaios indiretos, os valores de DO acima do ponto de
corte indicam que a amostra é reagente e abaixo do ponto de corte
gue a amostra é ndo reagente.

Existe, porém, uma zona circunvizinha, chamada zona cinza ou
"borderline”, denfro da qual ndo se pode ter certeza do resultado. As
formas de calcular o ponto de corte e a zona cinza variam de acordo
com o fabricante.

As amostras que apresentarem resulfados positivos ou  se
encontrarem na zona cinza - as indeterminadas - devem ser submetidas
a testes confirmatdrios.
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Como fazer o diagndstico confirmatdrio quando o ELISA de triagem for
reagente ou indeterminado?

O teste confirmatério pode ser um outro ELISA chamado de
reacdo de blogueio ou "blocking test", que é realizado em paralelo com
a repeticdo do ensaio de triagem. Para isso, utilize a mesma amostra
extraida para o primeiro teste.

Vocé terd um resultado definitivo por meio da comparacdo dos
valores de densidade éptica obtidos nos dois ensaios.

A amostra serd positiva para clamidia quando a densidade éptica
obtida no ELISA de blogueio for pelo menos 50% menor do que os
valores obtidos no outro ELISA. Caso contrdrio, a amostra serd negativa.

Se vocé ndo dispde dos reagentes para o ELISA de bloqueio, use
uma reacdo de imunofluorescéncia direta para o diagndstico
confirmatério.

Como preparar, a partir de uma amostra coletada para o ELISA de
friagem, IGminas para confirmacdo por IFD?g

1. pipete 250 microlitros do tampdo de transporte, contendo a amostra
clinica extraida do "swab" em tubo conico tipo Eppendorff e identifique
o fubo com o nimero da amostra;

2. centrifugue por 15 minutos a 13.000 a 15.000rpm;

3. despreze o sobrenadante e adicione 50 microlitros de tampdo
fosfato PBS;

4. ressuspenda o "pellet" ou depdsito, agitando vigorosamente em um
agitador de tubos até a completa dissolucdo do depdsito;

5. identifique a l&dmina com o nUmero de amostra;

6. pipete 10 microlifros em cada demarcacdo da |&dmina de
imunofluorescéncia;

7. deixe o liguido das l@minas secar em temperatura ambiente; e

8. fixe o esfregaco pingando 3 gotas de metanol e deixe secar em
temperatura ambiente.
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A partir desse momento, siga as instrucdes que vocé j& viu no titulo
Imunofluorescéncia Direta deste manual.

O resultado positivo pela imunofluorescéncia confirma os resulfados
positivos indeterminados do teste de triagem por ELISA.

E possivel fazer o diagndstico das infeccdes por clamidia por sorologia?

As técnicas soroldégicas tém pouco valor no diagndstico das
infeccoes genitais. SAo raros 0s casos em que se consegue detectar os
anticorpos IgM anticlamidia, porque o primeiro contato com o antigeno
de clamidia, na maioria das vezes, passa despercebido clinicamente.
Quando se detectam anticorpos IgG, ndo é possivel afirmar se foram
produzidos em infeccdo recente, se correspondem a cicatriz sorolégica
ou a reacgodes cruzadas. Os titulos de IgG sdo geralmente baixos, mesmo
em individuos com infeccdo em curso.

A deteccdo de anticorpos IgM tem valor diagndstico quando
usada em casos de suspeita de pneumonia por Chlamydia trachomatis
em recém-nascidos.

Em pessoas com sinfomas de linfogranuloma venéreo, a sorologia
pode ser Util quando se constata o aumento significativo dos titulos de
anticorpos IgG em duas amostras coletadas, com intervalo de 14 dias.
Essas amostras sdo chamadas amostras pareadas.

O exame citopatoldgico pelo Papanicolau pode detectar clamidia?

O exame citopatolégico de esfregacos cervicais, corados pelo
método de Papanicolaou, ndo é recomendado para o diagndstico das
cervicites por Chlamydia frachomatis. A técnica é de baixa
sensibilidade e especificidade, devendo ser usada com exirema
cautela, apenas como diagndstico presuntivo, que deve
obrigatoriamente ser confirmado pelas técnicas recomendadas pelo
PN-DST/AIDS-MS.
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Qual o método indicado para o controle apds tratamento das
infeccoes por clamidia?

Rotineiramente, ndo se faz controle de cura das infecgcdes por
clamidia, pois, até o momento, ndo foi identificada resisténcia da
clamidia aos antimicrobianos preconizados para o seu fratamento.

Apesar disso, se o clinico considerar necessdria a realizacdo de
controle apds fratamento, o método recomendado € o isolamento em
cultura celular. A coleta do material deve ser feita duas semanas apds o
término do tratamento. As técnicas de IFD e ELISA ndo devem ser
utilizadas, pois podem ocorrer resultados falsos-positivos decorrentes da
presenca de antigenos de clamidia. Os antigenos de clamidia levam,
no minimo, duas semanas para serem eliminados do organismo.
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Como preparar ldminas de controle de qualidade para IFD?2

Se ndo for possivel adquirir comercialmente essas lGminas, é

possivel prepard-las no laboratério.

Para o preparo dessas laminas, utilize uma amostra clinica positiva

para clamidia, no teste ELISA com D.O. acima de 2.

1.

O N~ WN

homogeneize o conteldo do tubo de ELISA positivo e pingue uma
gota em cada lémina controle;

deixe secar a temperatura ambiente;

fixe, pingando 3 ou 4 gotas de metanol;

deixe evaporar naturalmente;

identifique e embrulhe as [dminas, uma a uma, em papel aluminio;
guarde em congelador a -20°C;

core duas I&minas de cada lote por IFD;

faca a leitura conforme referido no titulo Imunofluorescéncia Direta
deste manual; e

. caso o resultado ndo seja o esperado, despreze-as e fagca um novo

lote de lédminas-conftrole.

O mesmo procedimento deve ser utilizado para o preparo de

ldminas-controle negativo, partindo-se do tampdo com amostra clinica
negativa para clamidia pelo teste ELISA.

Se o seu laboratdério ndo realiza a metodologia ELISA, entre em
contato com o PN-DST-AIDS TELELAB, para obter informacdes
sobre como conseguir amostras positivas para o confrole de
qualidade.
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Qual a importédncia de um protocolo de trabalho na realizacdo de um
festee

O protocolo estabelece a ordem das amostras a serem testadas,
de forma que qualquer técnico possa interpretar os resultados. Alguns
métodos utilizam equipamentos para imprimir os resultados e o material
impresso deve ser guardado junto com o protocolo. Veja, no item
Anexos deste manual, alguns exemplos de protocolo.

Que outras medidas podem ser adotfadas para assegurar resultados
confidveis?e

Para assegurar que os resultados finais sejam confidveis, sdo
requisitos fundamentais:
utilizar amostras para controle de qualidade internos;
participar de um programa que forneca amostras-controle; e
participar de um programa de avaliagdo externa de qualidade.

O que é controle de qualidade interno?

Controle de qualidade interno de um ensaio corresponde ao uso
de amostras positivas e negativas, obrigatoriamente incluidas em cada
ensqaio. Essas amostras podem ser fornecidas pelos fabricantes ou
preparadas em seu laboratdrio.

O preparo ou uso de amostras-controle proprias constitui um
excelente mecanismo de andlise de possiveis variagcdes lote a lote. Os
controles também podem ser utilizados para avaliacdo da
reprodutibilidade dos testes, em um mesmo ensaio (intra-ensaio) ou
ensaios diferentes (interensaio), de um mesmo lote.
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O que é um programa de avaliacdo externa da qualidade?

Um programa de avaliacdo externa da qualidade envolve um
mecanismo de controle, no qual o laboratério recebe um painel de
amostras que sdo incluidas na sua rotina. Os resultados obtidos sdo
enviados a um Cenfro de Referéncia e analisados, possibilitando a
avaliacdo confidencial do desempenho de cada laboratério.

Por que adotar medidas de controle e participar de avaliacdo externa
da qualidade?

A adocdo das medidas descritas permite ao laboratdrio garantir a
qualidade dos procedimentos utilizados e conseqUentemente a
confiabilidade dos resultados.
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ANEXOS







EXEMPLO DE PROTOCOLO

ENSAIO IMUNOENZIMATICO (ELISA)

Protocolo n°: Data:
Y

Nome comercial do conjunto para diagnéstico:

Fabricante: Lote: Validade: /[

Técnico responsdvel:

([ AW N =

Observacoes "CUT OFF":
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Todo cuidado é pouco na manipulacdo de materiais bioldgicos,
fais como soro, sangue ou secrecoes, fluidos orgdanicos, tecidos, etc.
Redobre suas precaucdes, pois esses materiais sGo potencialmente
infectantes e muitas vezes estdo contaminados com agentes etioldgicos
diferentes do que se estd pesquisando, ou ainda desconhecidos. Nunca
pipete com a boca e jamais cheire placas de cultura.

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

Lembre-se de que, com a automacdo, aumentou muito o nUmero
de amostras processadas em laboratério e, conseqUentemente,
aumentou também o risco de contaminacdo. Como vocé sabe, é dificil
afirmar que um profissional se contaminou, de fato, em servico. Isso faz
com que as doencas infecto-contagiosas causadas por acidentes de
frabalho ndo sejaom devidoamente nofificadas; em consequUéncia, as
medidas de seguranca 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 retrdtil, luvas descartaveis,
oculos de protecdo, pipetadores manuais ou automdticos e, quando for
0 caso, protetor facial.

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

Figura 2. llustracdo dos principais equipamentos de protecdo individual (EPI)
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Evite a formacdo e dispersdo de aerossois.

Aerossois sdo microparticulas sdlidas e liquidas com dimensoes
aproximadas entre 0,1 e 50 micra que podem, caso contenham
microorganismos, permanecer em suspensdo e plenamente vidveis por
vdarias horas.

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

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

Centrifugas, agitadores e maceradores, quando manipulados sem
as precaucdes e abertos antes da total parada ou término da
operacdo, igualmente podem contaminar o ambiente laboratorial.
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Jamais reencape agulhas. Esse procedimento é uma das
principais causas da contaminacdo de profissionais de saude por
microorganismos, existentes no sangue e em oufros 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 sddio 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 1(uma) dessas
particulas para contaminar uma pessoaq.

Hipoclorito de sédio a 2%

Figura 3. llustracdo do descarte de agulha em recipiente apropriado.
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Reduza ao mdximo o manuseio de residuos, em especial, os
perfurocortantes. Descarte o rejeito perfurocortante diretamente em
recipiente de paredes rigidas, contendo hipoclorito de sédio a 2%. Deixe
em imersdo total no minimo por 24 horas e, em seguida, faca a
autoclavacdo desse material.

Esta € uma regra bdsica para diminuir os riscos de acidente nos
laboratérios. E fundamental que os materiais perfurocortantes sejam
autoclavados depois da imersdo em hipoclorito de sédio a 2%. S6 entdo
esses materiais devem ser encaminhados ao lixo hospitalar. O
acondicionamento dos residuos de laboratério deve seguir a Norma
Brasileira (NBR) 9190 da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas - ABNT,
gue recomenda sacos brancos leitosos para os residuos potencialmente
infectantes e hospitalares e escuros para o lixo comum.

Os profissionais responsdveis pela limpeza e conservacdo devem
ser bem orientados e usar equipamentos de protecdo. Todos o©s
recipientes para descarte devem estar idenftificados.

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

No caso dos materiqis reutilizGveis, como vidraria e utensilios,
deposite-os em recipiente contendo o desinfetante préprio, pelo tempo
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 o0s principaqis riscos presentes em seu
laboratdrio. Produtos e dreas que oferecem risco devem ser marcados
com os devidos simbolos internacionais em etiquetas auto-adesivas
padrdo.

Veja, a seguir, os principais simbolos associados aos riscos em
laboratérios.

o=

\

PERIGO BIOLOGICO

Entrada pemitida somente para pessoas
autorizadas

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

Telefone diurno: Telefone residencial: |

Figura 4. Simbolo de risco biolégico para entrada de laboratdrios.
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Verifique sempre as condicdes de funcionamento dos
Equipamentos de Protecdo Coletiva (EPC): extintores de incéndio,
chuveiros de seguranca, lava-olhos, pia para lavagem de mdos, caixa
de areia e cabine de seguranca bioldgica.

Existem frés tipos de cabines de seguranca bioldgica disponiveis
no mercado: as de classe |, classe Il e classe lll. Sdo recomendadas para
o uso em laboratdrios clinicos as de classe Il. Veja a figura 6, na pdgina
seguinte.

Procedimentos que devem ser observados na cabine de
seguranca bioldgica:

7 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 utilizacdo;

/ use avental de mangas longas, luvas descartdveis e mdscara;

4 ndo efetue movimentos rdpidos ou bruscos dentro da cabine e evite
operacdes que causem turbuléncia;

/4 ndo use bico de Bunsen, pois pode acarretar danos ao filiro HEPA e
causar desequilibrio do fluxo de ar. Se necessdrio, use incinerador
elétrico ou microgueimador automdtico; e

4 mantenha as grelhas antferiores e posteriores da cabine
desobstruidas. A cabine ndo é um depdsito. Evite guardar
equipamentos ou quaisquer outros objetos no seu interior.
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CLASSE | CLASSE Il CLASSE Il

Figura 6 : ilustracdo das cabines de seguranca bioldgica - classes |, Il e lIl.

As cabines de classe | e Il sGo consideradas como barreira de
protecdo parcial e a de classe lll € uma barreira de protecdo total.
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Para descontaminacdo pessoal, de equipamentos e superficies
fixas, utilize desinfetantes eficientes e adequados. Use sempre produtos
registrados no Ministério da Saude.

NGo existe um desinfetante Unico que atenda a todas as
necessidades. E fundamental conhecer os diversos agentes quimicos e
sua compatibilidade de uso para evitar custos excessivos e utilizacdo
inadequada.

Para a descontaminacdo de amostras bioldgicas na rotina dos
laboratdrios clinicos, recomendamos os compostos liberadores de cloro.
O mais comumente utilizado é o hipoclorito de sédio a 2%. Sua forma
mais ativa é o dcido hipocloroso (HOCI), que é 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 matéria orgdnica, fato que deve ser considerado
qguando aplicado em superficies contendo sangue e outros liquidos
corpdreos. Os hipocloritos tém sua estabilidade dependente de fatores
como concentracdo, temperatura, pH, luz, metais e prazo de validade.

Os hipocloritos sdo corrosivos para metais. Objetos de prata,
aluminio e até mesmo de aco inoxiddvel sdo atingidos, quando imersos
em solucdes rotineiramente utilizadas em laboratério. Hipoclorito de
sédio é tdxico e causa irritacdo na pele e olhos. Se ingerido, provoca
corrosdo das membranas € mucosas e sua inalacdo causa irritacdo
severa no trato respiratdrio. Jamais misture os hipocloritos com outras
subst@ncias quimicas, tais como desinfetante, dlcool, solucdes
germicidas, efc.

Apds o tratamento por 24 horas com hipoclorito de sédio a 2%, os
materiais devem ser autoclavados. A autoclavacdo é recomendada
tendo em vista a possibilidade do hipoclorito ndo atingir as partes do
material a ser esterilizado. Caso isso ndo seja possivel, a alternativa é o
método de fervura por periodo ndo inferior a 30 minutos.
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Observe, na tabela abaixo, a indicacdo de alguns agentes quimicos e
seu espectro de acdo antimicrobiana.

Eficiéncia anfimicrobiana de alguns agentes quimicos desinfetantes
frente a agentes microbianos

Bactérias|  Virus Virus  |[MicrobactériasfFungos|| Esporos
lipofilicos |lhidrofilicos pacterianos

Etanol + + . + \ =
Formaldeido AF i + i i3
Glutaraldeido 4 4k + + + ¥
Comp. Cloro + i + + + s
Fendis + % - & + -
Quaterndrios + + + - + -
de amébnia

loddforos i ¥ + = + =
(+) Atividade

(-) Auséncia de atividade
(V) Varidvel de acordo com o microorganismo
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Tenha muito cuidado com a manipulacdo e estocagem de
substé@ncias quimicas. Leia com atencdo as informacdes contidas nos
rétulos.

A estocagem de matéria-prima deve ser feita em armdrios
apropriados, bem ventilados, ao abrigo da luz solar e calor. E
importante observar a incompatibilidade entre as diferentes
substancias.

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

Veja a seguir os riscos relacionados a cada categoria quimica:

Categoria quimica e riscos relacionados

Grupo Quimico Risco
Acidos Corrosdo
Bases Corrosao
Cianetos e Sulfetos Envenenamento
Liquidos Inflamaveis Incéndio
Solido Inflamavel Incéndio

PN-DST/AIDS/Ministério da Saude
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Seja sempre consciente da importdncia de suas acdes na
preservacdo da biosseguranca em seu local de frabalho:

Z lave as mdos antes e depois de qualquer procedimento laboratorial;
/ nunca pipete com a boca;
/ jamais cheire placas de cultura;

4 dentro do laboratdério, ndo fume, ndo coma, ndo beba, ndo prepare
refeicoes;

# quando estiver usando luvas, ndo manuseie 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

Z vacine-se rotineiramente contra a hepatite B.

Seguindo essas recomendacdes, vocé vai estar contribuindo para a
diminuicdo de acidentes

Se acontecer um acidente de trabalho em seu laboratério, notifique
imediatamente a sua chefia.
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Consideracgoes finais

Muitas das atividades aqui descritas j& fazem parte do seu
cotidiano. Faca uma reflexdo sobre o que acabou de ler e verifique o
gue pode ser mantido, modificado e incorporado a seu frabalho e ao
seu laboratdrio para que a sua prdtica profissional se desenvolva de
acordo com os procedimentos técnicos e cuidados de biosseguranca
recomendados pelo Programa Nacional de Doencas Sexualmente
Transmissiveis e AIDS, do Ministério da Saude. As questdes colocadas a
seguir facilitardo essa reflexdo.
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Condicodes gerais do laboratdrio

Z As dreas de circulacdo estdo desobstruidas?

/ Qual a situacdo geral quanto ao aspecto de limpeza?

4 Qual o estado de conservacdo e manutencdo de pisos, escadas,
paredes e tetos?

4 QO local de trabalho estd adequado para atividades envolvendo o
risco bioldgico?

4 As bancadas e demais mobilidrios do laboratério estdo em
condicoes de uso?

Z Existemn bancadas apropriadas para frabalhos com solventes e
demais substancias quimicas corrosivase

7 Existe pia diferenciada para lavagem das mdos no laboratério?

Z Existemn mecanismos de contencdo que previnam a entrada de
insetos e roedores?

Z Existem programas de manutencdo preventiva de equipamentos?

Estocagem

4 Qs produtos armazenados e a drea de estocagem estdo
organizados com os devidos cuidados de seguranca?

# Existe o cuidado de se estocar materiais e/ou substéncias
incompativeis separadamente?
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Local de higiene pessoal e de alimentacdo

N

O local é mantido limpo e em condicdes de higiene?

Existe dgua potdavel disponivel?

Existem sabdo e toalha em condicdes de uso?

Existe local para troca de roupa e guarda de objetos pessoaqis?

Existe drea para alimentacdo separada da drea de laboratdrio?
Existe adequada organizacdo para coleta de lixo e demais rejeitos
(nGo infecciosos) 2

NN NN M

Refrigeracdo e ventilacdo

#4 A temperatura de trabalho estd entre 20 e 26°C?

/4 As janelas estdo protegidas contra o excesso de luz solar?

/ Existe ventilacdo adequada, especialmente nas salas com cabines
de fluxo laminar?

lluminacdo

Z Alluminacdo geral é adequada?
/ Existe iluminacdo dirigida nas bancadas de trabalho?

Servicos

4 O laboratério tem suficiente abastecimento de dgua, energia
elétrica e gds?

Z Existe adequada manutencdo de fusiveis, I[&mpadas e cabos
elétricos?

4 A limpeza e higienizacdo das caixas d'dgua sdo realizadas com
periodicidade recomendada?
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Seguranca geral

/4 O laboratério € devidamente fechado e seguro quando ndo estd
ocupado?
# As portas e janelas sdo mantidas devidamente fechadas?

4 Os materiqis toxicos e equipamentos de risco sdo estocados em drea
segurae

Prevencdo de incéndio

/4 Existe sistema de alarme?

Z As passagens pelas portas de emergéncia estdo desobstruidas?
4 O sistema de deteccdo de incéndio estd em bom funcionamento e
é regularmente testado?

/ Existe sinalizacdo de emergéncia?

Z 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 "ndo fumar" na drea de laboratoério?
4 A equipe estd tfreinada em combate a incéndio?

Estocagem de liquidos inflamdaveis

Z QO local estd separado do prédio principal?
/ Existe ventilacdo suficiente para retirar vapores?e
/ QO local estd devidamente sinalizado?

/4 Existem 1@Gmpadas seladas para protecdo contfra ignicdo nos
vapores?

/4 Existe adverténcia de "ndo fumar"?
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Risco com eletricidade

/4 As instalacdes estdo de acordo com os padrdes estabelecidos pela
ABNT?2

Z Existe fio de terra2 Os equipamentos estdo devidamente aterrados?
/4 Qs equipamentos com potencial de risco de desligamento estdo
devidamente ligados a um circuito de emergéncia para os casos de
queda ou interrupcdo de energia?

/4 Os cabos de conexdo aos diversos equipamentos estdo em perfeito
estado de manutencdo?

7 Cada equipamento estd ligado em uma tomada; evita-se o uso de
benjamim?

# Todas as tomadas tém sua voltagem identificada?

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

Gases e liquidos comprimidos

/4 Qs diversos tipos de gases estdo devidamente identificados?

# Qs cilindros possuem vdlvulas de seguranca?

7 Existe adverténcia de ndo-utilizacdo de dleo nas valvulas?

# Qs cilindros estdo devidamente seguros contra quedas?

/ Existe ventilacdo suficiente para evitar a formacdo de bolsdes de
gases e explosoes?

Protecdo pessoal

/ Existem em quantidade suficiente:
Lava-olhos?
Chuveiros de emergéncia?
Protecdes contra radiacodes, incluindo os dozimetros?
Mdscara contra particulas?
Luvas descartdveis?
Pipetadores manuais e/ou automdticos?
Oculos de protecdo e outros?
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Seguranca e saude ocupacional

/ Existe servico de salde ocupacional?

Z Existe caixa com materiqis para primeiros socorros?

/ Existem profissionais tfreinados 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 vacinacdo atualizado?

/ Existe sinalizacdo educativa para prevenir o risco?

Equipamento de laboratdrio

/4 Os equipamentos estdo validados e certificados quanto a seu uso?

/ Existe procedimento de desinfeccdo de equipamentos antes de
enviar-los & manutencdo?

/4 As cabines de seguranca bioldgica e quimica sdo regularmente
testadase

/ As autoclaves estdo validadas?e

/4 As centrifugas, rotores e frascos tém seus tempos de utilizagcdo
devidamente anotados?

# Vidrarias quebradas e trincadas sdo descartadas?

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

4 As capelas de exaustdo para manipulacdo estdo devidamente
sinalizadas?

/ Suas balancas estdo certificadas pelo INMETRO?

/4 Seus congeladores, geladeiras, fornos, esfufas ou equipamentos
termo-reguldveis possuem sinais de controle e registro de temperatura?
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Material infeccioso, quimico e radioativo

# Qs materiais bioldgicos sdo recebidos em condicdes de seguranca?
# Utilizam-se luvas descartdveis, quando se estd manipulando material
bioldgico?

Z As bancadas sdo desinfetadas com a devida freqUéncia?

/ Existe protocolo de descarte de material contaminado?

/4 Qs desinfetantes sdo apropriados e devidamente validados?

Z As substéncias estdo devidamente etiquetadas?

7 Existe cartaz com os riscos e categorias toxicolégicas das diversas
substancias?

7 QO estoque de radioisétopos é devidamente contfrolado?

# Existe procedimento de descarte de substdncias quimicas e
radioisdtopose

Z Existem procedimentos que visam a evitar contato entre substéncias
qguimicas incompativeis?

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 comunicagdo direta e gratuita com o:

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