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    Apresentação




    Este livro foi uma idealização gerada a partir de experiências pessoais e da observação de alunos em laboratório. Muitos livros trazem protocolos, mas não dão dicas e não possuem parte teórica. Muitos dos problemas de bancada podem ser resolvidos a partir das dicas apresentadas nesta obra e, também, da própria teoria.




    O tempo necessário para buscar as melhores referências e os profissionais para desenvolver os capítulos foi de mais de cinco anos, exatamente porque havia a preocupação de fazer um trabalho diferente dos encontrados no mercado, e que, inovando, ajudasse o profissional que se inicia na biologia molecular. Assim, este livro foi pensado para auxiliar estudantes iniciantes ou que estão trocando de área, inclusive dentro da biologia molecular.




    Alguns profissionais conseguem facilmente executar protocolos, porém sem entender o que cada reagente representa e, quando há um problema, não conseguem resolvê-lo. Hoje, há uma tendência a usar kits prontos, que são mais práticos, mas também mais caros, e nem sempre se sabe o que cada item do kit representa.




    Muitas vezes, podemos incrementar os resultados de nossos trabalhos acrescentando um experimento – se possuímos todos os reagentes no laboratório –, como a extração de DNA total de uma célula (Parte II deste livro), ou ainda um experimento para entender por que uma proteína heteróloga não está sendo bem expressa, se por causa da origem do plasmídeo ou pelo número de cópias do vetor (Parte V, Capítulo 15) ou se em razão da célula escolhida (Parte V, Capítulo 14). Alternativas a protocolos também são colocadas para ajudar o usuário na escolha. A parte de bioinformática, disposta ao longo do livro, foi pensada para ser uma base em desenho para a compreensão das moléculas de proteínas, área com pouco material didático que ajude o aluno a iniciar modelagem molecular.




    PARTE I – Organizando
o laboratório




    Antes de iniciarmos qualquer trabalho, devemos avaliar as suas condições. Isso significa conferir se todos os reagentes estão disponíveis, avaliar os protocolos que serão utilizados, a rotina de experimentação e o tempo necessário e verificar se tudo está acertado para a execução do experimento. Ou seja: é necessário organizar o laboratório.




    Visando facilitar o uso do laboratório e o treinamento de pessoal, devemos adotar um manual de biossegurança e de procedimentos operacionais padrão. Esses dois itens fazem parte das boas práticas de laboratório que determinam o bom funcionamento e a padronização das regras de uso daquele ambiente e das experimentações que lá serão feitas. Dessa forma, garantimos um melhor desempenho no ambiente de trabalho, com menos perda de tempo a cada experimentação feita pelos diferentes usuários.


  




  

    Capítulo 1




    Boas práticas de laboratório




    Sabrina Dick, Karina Teixeira Pinheiro




    Laboratórios não são lugares necessariamente perigosos, embora possam apresentar certo risco potencial. Todos os que trabalham direta ou indiretamente nesses ambientes devem ser responsáveis ao desenvolver suas atividades, evitando atitudes que possam acarretar acidentes e possíveis danos a eles mesmos, aos colegas, ao patrimônio e ao meio ambiente. Esteja sempre atento e seja cuidadoso e metódico com relação ao trabalho a ser executado, concentrando-se nas atividades e evitando quaisquer distrações. Da mesma forma, não distraia os demais usuários durante a execução de trabalhos no laboratório.




    Os acidentes não acontecem; eles são causados. Resultam, normalmente, de uma atitude indiferente dos utilizadores, da ausência de senso comum, da falha no cumprimento das instruções a serem seguidas ou da pressa excessiva na obtenção de resultados. Vale salientar que os riscos de acidentes são maiores quando nos acostumamos a conviver com o perigo e passamos a ignorá-lo. Sendo assim, acidentes podem ser evitados, ou pelo menos terem suas consequências minimizadas, desde que sejam tomadas as devidas precauções.




    Os princípios das Boas Práticas de Laboratório (BPL) são o conjunto de regras básicas necessárias para o funcionamento seguro dos laboratórios e das aulas práticas, e dizem respeito à organização e às condições sob as quais estudos em laboratórios e/ou de campo são planejados, desenvolvidos, monitorados, registrados e relatados. As BPL são um sistema de qualidade fundamental para o desenvolvimento de testes de qualidade assegurada e para a confiabilidade de todo o processo técnico-científico.




    No Brasil, a partir do Decreto nº 6.275, de 28 de novembro de 2007, a Coordenação Geral de Acreditação (Cgcre), vinculada ao Instituto Nacional de Metrologia, Normalização e Qualidade (Inmetro), passou a ser a autoridade brasileira de monitoramento da conformidade aos princípios das BPL, reconhecendo e acreditando instalações de teste que realizam estudos exigidos por órgãos regulamentadores para o registro de produtos agrotóxicos, farmacêuticos, aditivos de alimentos e rações, cosméticos, veterinários, produtos químicos industriais e organismos geneticamente modificados (OGM), entre outros, visando avaliar os riscos ambiental e à saúde humana. Para estabelecer os procedimentos e os documentos normativos utilizados no ­reconhecimento da conformidade de instalações/unidades de teste aos princípios das BPL, a Cgcre criou a “Norma Nº NIT-DICLA-٠٣٥ ‒ Princípios das boas práticas de laboratório (BPL)”1 a partir de documentos publicados pela Organização para o Desenvolvimento e Cooperação Econômica (OCDE). Os documentos que complementam essa norma são: NIT-DICLA-034; NIT-DICLA-036; NIT-DICLA-037; NIT-DICLA-038; NIT-DICLA-039; NIT-DICLA-040; NIT-DICLA-041; NIT-DICLA-043.




    A implantação das BPL tem como objetivos a garantia de dados confiáveis, a padronização de procedimentos, a racionalização do trabalho e a eliminação de erros operacionais, além de possibilitar maior rapidez no acesso às informações, melhorias nos resultados, aperfeiçoamento dos procedimentos de trabalho e aceitação ampla dos dados produzidos.




    A seguir, são expostas algumas diretrizes básicas das BPL. Para o caso de se pretender a acreditação do Inmetro, sugerimos que sejam seguidas as etapas do Programa de Monitoramento de BPL e instaurado um sistema de gestão de qualidade e biossegurança comprometido com as normas da Associação Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), ambos disponíveis nos websites das respectivas instituições. Essa certificação, bem como as da Organização Internacional para Padronização (International Organization for Standarization ‒ ISO), confere uma maior confiabilidade de produtos, processos e/ou serviços de uma organização.




    1.1 Princípios gerais




    As regras e os conselhos gerais para desenvolver um trabalho laboratorial com segurança estão principalmente relacionados a organização. Isso significa que o tempo dedicado à organização das atividades contribui para prevenir riscos químicos, biológicos e acidentes inerentes à manipulação de reagentes e equipamentos.




    Antes de qualquer trabalho laboratorial, o operador deve estar informado sobre os riscos oferecidos pelos produtos químicos e equipamentos a serem utilizados. Conhecer os procedimentos de segurança e de emergência em casos de acidentes ajuda na proteção contra os possíveis riscos. O operador deve sempre planejar o trabalho que vai realizar, pois só assim poderá executá-lo com segurança.




    

      

        

      



      

        

          	

            Dicas


          

        




        

          	

            

              	Nenhum trabalho é tão importante e tão urgente que não possa ser planejado e executado com segurança.




              	A segurança é uma responsabilidade coletiva que requer a cooperação de todos os indivíduos do laboratório.


            


          

        


      

    




    As BPL exigem que todos os membros de um laboratório observem algumas regras básicas de utilização das dependências, conforme descritas a seguir.




    1.1.1 Noções básicas de organização do pessoal
da unidade de operação




    

      	Leve à bancada de trabalho apenas o material indispensável à sua execução. Guardar os objetos pessoais (bolsas, casacos etc.) nos armários existentes na área externa ao laboratório, se disponíveis, ou em área exclusiva para esses objetos.




      	Certifique-se de que os integrantes do grupo e os visitantes estejam utilizando os equipamentos de segurança adequados. O acesso de pessoas não autorizadas ao laboratório deve ser restrito e controlado.




      	Sempre trabalhe vestindo um jaleco branco com mangas longas. Atente aos fatos de que o jaleco deve ser usado apenas durante a experimentação e que ele só deve ser retirado do laboratório para lavagem, o que deve ser feito toda semana. Antes de lavá-lo normalmente, esterilize-o com a ajuda de um aparelho de autoclave utilizando um recipiente adequado.




      	Novos usuários devem ter treinamento e orientação específicos sobre as BPL e sobre os princípios de biossegurança aplicados ao trabalho que irão desenvolver. Esse treinamento deve ser providenciado pelo responsável pelo laboratório.




      	Não perturbe ou distraia quem estiver realizando um trabalho no laboratório.




      	Todos os procedimentos, como uso de equipamentos, protocolos de preparação de soluções etc., devem ser conduzidos de acordo com um procedimento operacional padrão (POP) de fácil acesso aos usuários do laboratório. Os POP devem ser revistos periodicamente, datados e assinados pelo responsável pelo laboratório.




      	Planeje bem os protocolos e realize seus procedimentos operacionais. Antes de começar um experimento, saiba exatamente o que será consumido e quais equipamentos serão utilizados, verificando suas disponibilidades.




      	Crie o hábito de registrar todos os detalhes de experimentos em um caderno individual (que deve ser mantido no laboratório) para garantir a reprodutibilidade experimental e possibilitar a detecção de erros experimentais e suas correções.




      	Evite trabalhar sozinho e fora do horário de trabalho convencional. Procure sempre trabalhar próximo de alguém que possa ouvi-lo se houver qualquer problema. Caso precise utilizar o laboratório fora do horário convencional de trabalho, comunique o fato ao responsável pelo local e, se necessário, peça a ele uma autorização.




      	Ao trabalhar com materiais ou técnicas de risco, o responsável pelo laboratório tem o direito de exigir que outra pessoa esteja presente.




      	Certos cilindros de gases, como os de CO e H2, não podem permanecer nos laboratórios quando não estiverem sendo usados. Os demais cilindros, quando em uso, ou mesmo quando armazenados, devem estar sempre presos às paredes ou às bancadas.




      	Não utilize vidrarias trincadas, lascadas ou quebradas no laboratório.




      	Sempre utilize luvas para manusear ponteiras e mantenha os suportes sempre cheios.




      	Caminhe com atenção e nunca corra no laboratório.




      	Não faça nada com pressa! 



      1.1.2 Local de trabalho, reagentes, material de uso comum e equipamentos




    




    

      	O local de trabalho deve ser mantido sempre em ordem. Ao perceber algo fora do lugar, coloque-o de volta no local apropriado. A iniciativa própria para manter a ordem é sempre muito bem-vinda.




      	Seja cuidadoso para não contaminar equipamentos dentro ou fora da sala.




      	Todos os usuários deverão limpar e arrumar as bancadas e os equipamentos após o uso. Descontamine todas as superfícies de trabalho diariamente, antes e após o uso, e quando houver respingos ou derramamentos. Observe o processo de desinfecção específico para a escolha e a utilização do agente desinfetante adequado.




      	Cuide da limpeza adequada do material utilizado para não contaminar os reagentes.




      	Mantenha os reagentes inflamáveis tão longe de chamas ou fontes de calor quanto possível.




      	Use os equipamentos do laboratório apenas para seu propósito designado. Utilize os equipamentos somente após ter lido e compreendido suas instruções de manuseio e segurança.




      	Sempre anote a data de utilização de um equipamento quando houver um “livro” de registro de uso.




      	Ao perceber que um equipamento está quebrado, registre o problema em um livro de registro de uso e o comunique imediatamente aos responsáveis para que o reparo possa ser providenciado.




      	Consulte dados de segurança, propriedades físicas e toxicidade de reagentes químicos com os quais não esteja familiarizado antes
de utilizá-los, e esteja atento aos procedimentos apropriados de manuseio de agentes perigosos.




      	Todos os recipientes que contenham produtos, especialmente os que oferecem algum risco, devem estar devidamente rotulados com uma clara identificação, o mais completa possível.




      	Evite exposição a gases, vapores e aerossóis. Utilize sempre uma cabine química (capela) ou uma câmara de controle biológico (“fluxo laminar”) para manusear esses materiais.




      	Evite qualquer contato entre reagentes e a pele.




      	Nunca deixe frascos de reagentes abertos e estoque-os o mais próximo possível do chão.




      	
Não carregue reagentes químicos pelos corredores. Mantenha-os sempre próximos à estação de trabalho para evitar acidentes.




      	Nunca aqueça recipientes fechados.




      	Siga os procedimentos de descarte adequados para cada reagente ou material de laboratório.




      	Sempre que efetuar a diluição de um ácido concentrado, adicione lentamente, e sob agitação, o ácido sobre a água, e nunca o contrário.




      	Ao aquecer um tubo de ensaio contendo qualquer substância, nunca direcione a extremidade aberta do tubo a você ou a uma pessoa próxima.




      	Ao testar o odor de um produto químico, desloque os vapores que se desprendem do frasco com as mãos em sua direção. Nunca coloque o frasco sob o nariz. Tenha em mente que esse teste nem sempre pode ser feito.


    




    

      

        

      



      

        

          	

            Dica


          

        




        

          	

            

              	Lembre-se de que, dependendo da concentração, todas as substâncias são tóxicas.


            


          

        


      

    




    1.1.3 Manutenção das instalações




    

      	As áreas de trabalho devem estar sempre limpas e livres de obstruções.




      	Escadas e saguões não devem ser usados para estocagem de materiais ou equipamentos de laboratório. Isso se aplica também a equipamentos de uso pessoal (por exemplo, bicicletas, rádios etc.).




      	As áreas de circulação e de passagem dos laboratórios devem ser sempre mantidas limpas.




      	Os acessos aos equipamentos e às saídas de emergência nunca devem estar bloqueados.




      	Os equipamentos de laboratório devem ser inspecionados e mantidos em boas condições de uso por pessoas qualificadas para esse trabalho. A frequência de inspeção depende da taxa de risco do equipamento e das instruções do fabricante. Os registros contendo inspeções, manutenções e revisões dos equipamentos devem ser guardados e arquivados pelo líder do laboratório.




      	Todos os equipamentos devem ser guardados adequadamente para prevenir quebra ou perda de componentes.




      	Quando possível, os equipamentos devem possuir filtros de linha que evitem sobrecarga devido à queda e ao posterior restabelecimento de energia elétrica.




      	Os equipamentos e reagentes químicos devem ser estocados de forma apropriada.




      	Reagentes derramados devem ser limpos imediatamente e de maneira segura.




      	Os materiais descartados devem ser etiquetados e colocados em locais adequados.




      	Materiais usados ou não etiquetados não devem ser acumulados no interior do laboratório e devem ser descartados imediatamente após a sua identificação, seguindo os métodos adequados para descarte de material de laboratório.


    




    

      

        

      



      

        

          	

            Dicas


          

        




        

          	

            

              	Para organizar melhor o laboratório, codifique os reagentes, identifique-os com um adesivo e faça uma lista contendo o código e o nome de cada reagente. Essa lista deve estar disponível para consulta a todos.




              	Identifique com letras grandes em papel autoadesivo o que há em cada gaveta e atrás de cada porta.


            


          

        


      

    




    1.2 Cuidados específicos em um laboratório




    1.2.1 Pipetadores e micropipetadores automáticos




    

      	Muito cuidado para não encostar a haste do pipetador nas paredes dos frascos ou nos líquidos.




      	O pistão das micropipetas possui dois estágios: o primeiro é o de ajuste de aspiração e o segundo é o de dispensa do volume medido. Para garantir a precisão da pipetagem, pressione o pistão até o primeiro estágio e, após o encaixe da ponteira, mergulhe-a no líquido e solte lentamente o pistão. Para liberar totalmente o líquido pipetado, basta pressionar o pistão até o segundo estágio.




      	Pressione o pistão de modo lento e constante.




      	Sempre troque a ponteira antes de aspirar líquidos, amostras ou reagentes diferentes.




      	NUNCA pipete líquidos com temperatura superior a 70 °C ou inferior a 4 °C.




      	Não vire o pipetador de cabeça para baixo ou deite-o enquanto houver líquido na ponteira, pois o líquido pode ir para o interior da micropipeta, prejudicando a calibragem e diminuindo o tempo de vida útil da mesma.




      	Tenha cuidado ao aspirar suas amostras para que elas não entrem no pipetador. Caso isso ocorra, proceda à limpeza interna dele ou solicite ajuda de seu supervisor para o procedimento.




      	Depois de pipetar líquidos ácidos ou corrosivos, remova o porta-cone e lave o pistão, o selo, o-ring e o interior do porta-cone com água destilada. Se não souber como proceder, solicite ajuda.




      	Se sujar o pipetador por fora, tenha sempre o cuidado de limpá-lo.




      	NUNCA ajuste o volume acima da especificação.



      1.2.2 Câmara de controle biológico (“fluxo laminar”)




    




    

      	A circulação de pessoas no laboratório durante o uso da cabine deve ser evitada.




      	Ligue a cabine e a luz UV de 15 min a 20 min antes e após o seu uso.




      	Trabalhe com as portas do laboratório fechadas.




      	Antes de iniciar o trabalho e ao finalizá-lo, descontamine todo o interior da câmara com gaze estéril embebida em álcool etílico ou isopropílico a 70%.




      	Lave mãos e antebraços com água e sabão e seque-os com papel toalha descartável.




      	Passe álcool etílico ou isopropílico a ٧٠٪ nas mãos e nos antebraços.




      	Use jaleco de manga longa, luvas, máscara, gorro e propé quando necessário.




      	Coloque os equipamentos, os meios, a vidraria etc. no plano de atividade da área de trabalho.




      	Limpe todos os objetos antes de introduzi-los na cabine.




      	Organize os materiais de modo que itens limpos e contaminados não se misturem.




      	Minimize os movimentos dentro da cabine.




      	Coloque os recipientes para descarte de material no fundo ou nas laterais da área de trabalho (pode ser em câmaras laterais).




      	Cuide para nunca obstruir o fluxo de ar da cabine pelo mau posicionamento de objetos em seu interior.




      	Faça uso de um incinerador elétrico ou de um microqueimador automático. Quando utilizar o bico de Bunsen, tome cuidado com a altura da chama, pois ela pode queimar o filtro HEPA. Sempre que possível, use um pipetador automático. Se utilizar pipetadores de vidro, higienize-os em uma autoclave em embalagens individuais ou em tubos específicos para esse fim, deixando a ponta da pipeta para baixo.




      	Conduza as manipulações no centro da área de trabalho.



      1.2.3 Autoclaves




    




    

      	As autoclaves utilizam como método de esterilização o calor úmido sob pressão (vapor de água saturado). A esterilização se dá após pelo menos 20 min a 121 °C, pressão de 1 atmosfera (101 kPa, 151 lb/in acima da pressão atmosférica).




      	Prepare o material cobrindo as aberturas e as partes vulneráveis com folha de alumínio, no caso de vidrarias, ou empacote-o completamente em campo de algodão ou papel crepado, ou ainda envelopando-o em papel grau cirúrgico.




      	Sempre cole a fita indicativa de autoclavagem antes do processo de esterilização. Isso só não é necessário em caso de utilização do papel grau cirúrgico que vem com o indicador de esterilização na lateral.




      	Todos os frascos, vazios ou não, devem sempre estar com suas tampas semiabertas.




      	Não utilize autoclaves automáticas (que liberam a pressão interna abruptamente) para esterilização de líquidos e meios de cultura. Nesses casos, a autoclave deve diminuir a pressão interna pelo resfriamento gradual do sistema até a temperatura ambiente, para que então se proceda à abertura do equipamento e à retirada do material estéril. Se a pressão for liberada repentinamente, com o sistema aquecido, o líquido a ser esterilizado entrará em ebulição e poderá vazar dentro da autoclave, podendo causar danos ao equipamento.




      	Providencie com antecedência o material estéril a ser utilizado, identificando-o com nome e data de esterilização.




      	Sempre que utilizar a autoclave para descontaminação de material infectante, proceda à limpeza interna da mesma e à troca da água de seu interior. Preferencialmente, utilize a autoclave apenas para descontaminação de material.




      	Use água destilada nas autoclaves sempre que possível.




      	Periodicamente, realize um teste biológico de esterilização nas autoclaves. O Ministério da Saúde recomenda o uso dos indicadores biológicos, semanalmente, na instalação e na manutenção da autoclave e também em todas as cargas que contenham artigos implantáveis. Os indicadores biológicos para autoclaves consistem em esporos de Geobacillus stearothermophillus, geralmente autocontidos, e você deve seguir as indicações do fabricante do teste para assegurar a sua validade. Todos os resultados desses testes devem ser documentados e arquivados.



      1.2.4 Centrífugas




    




    

      	Sempre verifique se os tubos a serem centrifugados estão bem fechados.




      	Se houver uma tampa interna, verifique se a mesma se encontra bem encaixada e fechada.




      	No caso de centrífugas refrigeradas, após a sua utilização, desligue-a e aguarde o derretimento de possíveis cristais de gelo para proceder com a secagem da água que se formou, e só então feche a tampa. Nunca desligue o equipamento e feche-o se houver gelo ou água em seu interior. Isso pode ocasionar contaminação por microrganismos e deterioração das borrachas de vedação, entre outros problemas.




      	Tenha sempre muito cuidado ao utilizar ultracentrífugas. Elas podem atingir velocidades de centrifugação altíssimas e, se não forem bem utilizadas, podem provocar acidentes. 



      1.2.5 Materiais combustíveis e inflamáveis




    




    

      	Guarde todos os materiais combustíveis e inflamáveis apropriadamente.




      	Trabalhe sempre com uma ventilação adequada se uma atmosfera inflamável puder ser gerada; por exemplo, ao pipetar solventes inflamáveis.




      	Avise a todos os presentes no laboratório quando estiver realizando um procedimento que utilize líquidos ou gases combustíveis
ou inflamáveis.


    




    

      

        

      



      

        

          	

            Dica


          

        




        

          	

            

              	Ao trabalhar com materiais combustíveis ou inflamáveis, evite o uso do bico de Bunsen, de modo direto ou indireto, pela proximidade da chama e pelos materiais utilizados. Se precisar usar a chama, utilize-a apenas durante o tempo necessário e apague-a assim que terminar o trabalho. Não é recomendável proceder a uma destilação em pressão reduzida utilizando uma chama devido à possibilidade de ­superaquecimento


            


          

        




        

          	

            local. Antes de acender a chama, remova todos os materiais combustíveis e inflamáveis da área de trabalho. Evite também utilizar a chama próxima a equipamentos que possam gerar faíscas.


          

        


      

    




    1.2.6 Cabine química (capela)




    As capelas dos laboratórios servem para conter o trabalho com reações que utilizem ou produzam vapores tóxicos, irritantes ou inflamáveis, mantendo o laboratório livre de tais componentes. Com a janela corrediça abaixada, a capela fornece uma barreira física entre o executor da tarefa e a reação química. Todos os procedimentos envolvendo a liberação de materiais voláteis, tóxicos ou inflamáveis devem ser realizados em uma capela para eliminar os riscos.




    

      

        

      



      

        

          	

            Dica


          

        




        

          	

            

              	As capelas não são uma proteção contra explosões.


            


          

        


      

    




    Quando existe risco de explosão, outras medidas adicionais devem ser tomadas para proteção individual. Os equipamentos utilizados em capelas devem ser aparelhados com condensadores, traps de resfriamento ou sugadores para conter e coletar, na medida do possível, os solventes de descarte e os vapores tóxicos. A capela não é um meio de descarte de reagentes químicos.




    

      	As capelas devem ser verificadas antes de cada utilização (no mínimo uma vez por mês) para assegurar que a exaustão de gases funcione apropriadamente. Antes de sua utilização, assegure-se de que o fluxo de ar esteja adequado.




      	A janela corrediça deve permanecer fechada, exceto quando a capela estiver passando por reparos ou quando estiver sendo utilizada. Na eventualidade de estar aberta, a janela deve ficar elevada entre 30 a 45 cm.




      	Os aparelhos, equipamentos e reagentes devem ser colocados pelo menos a 15 cm de distância da janela da capela. Esse procedimento reduz a turbulência durante o manuseio e evita a perda de contaminantes para fora da capela, na área do laboratório.




      	As capelas não devem ser utilizadas como local de estoque de reagentes. Isso pode interferir no fluxo de ar em seu interior e provocar riscos adicionais às reações e aos processos efetuados no seu interior. Os frascos com reagentes químicos e os frascos para descarte de solventes devem estar presentes no interior da capela somente enquanto estiverem em uso, e devem ser estocados em lugares apropriados após o uso.




      	As capelas devem ser deixadas em funcionamento contínuo durante o manuseio de reagentes em seu interior.




      	O uso da capela é altamente recomendado ao se trabalhar com materiais e combustíveis inflamáveis, materiais oxidantes, materiais com efeitos tóxicos sérios e imediatos, materiais com outros efeitos tóxicos, materiais corrosivos e materiais que reagem perigosamente.



      1.2.7 Material criogênico e traps de resfriamento




    




    

      	Utilize luvas e máscaras apropriadas ao preparar ou manusear traps de resfriamento abaixo de – 70 °C ou líquidos criogênicos (por exemplo, nitrogênio líquido).




      	Nunca utilize nitrogênio líquido ou ar líquido no resfriamento de materiais inflamáveis ou combustíveis em contato com o ar. O oxigênio da atmosfera pode condensar e há risco de explosão.




      	Utilize sempre um frasco de Dewar específico para líquidos criogênicos, e não um frasco normal para vácuo.




      	Use luvas apropriadas ao manusear materiais criogênicos (por exemplo, gelo seco).




      	Sistemas de resfriamento contendo gelo seco/solvente devem ser preparados com cuidado pela adição lenta de pequenas quantidades de gelo seco ao solvente; isso evita que, ao borbulhar, o solvente seja derramado.




      	Nunca coloque a cabeça no interior de um recipiente contendo gelo seco, uma vez que um alto nível de CO2 pode se acumular dentro do recipiente e provocar asfixia.


    




    1.2.8 Aparelhos e equipamentos elétricos




    

      	Todos os equipamentos elétricos adquiridos ou aprovados devem ter certificado de qualidade.




      	Não utilize extensões para ligar aparelhos a instalações permanentes.




      	Utilize interruptores com circuito de fio terra quando existir o risco de o operador estar simultaneamente em contato com água e equipamentos elétricos.




      	Somente pessoal qualificado e treinado está autorizado a consertar ou modificar equipamentos elétricos ou eletrônicos.


    




    1.3 Limpeza de bancadas




    Independentemente do procedimento a ser realizado sobre a bancada, uma correta e eficiente limpeza dessa superfície é indispensável. Todo o ­procedimento pode ser comprometido se a bancada utilizada estiver contaminada. A limpeza deve ser feita com papel toalha, sem esfregar repetida ou circularmente e sempre utilizando luvas (como mostra a Figura 1.1). Utilize uma solução de hipoclorito de sódio (0,5%) seguido de etanol (70%).
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    Figura 1.1 Modo correto de limpeza de uma bancada.




    1.3.1 Diluições para soluções básicas de limpeza




    Em geral, os produtos utilizados na limpeza de bancadas e materiais precisam ser diluídos, pois sua composição pura torna-se desnecessária ou até mesmo prejudicial. Assim, é preciso diluir tais produtos a concentrações específicas.




    Usando a fórmula apresentada a seguir, inicia-se o processo de diluição. Com esta fórmula é possível identificar a quantidade (volume) do produto original necessária para se obter a concentração final desejada.




    V1 × C1 = V2 × C2




    em que




    V1 = volume do produto original;




    V2 = volume do produto diluído (varia de acordo com a necessidade do laboratório);




    C1 = concentração original do produto;




    C2 = concentração desejada/diluída.




    Após descobrir o volume do produto original necessário para a diluição, basta medi-lo utilizando uma proveta ou pipeta. Coloque o volume medido em uma proveta e complete com água destilada até chegar ao volume desejado (o mesmo utilizado no cálculo). Para finalizar, deposite a solução produzida em um recipiente devidamente identificado.




    Esse roteiro pode ser utilizado na produção de soluções de etanol, hipoclorito de sódio, detergentes, entre outros.




    Exemplo:




    Tendo à disposição 1l de hipoclorito de sódio a 99,8% (considera-se 100%) em estoque e desejando 500 mL de solução a 0,5%, utilize a fórmula da seguinte maneira:




    V1 × C1 = V2 × C2




    V1 × 100 = 500 × 0,5




    V1 = 2,5 mL 




    Serão necessários 2,5 mL de hipoclorito a 99,8% para produzir 500 mL de hipoclorito a 0,5%.




    Utilizando uma pipeta, separe 2,5 mL do hipoclorito a 99,8% e o deposite em uma proveta, completando o volume com água destilada até a marca de 500 mL.
Deposite a solução produzida em um recipiente devidamente identificado.




    1.4 Descarte de materiais




    O manuseio e o descarte de resíduos devem ser feitos de maneira a não colocar em risco a integridade dos trabalhos. Isso inclui coleta, armazenamento, locais de descarte e procedimentos de descontaminação e transporte.




    1.4.1 Procedimentos gerais de descarte




    Cada uma das categorias de resíduos orgânicos e inorgânicos relacionados deve ser separada e acondicionada de acordo com os procedimentos e as formas específicas e adequadas a cada uma. Na embalagem contendo esses resíduos deve ser afixada uma etiqueta autoadesiva preenchida a lápis e contendo as seguintes informações: laboratório de origem, conteúdo qualitativo, classificação quanto à natureza e advertências. Os resíduos armazenados para posterior recolhimento e descarte/incineração devem ser recolhidos separadamente em recipientes coletores impermeáveis, resistentes, com tampas rosqueadas para evitar derramamentos e evaporação de gases.




    1.4.1.1 Resíduos químicos




    São compostos por resíduos orgânicos ou inorgânicos tóxicos, corrosivos, inflamáveis, explosivos, teratogênicos etc. Para a realização dos procedimentos adequados de descarte, é importante a observância do grau de toxicidade e do procedimento de não mistura de resíduos de diferentes naturezas e ­composições. Os que não puderem ser recuperados devem ser armazenados em recipientes próprios para posterior descarte.




    No armazenamento de resíduos químicos devem ser considerados a compatibilidade dos produtos envolvidos, a natureza deles e o volume máximo a ser armazenado. Todas as embalagens devem ser rotuladas e indicar seu conteúdo qualitativo, a classificação quanto à sua natureza e advertências.




    1.4.1.2 Resíduos perfurocortantes




    São compostos por: agulhas, ampolas, pipetas, lâminas de bisturi, lâminas de barbear e qualquer vidraria quebrada ou que se quebre facilmente. Esses resíduos devem ser descartados em recipientes descartáveis de paredes rígidas, com tampa e resistentes à autoclavagem. Esses recipientes devem estar localizados tão próximo quanto possível da área de uso dos materiais. É importante salientar que não se deve quebrar, entortar ou tentar recapear agulhas.




    1.4.1.3 Material biológico




    As disposições inadequadas dos resíduos gerados em laboratório poderão constituir focos de doenças infectocontagiosas se não forem observados os procedimentos para seu tratamento. O material biológico deve ser descartado em lixeiras próprias, com sacos plásticos do tipo 1, de capacidade máxima de 100 L, como indica a NBR 9190 da ABNT. Após o descarte, os sacos devem ser totalmente fechados de forma a não permitir o derramamento de seu conteú­do, mesmo se virados para baixo. Uma vez fechados, precisam ser mantidos íntegros até o processamento de resíduo ou a chegada ao seu destino final. Os sacos plásticos deverão ser identificados com nome do laboratório de origem, sala, técnico responsável e data do descarte.




    Havendo derramamento do conteúdo, cubra o material derramado com uma solução desinfetante (hipoclorito de sódio a 10.000 ppm), recolhendo-o em seguida e procedendo à lavagem do local.




    

      	Sempre use os equipamentos de proteção necessários. Todos os utensílios que entrarem em contato direto com o material deverão passar por uma desinfecção posterior.




      	O material biológico deve ser descontaminado em autoclave
(121 °C/125 F)­ e pressão de 1 atmosfera (101 kPa, 151 lb/in acima da pressão atmosférica) durante pelo menos 20 min, ou encaminhado para incineração. Lembre-se de que sempre que a autoclave for utilizada na descontaminação de resíduos você deverá limpá-la por dentro e trocar a água de seu interior.
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    Capítulo 2




    Biossegurança




    Sabrina Dick




    Biossegurança é o conjunto de procedimentos, ações, técnicas, metodologias, equipamentos e dispositivos capazes de eliminar ou minimizar riscos inerentes às atividades de pesquisa, produção, ensino, desenvolvimento tecnológico e prestação de serviços que podem comprometer a saúde do homem, dos animais, do ambiente ou a qualidade dos trabalhos desenvolvidos.




    Todo laboratório deve desenvolver seu manual de biossegurança de acordo com os riscos potenciais do local de trabalho e seus arredores, como corredores e salas de uso comum.




    A seguir, alguns conceitos importantes para entender os riscos a que se pode estar submetido.




    

      	
Risco ocupacional: riscos para a saúde ou para a vida dos trabalhadores decorrentes de suas atividades laborais.




      	
Classe de risco: grau de risco associado ao material manipulado.




      	
Análise de risco: processo de levantamento, avaliação e comunicação de riscos considerando o ambiente e os processos de trabalho a fim de implementar ações destinadas à prevenção, ao controle, à redução ou à eliminação deles.


    




    2.1 Riscos de acidentes




    Considera-se risco de acidente qualquer fator que coloque o trabalhador em situação de perigo e possa afetar sua integridade e seu bem-estar físico e moral. Os riscos de acidentes são ainda classificados por tipo, de acordo com a Portaria n. 3.214 (BRASIL, 1978).




    Exemplos de riscos de acidente: arranjo físico inadequado, máquinas e equipamentos não compatíveis com a tarefa a ser realizada, iluminação inadequada, descuidos com eletricidade, probabilidade de incêndio ou explosão, armazenamento inapropriado, animais peçonhentos, entre outras situações de risco que poderão contribuir para um acidente.




    2.2 Riscos ergonômicos




    Considera-se risco ergonômico qualquer fator que possa interferir nas características psicofisiológicas do trabalhador causando desconforto ou afetando sua saúde.




    Exemplos de riscos ergonômicos: esforço físico intenso, levantamento e transporte manual de peso, controle rígido de produtividade, ritmo excessivo de trabalho, monotonia, repetitividade, responsabilidade excessiva, postura inadequada de trabalho, jornada de trabalho excessiva e prolongada, entre outras situações de estresse físico ou psíquico.




    2.3 Riscos físicos




    Consideram-se agentes de riscos físicos as diversas formas de energia a que possam estar expostos os trabalhadores, tais como ruídos, vibrações, radiações não ionizantes, radiações ionizantes, ultrassom, materiais cortantes e pontiagudos, temperaturas extremas, umidade, pressões anormais.




    2.4 Riscos químicos




    Consideram-se agentes de riscos químicos as substâncias compostas ou os produtos que possam penetrar no organismo por via respiratória em forma de poeiras, fumos, névoas, neblinas, gases ou vapores, ou que possam ter contato ou ser absorvidos pelo organismo por meio da pele ou por ingestão.




    2.5 Riscos biológicos




    Consideram-se agentes de riscos biológicos bactérias, fungos, parasitas, vírus, sangue e outros fluidos corporais.




    Os agentes de riscos biológicos podem ser distribuídos em quatro classes, por ordem crescente de risco, de acordo com os seguintes critérios:




    

      	Patogenicidade para o homem.




      	Virulência.




      	Modos de transmissão.




      	Disponibilidade de medidas profiláticas eficazes.




      	Disponibilidade de tratamentos eficazes.




      	Endemicidade.


    




    

      	
Classe de risco I: escasso risco individual e comunitário. O microrganismo tem pouca probabilidade de provocar enfermidades humanas ou enfermidades de importância veterinária. Ex: Bacillus subtilis.




      	
Classe de risco II: risco individual moderado; risco comunitário limitado. A exposição ao agente patogênico pode provocar infecção; porém, dispõe-se de medidas eficazes de tratamento e prevenção, sendo o risco de propagação limitado. Ex: Schistosoma mansoni.




      	
Classe de risco III: risco individual elevado; baixo risco comunitário. O agente patogênico pode provocar enfermidades humanas graves, podendo propagar-se de uma pessoa infectada para outra; entretanto, possui profilaxia e/ou tratamento. Ex: Mycobacterium tuberculosis.




      	
Classe de risco IV: elevado risco individual e comunitário. Os agentes patogênicos representam uma grande ameaça para pessoas e animais, com fácil propagação de um indivíduo a outro, direta ou indiretamente, não possuindo profilaxia nem tratamento. Ex: Vírus ebola.



      2.5.1 Níveis de contenção física para riscos biológicos




    




    Para a manipulação de microrganismos pertencentes a cada uma das quatro classes de risco devem ser atendidos alguns requisitos de segurança, conforme o nível de contenção necessário.




    

      	O nível 1 de contenção se aplica aos laboratórios de ensino básico, nos quais são manipulados os microrganismos pertencentes à classe de risco I. Não é requerida nenhuma característica de desenho, mas, sim, um planejamento de espaço bom e funcional, bem como a adoção de boas práticas laboratoriais.




      	O nível 2 de contenção é destinado ao trabalho com microrganismos da classe de risco II e se aplica aos laboratórios clínicos ou hospitalares de níveis primários de diagnóstico, sendo necessário, além da adoção das boas práticas, o uso de barreiras físicas primárias (cabine de segurança biológica e equipamentos de proteção individual) e secundárias (desenho e organização do laboratório).




      	O nível 3 de contenção é destinado ao trabalho com microrganismos da classe de risco III ou à manipulação de grandes volumes e altas concentrações de microrganismos da classe de risco II. Para esse nível de contenção são requeridos, além dos itens referidos no nível 2, desenho e construção laboratoriais especiais. Devem ser mantidos controles rígidos quanto a operação, inspeção e manutenção das instalações e equipamentos. O pessoal técnico deve receber treinamento específico sobre procedimentos de segurança para a manipulação desses microrganismos.




      	O nível 4 ou de contenção máxima destina-se à manipulação de microrganismos da classe de risco IV, sendo o laboratório com maior nível de contenção, e representa uma unidade geográfica funcionalmente independente de outras áreas. Esses laboratórios requerem, além dos requisitos físicos e operacionais dos níveis de contenção 1, 2 e 3, barreiras de contenção (instalações, desenho, equipamentos de proteção) e procedimentos especiais de segurança.


    




    2.6 Montando o manual de biossegurança
do laboratório




    Algumas ideias que devem compor o manual de biossegurança:




    2.6.1 Noções básicas de segurança do pessoal
da unidade de operação




    

      	Utilize calçados fechados e calça comprida.




      	Mantenha cabelos longos sempre presos.




      	Não use relógios, pulseiras, anéis ou quaisquer ornamentos ou maquiagem durante o trabalho no laboratório.




      	Mantenha suas unhas curtas.




      	Identifique causas de risco potenciais e as precauções de segurança apropriadas antes de começar a utilizar novos equipamentos ou implantar novas técnicas no laboratório. Confirme se existem condições e equipamentos de segurança suficientes para a implantação do novo procedimento.




      	Tome conhecimento da localização do quadro de eletricidade.




      	Aprenda a utilizar o extintor antes que um incêndio aconteça.




      	Toda sala ou laboratório deverá ter um responsável, cujo telefone deverá ser fixado na parte externa da sala, de preferência junto à porta.




      	Assegure-se de que o responsável pelo laboratório seja informado de qualquer condição de falta de segurança ou acidente, por mais insignificante que possa lhe parecer.




      	É expressamente proibido fumar dentro do laboratório. A proximidade com materiais tóxicos, biológicos e inflamáveis faz com que se corra o risco de começar um incêndio ou ingerir reagentes acidentalmente.




      	Conheça a localização e o uso correto dos equipamentos de segurança disponíveis.




      	Todos os laboratórios devem estar providos de material de combate e prevenção de incêndio, tais como: caixas de areia, extintores de incêndio dos tipos CO2 e pó químico, que deverão ficar em locais de livre acesso. Normalmente estão presentes nos corredores e em mais de um ponto.




      	Faça a assepsia correta das mãos antes e após usar as luvas de procedimentos. Lave as mãos ao final dos procedimentos de laboratório e remova todo o equipamento de proteção, incluindo luvas e aventais, antes de deixar o local.




      	Use os equipamentos de proteção individual (EPI) de acordo com a necessidade. Todos os aparelhos telefônicos do laboratório deverão ter em sua lateral os números de emergência bem destacados.



      2.6.2 Saúde e higiene




    




    

      	Nunca consuma alimentos, bebidas e gomas de mascar no laboratório. Esses devem ser consumidos nas áreas designadas para essa finalidade. A separação de alimentos e bebidas dos locais contendo materiais tóxicos, de risco ou potencialmente contaminados pode minimizar os riscos de ingestão acidental desses materiais.




      	Não trabalhe com lentes de contato, pois elas podem absorver produtos químicos e causar lesões nos olhos. A colocação ou a retirada de lentes de contato, a aplicação de cosméticos ou a escovação dos dentes em laboratório podem transferir materiais de risco para os olhos ou para a boca. Esses procedimentos devem ser realizados fora do laboratório e com as mãos limpas.




      	Não leve as mãos à boca, aos olhos ou ao nariz quando estiver manuseando produtos químicos.




      	Não coloque quaisquer objetos ou materiais utilizados no laboratório na boca, como canetas, etiquetas, papéis, óculos etc.




      	Não guarde alimentos e utensílios utilizados para a alimentação nos laboratórios onde se manuseiam materiais tóxicos e perigosos.




      	Não utilize os fornos de micro-ondas ou as estufas dos laboratórios para aquecer alimentos.




      	Não pipete ou sugue diretamente com a boca nenhum tipo de material. O uso de pipetador é obrigatório.




      	Nunca permaneça com as luvas usadas em um experimento fora da área de trabalho, e não se esqueça de retirá-las ao abrir portas ou atender o telefone.



      2.6.3 Cuidados gerais




    




    

      	Tenha cuidado ao levantar e transportar pesos, evitando assim sofrer lesões osteomusculares.




      	Utilize uma escada para acessar prateleiras mais altas.




      	Coloque os objetos mais pesados em prateleiras mais baixas.




      	Não sobrecarregue fichários e não deixe gavetas abertas em área de circulação.




      	Não trabalhe sozinho no laboratório.



      2.6.4 Higienização das mãos




    




    Pode parecer estranho, mas as mãos são a maior fonte de contaminação, tanto do laboratorista quanto do experimento; portanto, esse é um cuidado importante a se ter em um laboratório (Figura 2.1).




    Lave as mãos:




    

      	Ao iniciar o turno de trabalho.




      	Sempre antes e depois de ir ao banheiro.




      	Antes e após o uso de luvas.




      	Antes de beber e comer.




      	Após a manipulação de materiais biológico e químico.




      	Ao final das atividades, antes de deixar o laboratório.


    




    Regras básicas:




    

      	Antes de lavar as mãos, retire anéis e pulseiras.




      	Quando tiver lesões nas mãos e nos antebraços, proteja-as com pequenos curativos antes de calçar as luvas.
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    Figura 2.1 Sequência de lavagem das mãos.




    2.6.5 Equipamentos e procedimentos de emergência




    Os equipamentos comuns de segurança e emergência incluem extintores, kits de primeiros socorros, estações de lavagem de olhos e chuveiros de emer­gência, kits para derramamento de determinados reagentes e saídas de emergência. É necessário que os usuários saibam onde esses equipamentos estão e como manejá-los com segurança, e que aprendam o que fazer em uma emergência, familiarizando-se com esses procedimentos. Em caso de acidente, mantenha a calma, desligue os aparelhos próximos, inicie o combate ao fogo, isole os inflamáveis e chame os bombeiros.




    2.6.6 Acidente com produtos químicos




    

      	Um lava-olhos e um chuveiro de emergência devem estar a menos de 25 m do pessoal de laboratório, e deve haver apenas uma porta entre eles. Eles devem estar em localização acessível a todo o momento em laboratórios em que reagentes perigosos para a pele e para os olhos são usados.




      	Todos os equipamentos de emergência devem ser checados periodicamente. Os lava-olhos e os chuveiros devem ser testados mensalmente. Os extintores de incêndio devem ser inspecionados a cada seis meses. Um registro das inspeções deve ser colocado em uma etiqueta afixada ao equipamento.




      	Em caso de acidente por contato ou ingestão de produtos químicos, procure um médico, indicando o produto utilizado.




      	Se um produto químico atingir seus olhos por acidente, abra bem as pálpebras e lave-os com bastante água. Se atingir outras partes do corpo, retire a roupa impregnada e lave a pele com água abundante.



      2.6.7 Acidente com material biológico




    




    

      	Lave a área afetada com água corrente em abundância.




      	Passe álcool iodado na área afetada (com exceção dos olhos, que devem ser lavados exaustivamente com água destilada).




      	Em caso de ferida, lave-a com água corrente e comprimida, de forma a provocar sangramento (cuide para que esse procedimento não aumente as dimensões da ferida).




      	Descontamine todo o material contaminado biologicamente por autoclavagem ou por desinfecção química, seguindo as recomendações para descarte de cada material.


    




    

      

        

      



      

        

          	

            Dicas


          

        




        

          	

            

              	Todos os acidentes devem ser comunicados imediatamente ao responsável pelo setor e à direção do instituto para discussão das medidas a serem adotadas.




              	Não entre em locais de acidentes sem uma máscara contra gases.


            


          

        


      

    




    2.6.8 Acidente com incêndio




    Se um pequeno incêndio começar no laboratório e estiver restrito a um béquer, um frasco ou outro recipiente pequeno, tente dominá-lo com o extintor apropriado ou abafá-lo com uma rolha ou um vidro de relógio a fim de impedir entrada de ar.




    Se o incêndio não estiver limitado a uma pequena área, se houver envolvimento de materiais voláteis ou tóxicos ou se as tentativas de conter um pequeno incêndio forem inúteis, tome as seguintes providências:




    

      	Se possível, feche todas as portas que possibilitem isolar o foco de incêndio do restante das instalações.




      	Informe todo o pessoal nas áreas vizinhas da existência do foco de incêndio e evacue as instalações utilizando as escadas e as saídas de emergência. Não utilize os elevadores.




      	Entre em contato com os bombeiros e explique a natureza do fogo, identificando todos os possíveis produtos de risco como fumaças tóxicas, materiais potencialmente explosivos, meios de combater o fogo etc.




      	Preencha um relatório de acidentes/incidentes.


    




    

      

        

      



      

        

          	

            Dica


          

        




        

          	

            

              	Em qualquer situação de fogo, mantenha a calma e avise a todos que há foco de incêndio para que saiam do ambiente. Verifique os tipos de extintor disponíveis na área. Caso seja possível, tente controlar o fogo. Se não for possível, ligue para o corpo de bombeiros.


            


          

        


      

    




    Os incêndios são classificados em quatro classes, de acordo com o material que o inflama:




    Classe A – combustíveis comuns como madeira, papel, tecidos, plásticos etc.




    Classe B – líquidos combustíveis e inflamáveis.




    Classe C – fogo em equipamentos elétricos.




    Classe D – metais combustíveis.




    Cada tipo de material combustível possui uma classe de extintor de incêndio mais adequada para apagá-lo.




    

      	Os extintores de pó seco, tipo ABC, são utilizados em incêndios das classes A, B e C.




      	Os extintores de água pressurizada devem ser utilizados somente em incêndios da classe A. Não use esse tipo de extintor em materiais carregados eletricamente, pois isso poderá resultar em choque elétrico. Se utilizado sobre líquido inflamável ele pode causar o espalhamento do fogo.




      	Nenhum desses extintores deve ser utilizado em incêndios provocados por metais combustíveis. Deve-se utilizar o extintor do tipo “químico seco” com pó químico especial para cada material.


    




    2.7 Mapa de risco




    O mapa de risco é uma representação gráfica de um conjunto de fatores presentes nos locais de trabalho (formulado a partir da planta baixa da empresa, podendo ser completo ou setorial) capazes de acarretar prejuízos à saúde dos trabalhadores, como acidentes de trabalho e doenças. Tais fatores têm origem nos diversos elementos do processo de trabalho (materiais, equipamentos, instalações, suprimentos e espaços de trabalho) e na forma de organização do trabalho (arranjo físico, ritmo, método, postura, jornada, turnos, treinamento etc.).




    O mapa de risco tem por objetivos:




    

      	Conscientizar e informar os trabalhadores, por meio da fácil visualização, sobre os riscos existentes no local de trabalho.




      	Reunir as informações necessárias para estabelecer o diagnóstico da situação de segurança e saúde no trabalho.




      	Possibilitar, durante a sua elaboração, a troca e a divulgação de informações entre os trabalhadores, bem como estimular sua participação nas atividades de prevenção.


    




    O mapa de riscos (Figura 2.2) é composto de círculos de três tamanhos e cinco cores que identificam os locais e os fatores de riscos associados a situações de risco em função da presença de agentes físicos, químicos, biológicos, ergonômicos e de acidentes. Os tamanhos dos círculos representam a gravidade do risco, e a cor, o tipo de risco. Um círculo pode ser dividido e apresentar mais de uma cor ao mesmo tempo indicando diferentes riscos de mesmo grau em um determinado ambiente. Os círculos são sempre desenhados proporcionalmente, sendo o maior duas vezes o médio que, por consequência, é duas vezes maior que o menor.




    [image: ]




    Figura 2.2 Modelo de mapa de riscos.




    2.8 Métodos de controle de agentes de riscos




    Os principais elementos para contenção de agentes de risco são:




    

      	Boas Práticas de Laboratório (BPL).




      	Observância de práticas e técnicas padronizadas por Procedimentos Operacionais Padrão (POP).




      	Conhecimento prévio dos riscos.




      	Treinamento de segurança apropriado.




      	Manual de biossegurança (identificação dos riscos, especificação das práticas, procedimentos para eliminação de riscos).




      	Barreiras.




      	Equipamento de proteção individual (EPI).




      	Equipamentos de proteção coletiva (EPC).




      	Procedimentos para descarte dos resíduos gerados em laboratório.


    




    Assim, preconiza-se que o melhor é prevenir os riscos de acidentes inerentes a toda atividade de laboratório colocando em prática os pontos expostos neste capítulo.
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    Capítulo 3




    Procedimento Operacional
Padrão (POP)




    Karina Teixeira Pinheiro, Fernanda Matias




    O Procedimento Operacional Padrão (POP) é o documento base que deve ser utilizado em trabalhos repetitivos a serem executados na busca de uma meta padrão. Dessa forma, o documento deve conter as instruções sequenciais da operação e a frequência de execução, especificando o responsável pela execução. Também deve listar equipamentos, peças e materiais utilizados na tarefa, e conter a descrição dos procedimentos, assim como o roteiro de inspeção periódica dos equipamentos. Os POP devem ser aprovados, assinados, datados e revisados anualmente ou conforme a necessidade.




    O objetivo de um POP é padronizar e minimizar a ocorrência de desvios na execução de tarefas fundamentais para o funcionamento correto do processo. Um POP coerente assegura aos usuários que as ações tomadas para garantir a qualidade do laboratório sejam as mesmas de um turno para outro, ou de um dia para outro. Isso faz com que haja uma maior previsibilidade de resultados, minimizando as variações causadas por imperícia e adaptações aleatórias, mesmo quando o responsável pelo laboratório não se encontra disponível para acompanhar o procedimento.




    3.1 Como fazer um POP




    Por mais cansativo que seja transcrever as tarefas rotineiras que cumprimos automaticamente, você deve passá-las para o papel para que todos sigam aqueles passos, padronizando todas as atividades do laboratório. Para que isso funcione, tome alguns cuidados:




    

      	Nunca copie procedimentos de livros ou de outras organizações, pois o seu laboratório possui particularidades e isso é facilmente percebido pelo responsável do laboratório.




      	A pessoa que executa a tarefa é quem deve colaborar com o desenvolvimento do procedimento; ele é o dono do processo.




      	O funcionário deve ser treinado, habilitado e qualificado para a execução da tarefa. Assim, escreva o que se faz e cumpra o que está escrito.




      	Faça constantes análises críticas (pelo menos duas vezes por ano) sobre a aplicabilidade dos procedimentos e verifique se os mesmos ainda estão sendo seguidos.




      	A linguagem utilizada no POP deverá estar de acordo com o grau de instrução das pessoas envolvidas nas tarefas; por isso dê preferência a uma linguagem simples e objetiva.




      	O conteúdo do POP, assim como a sua aplicação, deverá ser completamente compreendido e assimilado pelos usuários do laboratório, pois, direta ou indiretamente, eles serão os responsáveis pela qualidade final daquele procedimento. A ingerência de supervisores, coordenadores e diretores nesse quesito é uma das causas da ineficiência na implantação de um sistema de qualidade. Por isso, eles devem ser os responsáveis pela revisão e pela aprovação do POP.


    




    3.2 Principais passos para se elaborar um POP




    

      	Nome do POP 



      

        	Rotina para limpeza, desinfecção e esterilização de materiais; rotina para limpeza e desinfecção de superfícies; protocolos mais utilizados; meios de cultivo mais utilizados.


      




    




    

      	Objetivo do POP 



      

        	Qual a sua importância? Por que ele foi escrito?


      




    




    

      	Documentos de referência



      

        	Quais documentos poderão ser usados ou consultados quando alguém for usar ou seguir o POP? Podem ser manuais, outros POP, códigos, dissertações, teses, livros.


      




    




    

      	Local de aplicação 



      

        	Onde o POP pode ser aplicado? Por exemplo, em um determinado modelo de autoclave, na sala de limpeza (se for um POP de rotina para limpeza, desinfecção e esterilização de materiais).


      




    




    

      	Siglas 



      

        	Caso siglas sejam usadas no POP, explique seus significados antes do início do texto.


      




    




    

      	Descrição das etapas da tarefa.




      	Se existir um fluxograma relativo à tarefa ele pode ser agregado nessa etapa.




      	Informe o local em que se guarda o documento, assim como o responsável pela manutenção e atualização deste.




      	Informe a frequência de atualização 



      

        	De 12 em 12 meses, de 6 em 6 meses, a cada dois anos.


      




    




    

      	Informe em quais meios ele será guardado



      

        	Eletrônico, papel, mais de uma forma. Em que pasta?


      




    




    

      	Gestor do POP 



      

        	Quem o elaborou?


      




    




    

      	Nome do responsável pelo POP


    




    3.3 Exemplo de POP




    

      

        



        



        

      



      

        

          	

            Procedimento Operacional Padrão:




            Limpeza e esterilização de materiais


          

        




        

          	

            Elaboração 01/2014




            Karina P. Teixeira




            Aluna IC


          



          	

            Projeto


          



          	

            Aprovação


          

        


      

    




    3.3.1 Considerações gerais




    3.3.1.1 Desinfecção




    É um processo físico ou químico que destrói ou inativa a maioria dos microrganismos patogênicos de objetos inanimados e superfícies, com exceção de esporos bacterianos.




    CLASSIFICAÇÃO DA DESINFECÇÃO




    

      	Nível baixo: destrói microrganismos na forma vegetativa, alguns vírus e fungos; não elimina o bacilo da tuberculose nem os microrganismos esporulados.




      	Nível médio ou nível intermediário: destrói microrganismos na forma vegetativa, com exceção dos microrganismos esporulados; inativa o bacilo da tuberculose e da maioria dos vírus e fungos.




      	Nível alto: destrói microrganismos na forma vegetativa e alguns esporulados; destrói ainda o bacilo da tuberculose, vírus e fungos. Faz-se necessário o enxágue do material com água estéril e a manipulação com técnica asséptica. Havendo dificuldade com enxágue com água estéril, é recomendado o uso de filtro de 0,2 µm e imersão com álcool a 70% após o enxágue.



      3.3.1.2 Esterilização




    




    É um processo físico ou químico que destrói todas as formas de vida microbiana, ou seja, de bactérias nas formas vegetativas e esporuladas, fungos e vírus.




    3.3.1.3 Limpeza




    É um processo sistemático e contínuo para a manutenção do asseio ou, quando necessário, para a retirada de sujidade de uma superfície. Nesse processo, a orientação é que se utilize água com detergente ou produtos enzimáticos. É o processo que precede as ações de desinfecção e/ou esterilização. Poderá ser feita pelos métodos manual ou mecânico.




    TIPOS DE LIMPEZA




    

      	Manual: é realizada manualmente por meio de ação física, sendo utilizados água, sabão/detergente, escovas, panos, entre outros.




      	Automática: é realizada por máquinas automatizadas específicas para limpeza. A remoção da sujeira ou da matéria orgânica ocorre pela ação combinada de energias mecânica (vibração sonora), térmica (temperatura entre 50 °C e 55 °C) e química (detergentes). A utilização de máquinas automatizadas para limpeza de artigos não dispensa a revisão manual dos mesmos, pois o critério visual pode detectar possíveis falhas na limpeza de equipamentos.



      3.3.1.4 Saneante




    




    É uma substância ou preparação destinada a higienização, desinfecção, esterilização ou desinfestação domiciliar, em ambientes coletivos, públicos e privados, em lugares de uso comum e no tratamento da água.




    3.3.2 Equipamentos e produtos




    3.3.2.1 Equipamentos




    AUTOCLAVE (Cristófoli Vitale 12)




    É um equipamento que promove a esterilização de meios de cultura, soluções e materiais de laboratório de microbiologia, bem como sua descontaminação por meio de calor úmido sob pressão (vapor de água saturado).




    IDENTIFICAÇÃO DOS COMPONENTES DA AUTOCLAVE




    

      	Painel: está localizado na parte frontal da autoclave; fabricado em plástico ABS injetado, é nele que se encontra o teclado de controle da autoclave.



      

        [image: ]

      






      	Tampa: encontra-se atrás do painel; produzida em aço inox, é responsável por fechar a câmara da autoclave.




      	Teclado de controle: localizado sobre o painel, contém as teclas de controle e os LEDs indicativos da autoclave.




      	Manômetro: nele são visualizadas as informações relativas à pressão e à temperatura da autoclave. Localiza-se na parte direita do teclado de controle.
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