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SERIE LIVRO-TEXTO

A Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), pautada pelos prin-
cipios da democracia, da transparéncia, da qualidade e do compro-
misso social, assume a Educa¢do Superior como um bem publico
e um direito de todas e todos. Nesse sentido, estimula a melhoria
das condic¢bes do trabalho docente, a inser¢cdo de metodologias de
ensino inovadoras e a articulagdo dos conhecimentos teéricos e pra-
ticos nas diferentes areas do saber como instrumentos de promo-
¢do de uma formacao cientifica, humanistica e artistica que prepare
nossos estudantes para a intervenc¢do na realidade, segundo o com-
promisso com o desenvolvimento integral e sustentavel, a equidade
e a justica social. Assim, a UFPE, por intermédio da Pré-Reitoria de
Graduacdo e da Editora UFPE, oferta a comunidade académica e a
sociedade mais uma selecdo da Série Livro-Texto, com o objetivo de
contribuir para a formacgao da biblioteca basica do estudante de gra-
duacdo e para a divulga¢do do conhecimento produzido pelos docen-
tes desta Universidade. Os 34 livros selecionados para esta cole-
¢do, que contemplam diferentes areas do saber, foram aprovados
segundo as condicdes estabelecidas no Edital 14/2021 (Edital simplifi-
cado de incentivo a produgdo e publicagao de livros digitais Prograd/
Editora UFPE) e representam o esforco de discentes (de graduacao
e pos-graduagdo) e servidores (docentes e técnicos) e da gestao da
Universidade em prol da producdo, sistematiza¢do e divulga¢do do
conhecimento, um de seus principais objetivos.
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PREFACIO

O presente guia tem por objetivo fornecer informac¢des e medidas
unificadas sobre as boas praticas laboratoriais para a realizacdo
dos testes de diagndéstico para pacientes com suspeita da Doenca
do Coronavirus de 2019 (COVID-19), de acordo com as normas de
biosseguranca preconizadas pela Organizacdo Mundial de Saude,
Ministério da Saude e Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.
Ademais, contém procedimentos operacionais padrao voltados para
o diagnostico da COVID-19 utilizando a técnica de PCR em tempo real
(RT-gPCR) e foi organizado em 10 capitulos.

Este guia contempla as regras de biosseguranca ja estabelecidas
em manuais, resolucdes, normas e instru¢cdes normativas.

Este material pode ndo cobrir todos os aspectos relacionados a
seguranga. Caso uma pratica perigosa nao seja mencionada, a omis-
sdo ndo pode ser usada como justificativa para isentar de responsa-
bilidade os individuos que a executam.

Qualquer duvida referente ao conteldo deste guia pode ser
esclarecida junto a Equipe Técnica e Gestora do Nucleo de Pesquisa
em Inovagao Terapéutica - Suely Galdino, da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE).
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1 ORIENTACOES SOBRE EQUIPAMENTOS DE
PROTECAO INDIVIDUAL

Com a crise sanitaria provocada pelo novo coronavirus SARS-COV-2,
muitos ambientes de pesquisa precisaram passar por reformas para
acompanhar a evolu¢do da pandemia da COVID-19. A alta demanda
por testes diagnosticos levou entdo a uma intensa adequacdo de
normas de biosseguranca por parte dos laboratérios (MARTINELLO,
2020).

Na atual situacdo da pandemia, as boas praticas de biossegu-
ranca tém sido uma ferramenta de grande relevancia e ampla-
mente destacada para a prevencdo da contaminacdo pelos agentes
infecciosos (GARDEZI; IKRAM, 2020). De acordo com o Ministério da
Saude, Biosseguranca é uma ciéncia direcionada a prevengdo, con-
trole, reducdo ou eliminagdo de riscos de dano ou acidente relacio-
nados as praticas em laboratério para protecdo da salide humana,
animal, do meio ambiente e da qualidade dos trabalhos desenvolvi-
dos (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

As boas praticas de biosseguranca no laboratério sdo baseadas
na execug¢do do conhecimento, nas técnicas e na qualidade dos equi-
pamentos para atenuar riscos e promover um ambiente de traba-
Iho seguro (GARDEZI; IKRAM, 2020). As medidas de biosseguranca
sdo adotadas de acordo com a avaliagao desses riscos, realizada por
cada laboratério. Essa avaliacdo baseia-se em uma analise critica de



todos os procedimentos do laboratério, como coleta e recebimento
das amostras, testes de rotina e moleculares, descarte de amostras,
entre outros, e na relagdo de todos os perigos atrelados a esses pro-
cedimentos (LIPPI et al., 2020).

E necessario perceber que os perigos, isoladamente, ndo signi-
ficam risco ao individuo, pois sé ha risco quando ocorre a exposi-
¢do. Por isso, os equipamentos e procedimentos aplicados devem
ser observados na andlise dos riscos, os quais podem aumentar ou
diminuir a possibilidade de contaminacdo (GARDEZI; IKRAM, 2020;
MOURYA et al., 2020; TAN et al., 2020)

As principais formas de controle de risco no caso da COVID-19
sdo: utilizacdo de Equipamentos de Protecdo Individual (EPIs), medi-
das administrativas, como normas e sinaliza¢8es de seguranca, solu-
¢des de engenharia, especificamente isolar a equipe do perigo, subs-
tituir e eliminar o perigo. Essas duas Ultimas ndo sdo viaveis, visto
que, o “perigo” é o coronavirus (CDC, 2020).

O EPI é todo equipamento de uso individual empregado pelo tra-
balhador determinado a seguranca do trabalho e seu uso é uma das
principais formas de controle de risco de contaminagao no laboraté-
rio (MARTINELLO, 2020). E importante enfatizar que esse dispositivo
s6 é considerado EPI ap6s a emissdo de um Certificado de Aprovacao
pelo érgdo nacional competente, para que o fabricante seja respon-
sabilizado legalmente, caso o dispositivo venha a exibir algum defeito
(MINISTERIO DO TRABALHO E EMPREGO, 2020).

Embora os EPIs sejam classificados como um método de cui-
dados primarios, ndo devem ser tomados como uma Unica forma
para a preven¢do da contaminagdo pelo coronavirus (SARSCoV-2)
(MARTINELLO, 2020). De acordo com relatos na literatura, o manu-
seio adequado, treinamento para colocagdo e retirada, pratica de
higiene das maos e comportamento humano contribuem para
um bom funcionamento dos EPIs, caso contrario, pode aumentar
um risco de contamina¢do mais do que o proprio agente biolégico
(GARDEZI; IKRAM, 2020; MOURYA et al., 2020).

Em situacdo da pandemia, o uso adequado de EPIs, a disposicao
dos trabalhadores, lavagem das maos e o distanciamento social ao
longo do periodo de trabalho ajudam a mitigar a transmissdo dos
agentes bioldgicos (LIPPI et al., 2020; MOURYA et al., 2020).

Dentre as normas de biosseguranca, o método de distanciamento
social em laboratério pode ajudar a diminuir a contaminag¢do pelo
coronavirus entre os trabalhadores. Esse método pode ser alcan-
cado separando os profissionais em dois ou mais grupos, além de



implementar um sistema de escala de 12 e 36 horas de folga, com o
objetivo de impedir o contato entre as equipes (MARTINELLO, 2020).

Ademais, é necessaria uma orientacao técnica sobre a testagem
para o diagnéstico da COVID-19 e realizar testes semanais em todos
os profissionais de salide e colaboradores com o objetivo de evitar a
disseminacgdo do virus entre os trabalhadores.

O uso de EPIs em diferentes etapas do diagndstico da COVID-19
é de grande relevancia para impedir a contaminacdo, por exemplo,
na etapa do recebimento e processamento da amostra. Nesta se¢do
serdo abordados alguns desses dispositivos de EPIs, como 6culos de
protecdo, protetor facial, gorro ou touca, propés, luva de procedi-
mento, mascara N95/PFF2, avental, macacdo de isolamento, maca-
cdo de protecdao impermeavel, calcado fechado e calca longa.

EQUIPAMENTOS DE PROTECAO INDIVIDUAL (EPIS)

Sdo utilizados para proteger os profissionais da area de saude contra
o risco de contaminag¢do com agentes infecciosos, toxicos ou corrosi-
vos, calor excessivo, fogo e outros perigos. Também podem auxiliar
no impedimento da contaminag¢do do material em experimento ou
em producdo.

OCULOS DE PROTECAO

O uso de éculos de protecdo é preconizado para as atividades pro-
pagativas e ndo propagativas com amostras biolégicas (Figura 1A).

Objetivo: evitar a contaminagdo por goticulas respiratérias e
secre¢des e a disseminacdo de particulas virais. Os 6culos de pro-
tecdo ou de seguranga também proporcionam uma barreira fisica
contra respingos de agentes corrosivos, irritacdes e outras lesdes
oculares relacionadas a acdo de produtos quimicos, radia¢des e par-
ticulas solidas. Eles devem proporcionar visdo transparente e sem
distor¢oes.

Publico-alvo: esse dispositivo é destinado para os profissionais
da area de saude e profissionais de apoio (higiene, limpeza, manu-
tencao etc.).



Quando utilizar: esse dispositivo deve ser usado quando hou-
ver risco de exposicdo a respingos de sangue, secrec8es corporais e
excregoes.

Especificacdes: os 6culos de seguranga sdo especificos para
cobrir a frente e ao lado da face. Deve ser novo ou corretamente
higienizado.

Recomendacgdes importantes: os 6culos de prote¢do sdo exclu-
sivos para cada profissional; deve ser colocado sobre os olhos e ajus-
tados em seguida. Apds o uso, deve ser limpo e desinfetado com
alcool liquido a 70%, hipoclorito ou semelhantes; lave com agua e
sabdo/detergente, caso os 6culos de protecdo apresentem sujeira
visivel. Utilize os 6culos de prote¢do sobre os 6culos de grau, caso
necessite. Se as suas mdos se contaminarem durante a retirada
dos éculos de protecado, lave-as imediatamente ou use alcool 70%.
Remova os 6culos de protecdo da parte anterior da cabeca levan-
tando o lago ou a fita elastica em torno da cabeca.

PROTETOR FACIAL

O protetor facial € um dispositivo de biosseguranca também usado
em caso de atividades propagativas e ndo propagativas com mate-
riais biolégicos e entre outros materiais nocivos (Figura 1B).

Objetivo: esse dispositivo oferece prote¢do para todo o rosto
impedindo a contaminacgdo por goticulas respiratérias e secrecdes
e a disseminagdo de particulas virais. Também podem ser Uteis con-
tra riscos de contaminacdo com particulas sélidas, quentes ou frias,
substancias nocivas como poeiras, liquidos, vapores quimicos, além
de oferecer protecdo contra radiacdes.

Publico-alvo: esse dispositivo é destinado para os profissionais
da area de salde e profissionais de apoio (higiene, limpeza, manu-
tencao etc.).

Quando utilizar: a utilizacdo desse dispositivo é exigida quando
houver risco de exposi¢do a respingos de sangue, secre¢des corpo-
rais e excrecoes.

Especifica¢des: o protetor facial € um dispositivo especifico para
cobrir a frente e o lado do rosto. Deve possuir dimens&es minimas
de espessura 0,5 mm, largura 240 mm e altura 240mm e ser novo ou
corretamente higienizado.

Recomendac¢des importantes: o protetor facial deve ser



exclusivo de cada profissional; deve ser colocado sobre os olhos e
ajustados em seguida. Apds o uso, deve ser limpo e desinfetado com
alcool liquido a 70%, hipoclorito ou semelhantes; lave com agua e
sabdo/detergente, caso os 6culos de protecdo apresentem sujeira
visivel. Utilize o protetor facial sobre os 6culos de grau, caso neces-
site. Se as suas maos se contaminarem durante a retirada dos 6cu-
los de protecdo, lave-as imediatamente ou use alcool 70%. Remova o
protetor facial da parte anterior da cabeca levantando o lago ou a fita
elastica em torno da cabeca.

LUVA DE PROCEDIMENTO

Objetivo: a luva de procedimento é utilizada para as praticas labo-
ratoriais com o objetivo de evitar a contaminagdo por goticulas res-
piratérias e secrecdes e a disseminacdo de particulas virais. As luvas
também sdo Uteis em casos de atividades com risco quimico e fisico
como cortes, calor e radiag¢8es (Figura 1C).

Publico-alvo: o uso da luva de procedimento é destinado para
os profissionais da saude e profissionais de apoio (higiene, limpeza,
manutencdo etc.).

Quando utilizar: esse dispositivo de seguranca deve ser utilizado
durante qualquer contato com o paciente ou seu entorno.

Especifica¢des: luvas de procedimento sdo estéreis para proce-
dimentos assépticos e ndo estéreis para procedimentos ndo assép-
ticos. Devem ser de latex, vinil ou nitrilicas, proporcionar barreira
antimicrobiana e antiviral efetiva e permitir a execu¢do de atividades
com conforto.

Recomendacdes importantes: para o uso adequado desse dis-
positivo, as luvas devem ser puxadas até os punhos, de modo que
cubram os punhos do avental ou macacdo. Colocar as luvas antes da
entrada no quarto do paciente ou area em que o paciente estaisolado
e em salas de processamento de amostras biolégicas. Remova-as
ainda dentro do quarto ou area de isolamento e descarte como resi-
duo infectante. Ndo utilize duas luvas (uma por cima da outra) para
o atendimento dos pacientes, pois esta acdo ndo garante mais segu-
ranga a assisténcia. Jamais saia do quarto ou drea de isolamento com
as luvas e nunca toque superficies e materiais (ex: telefone, magane-
tas, portas) utilizando-as. Nunca reutilize as luvas e proceda a higiene
das mdos imediatamente ap6s a sua retirada. Para retirar as luvas:
usando a mao enluvada, pegue a luva da outra mao pela regido da

|12



palma e a retire; segure entdo a luva removida com a outra méao
enluvada, deslize os dedos na mdo sem luva por debaixo do punho
da mao enluvada e retire a segunda luva, de modo que a primeira
luva fique dentro da segunda luva (sequéncia ilustrada na Figura 2).
Descarte as luvas em saco de lixo infectante (saco vermelho).

TOUCA/GORRO

As toucas sdo produzidas em diferentes materiais e devem propor-
cionar a oxigenag¢do do couro cabeludo (Figura 1D).

Objetivo: a depender da atividade realizada, as toucas ou gorros
devem ser usados para proteger os cabelos de contaminacdo por
goticulas respiratorias e secre¢Bes e da disseminagdo de particulas
virais ou ainda impedir que os cabelos contaminem uma area estéril.

Publico-alvo: touca ou gorro sdo destinados para profissionais
da saude e profissionais de apoio (higiene, limpeza, manutencdo
etc.).

Quando utilizar: devem ser utilizadas durante procedimentos
que podem gerar aerossois.

Especificagdes: as toucas ou gorros devem ser descartaveis, con-
feccionadas de tecido-ndo-tecido (TNT), além de proporcionar bar-
reira antiviral efetiva.

Recomendacgdes importantes: as toucas ou gorros devem ser
removidos apd6s o uso, ainda com as luvas de procedimento nas
mados. Retirar a touca segurando na parte superior, com cuidado
para ndo tocar no rosto, e descarta-la em saco de lixo para material
infectante (saco vermelho).

PROPES

Os propés sao geralmente produzidos de TNT/Algoddo para
serem utilizados em areas estéreis, podendo ou ndo ser reutilizados
a depender do material usado na sua produgao ou do tipo de traba-
Iho desenvolvido (Figura 1E).

Objetivo: proteger o calcado e evitar a contaminagdo e dissemi-
nac¢do de particulas virais.

Publico-alvo: o uso de propés é direcionado para os profissio-
nais da saude e profissionais de apoio (higiene, limpeza, manuten-
¢do etc.).

Quando utilizar: esse dispositivo de seguranca deve ser utilizado



em caso da participa¢do da assisténcia direta ou em caso suspeito ou
confirmado.

Especificagdes: os propés sao resistentes, confeccionados de
TNT e descartaveis.

Recomendacdes importantes: os propés devem ser removidos
antes de sair da area de assisténcia, ainda com as luvas de procedi-
mento nas mdos e com cuidado para evitar contamina¢do. Devem
ser descartados em saco de lixo infectante (saco vermelho).

MASCARA N95/PFF2 OU EQUIVALENTE (N99/PFF3, N100)

As mascaras de protecdo sao dispositivos de seguranca para as vias
aéreas como boca e nariz. Sdo produzidas em tecido ou fibra sinté-
tica descartavel, empregadas em situacBes de risco de geracao de
aerossois e respingos de material potencialmente contaminado.

As mdscaras ou respiradores N95, N99, N100 tém o filtro eficiente
para retencdo de particulas maiores que 0,3um, vapores toxicos e
contaminantes presentes na atmosfera sob a forma de aerosséis.

Dentre as opg¢des disponiveis, a mascara N95/PFF2 ou equiva-
lente é a forma mais eficiente de prote¢do respiratéria. Ela possui
uma valvula de exalagdo que permite a saida do ar, além da goticula.
Sendo assim, ela protege o profissional, mas ndo o paciente. Em situ-
acOes de alta demanda, como no caso da pandemia de coronavirus, a
mascara N95/PFF2 ou equivalente pode ser utilizada pelos profissio-
nais de salide seguindo todas as preconizag8es rigorosas da retirada
correta desse EPI (Figura F).

Objetivo: o uso de mascara de protecdo é preconizado para evi-
tar a contaminacgao da boca e nariz por goticulas respiratérias e a dis-
seminacdo de particulas virais.

Publico-alvo: Profissionais da salde e populacdo em geral.

Quando utilizar: ao realizar procedimentos geradores de aeros-
s6is como intubacdo ou aspiracdo traqueal, ventilagdo mecanica,
invasiva ou ndo invasiva, ressuscitacao cardiopulmonar, ventilagao
manual antes da intubacdo e coleta de amostras nasotraqueais.

Especifica¢des: possuem eficacia minima na filtracdo de 95% a
99,9% de particulas de até 3p e normalmente ndo sdo descartaveis.

Recomendacdes importantes: ajuste apropriadamente ao
rosto. Nunca compartilhe com outro profissional. Ndo a utilize se esti-
ver Umida, suja, rasgada ou com vincos. Realize a verificagdo do selo
imediatamente apds colocar a mascara. Ndo sobreponha a mascara
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cirtrgica a mascara N95 ou equivalente. Para remover a mascara,
retire-a pelos elasticos, tomando cuidado para ndo tocar na super-
ficie interna da mascara. Em caso de caréncia de insumos, a mas-
cara podera ser reutilizada pelo mesmo profissional. Coloque-a em
um saco ou envelope de papel com os elasticos para fora, ap6s utili-
zar, caso for reutiliza-la. Nunca coloque a mascara ja utilizada em um
saco plastico, pois ela pode ficar Umida e assim, contaminada.

Figura 1 - Equipamentos de protecdo individual. (A) Oculos de proteco;
(B) Protetor facial; (C) Luva de procedimento; (D) Touca/Gorro; (E) Propé; (F)
Mascara N95/PFF2.

FONTE: Compilagdo feita pelo autor, a partir de imagens coletadas no Google.
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Figura 2 - Sequéncia de como vestir as luvas ndo estéreis.

1 2 3
— "G~

Higienize as mdos e retire Toque somente na Coloque a primeira luva;
uma luva da caixa original; superficie da luva
correspondente ao
punho (na extremidade
superior do punho);

’ C_1

Pegue asegundaluva  Comamdoenluvada, Agora, nada que ndo esteja
com a mdo ndo enluvada, segure, com a pontados definido como indicagdo
tocando somentena  dedos a segunda luva, para o uso de luvas devem
superficie daluva vista e puxe delicadamente ser tocados.
correspondente ao punho; em diregdo ao punho;

FONTE: Adaptado de World Health Organization, 2009.

AVENTAL DESCARTAVEL

Objetivo: evitar a contaminacdo da pele e da roupa do profissional,
bem como a disseminacdo de particulas. Ou seja, o jaleco ou avental
fornece uma barreira de protecdo e diminui a chance de transmissao
de micro-organismos e contaminac¢do quimica (Figura 3A)

Publico-alvo: profissionais da saude e profissionais de apoio
(higiene, limpeza, manutengdo etc.).

Quando utilizar: durante a assisténcia direta ao caso suspeito
ou confirmado.
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Especifica¢des: gramatura minima de 30 g/m? mangas longas,
punho de malha ou elastico e abertura posterior. Confeccionado em
TNT, atoxico e hidro/hemorrepelente. Apresentar baixo desprendi-
mento de particulas e ser resistente. Proporcionar barreira antimi-
crobiana e antiviral efetiva.

Recomendacgdes importantes: avalie a necessidade de grama-
tura minima de 50 g/m? em caso de vomitos, diarreia, hipersecre-
¢do orotraqueal ou sangramento. Remova o avental sujo e descar-
te-o como residuo infectante. Remova-o apos a realizagdo do proce-
dimento e antes de sair do quarto do paciente ou da area de assis-
téncia. Proceda a higiene das maos apds a remocdo do avental.

MACACAO DE ISOLAMENTO

Objetivo: evitar a contaminac¢do da pele e da roupa do profissional e
a disseminacdo de particulas virais.

Publico-alvo: profissionais da saude e profissionais de apoio
(higiene, limpeza, manutencao etc.).

Quando utilizar: durante a assisténcia direta ao caso suspeito
ou confirmado.

Especificagdes: cobrir o corpo inteiro, ter mangas longas, fecha-
mento frontal e elastico no punho e tornozelo. Confeccionado em
TNT, atoxico e hidro/hemorrepelente. Apresentar baixo desprendi-
mento de particulas e ser resistente. Proporcionar barreira antimi-
crobiana e antiviral efetiva.

Recomendacgdes importantes: apés o uso, a frente e as man-
gas do macacdo estdo contaminadas! Se as suas maos se conta-
minarem durante a retirada do macacdo, lave-as imediatamente
ou use alcool 70%. Abra o ziper do macacao tomando cuidado para
gque as mangas ndo entrem em contato com o seu corpo quando
estiver abrindo a parte frontal. Retire o0 macacdo de modo que ele
fique longe do pescogo e dos ombros, tocando apenas o interior do
macacdo. Deixe 0 macacdo ao avesso e descarte-o em saco de lixo
infectante.



MACACAO DE PROTECAO IMPERMEAVEL

Objetivo: evitar a contaminacdo da pele e roupa do profissional e a
disseminacdo de particulas virais (Figura 3B).

Publico-alvo: profissionais da saude e profissionais de apoio
(higiene, limpeza, manutencao etc.).

Quando utilizar: durante a assisténcia direta ao caso suspeito ou
confirmado em procedimentos geradores de aerossais.

Especificagdes: material impermeavel, de mangas longas, fecha-
mento frontal com ziper e pala com velcro. Tem plastico no capuz,
punho e tornozelo. Ser uma barreira quimica efetiva e resistente a
penetracao viral.

Recomendacdes importantes: apés o uso, a frente e as man-
gas do macacdo estdao contaminadas! Se as suas maos se conta-
minarem durante a retirada do macacdo, lave-as imediatamente
ou use alcool 70%. Abra o ziper do macacdo tomando cuidado para
que as mangas ndo entrem em contato com o seu corpo quando
estiver abrindo a parte frontal. Retire 0 macacdo de modo que ele
fique longe do pescogo e dos ombros, tocando apenas o interior do
macacdo. Deixe 0 macacdo ao avesso e descarte-o em saco de lixo
infectante.

CALCADO FECHADO

Os profissionais com sandalias, calcados abertos ou de pano correm
riscos de sofrer acidentes e lesGes nos pés. Portanto, é necessario
que o calcado seja compativel com o tipo de trabalho desenvolvido
(Figura 3C)

Objetivo: proteger o calcado e evitar a contaminagdo e dissemi-
nac¢do de particulas virais.

Publico-alvo: profissionais da saude e profissionais de apoio
(higiene, limpeza, manutencdo etc.).

Quando utilizar: durante o turno de trabalho e assisténcia direta
ao caso suspeito ou confirmado.

Especificagdes: impermeavel, solado de borracha, antiderra-
pante e resistente.

Recomendac¢des importantes: remova apds a realizacdo do
procedimento e antes de sair do quarto do paciente ou da area de
assisténcia. Na remocgao, tenha o devido cuidado para ndo encostar
na pele.
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CALCA LONGA

Objetivo: proteger a pele e evitar a contaminacao e disseminacdo de
particulas virais (Figura 3D).

Publico-alvo: profissionais da saude e profissionais de apoio
(higiene, limpeza, manutencdo etc.).

Quando utilizar: durante o turno de trabalho e assisténcia direta
ao caso suspeito ou confirmado.

Especificagdes: ser longa e confeccionada em tecido.

Recomendacg¢des importantes: remova a cal¢a apods a realizagao
do procedimento e antes de sair do quarto do paciente ou da area
de assisténcia. Na remocdo, tenha o devido cuidado para nao encos-
tar a calga, que pode estar infectada, na pele. Além do uso correto
dos EPIs, é necessario que as equipes de salde estejam devidamente
treinadas para a paramentagao, remocdo e descarte dos EPIs.

Figura 3 - Equipamentos de protecdo individual. (A) Avental descartavel; (B)
Macacdo impermeével; (C) Sapato fechado; (D) Calca longa; (E) Macacdo de
isolamento.

L

FONTE: Compilagdo feita pelo autor, a partir de imagens coletadas no Google.

A utilizacdo dos dispositivos de seguranca acima relatados é
essencial para prevenir os riscos de contaminac¢do no ambiente labo-
ral. Por isso, a sua sequéncia e a maneira de instalacdo e retirada
devem seguir as figuras abaixo (Figura 4). Antes de seguir a sequéncia
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apresentada, é importante salientar que para vestir o avental, o pro-
fissional deve vestir o par de propés, realizar a higieniza¢ao das maos
com solugdo alcodlica 70% e vestir o primeiro par de luvas.

E necessario enfatizar, que a maioria dos profissionais de satide se
contamina durante a retirada dos EPIs, devido a presenca de virus nes-
ses dispositivos. Em especial, o capote/avental ou 0 macacao, os quais
devem ser retirados de forma lenta e cuidadosa, para reduzir a chance
de desprendimento do virus que pode ficar na superficie e proporcio-
nar a contaminacao do ambiente e do profissional (Figura 5).

Figura 4 - Passo a passo para vestimenta dos EPIs.

Sequéncia para vestir EPIs
Avental Descartavel

1) Cobrir totalmente o tronco, do pescogo
aos joelhos, vestindo os bracos até o
punho;

2) Amarrar as fitas atras do e pescogo e da
cintura.

@ Mascéara ou Respirador

1) Prender os elasticos ou fazer lagos no
meio da cabega e no pescogo;

2) Ajustar a banda flexivel que cobre o nariz;
3) Ajustar bem no rosto e abaixo do queixo;
4) Fazer um teste para checar se a mascara
estd correta.

e Oculos de protegdo e protetor facial

m & & ) Colocar sobre os olhos e rosto
e <, 7? f ‘ K{ |\ e ajustar para caber

for?

Agora,

ded
superficie daluva  vista ¢ puxe delicadamente ser tocados.
correspondente ao punho; ~ em diregio a0 punho;

DISSEMINAGCAO DE CONTAMINAGCAO
* Mantenha as maos afastadas do rosto;

* Minimize o toque em superficies;
* Troque as luvas quando rasgadas ou altamente contaminadas;
« Realize a higienizagdo das maos

FONTE: Adaptado de Centers for Disease Control and Prevention (CDC), 2020.
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Figura 5 - Passo a passo para a remogdo de EPIs. Na etapa 1, remover o par
de luvas mais externo. Ao concluir a etapa 4 (retirada das mascaras), deve-se

retirar os propés, e por ultimo, retirar as luvas.

Sequéncia para remover EPIs
Todos os EPIs estdo com a parte externa contaminadas!

€ Luvas

1) Se suas mdos se contaminarem durante a remogao
das luvas, higienize-as imediatamente;
2) Usando uma ma&o enluvada, segure a palma da outra
mao enluvada e retire a primeira luva;

- 3) Segure a luva que foi removida na méo enluvada;

4) Na méao enluvada, deslize os dedos da mao sem luva pelo punho e por baixo da luva

e retire a segunda luva sobre a primeira luva;
5) Descarte as luvas em um recipiente de lixo

@) Oculos de protegao e protetor facial

1) Se suas mdos se contaminarem durante a

remogdo, higienize-as imediatamente;
\ 2) Remova os 6culos de protecdo ou o protetor

facial, levantando as fitas ou lacos da cabeca

ou orelhas;

3) Se o item for reutilizdvel, coloque-o em recepciente designado para

reprocessamento. Caso contrdrio, descarte em lixo biolégico.
Avental descartéavel

1) Se suas mdos se contaminarem durante a remogao

2) Desfaca os lagos do avental, tomando cuidado para

3) Afaste o avental do pescogo e dos ombros, tocando o

do avental, higienize-as imediatamente;
~
| que as mangas ndo entrem em contato com seu corpo ao
desfazer os lagos.
interior do mesmo e vire-o de dentro para fora;

4) Enrole o avental pelo avesso e descarte-o em lixo
biolégico.

@ Mascara ou Resplrador 1) Se suas maos se contaminarem durante a

remocdo do avental, higienize-as imediatamente;

t t 2) Solte os elasticos ou fitas da parte inferior e
\'/ depois os que estdo na parte superior e remova
sem tocar na frente;

3) Descarte-o em lixo biolégico ou coloque-o em
recipiente adequado para o reprocessamento.

HIGIENIZE AS MAOS APOS A REMOGAO DE TODOS OS EPIS

FONTE: Adaptado de Centers for Disease Control and Prevention (CDC), 2020.

DISTANCIAMENTO SOCIAL

Medidas legais de distanciamento social foram incorporadas
Brasil a partir do més de margo de 2020, com o objetivo de mitigar o
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avanco da transmissdo da COVID-19. A implementacdo destas medi-
das foi baseada nas informacdes preconizadas por 6rgdos de saude
publica nacional e internacional e sustentadas na literatura cientifica
(COWLING et al., 2020; JACKSON et al., 2020; FONG et al., 2020).

As medidas de distanciamento social no laboratério podem ser
atingidas separando os profissionais em dois ou mais grupos, além
de implementar um sistema de escala de 12 e 36 horas de folga,
com o objetivo de impedir o contato entre as equipes (MARTINELLO,
2020).

Os profissionais de salde que efetuam a andlise ou a validacdo
dos resultados, que analisam o controle da qualidade ou que desem-
penham as fun¢des mais administrativas podem ser deslocados do
espaco do laboratério para realizar suas tarefas em um espaco de
escritério ou remotamente (GARDEZI; IKRAM, 2020; TAN et al., 2020).
A educag¢do continuada e os treinamentos também devem ser reali-
zados de forma remota.

Em relacdo as refeicBes, sugere-se a elaboracdo de um sistema
de escala com pelo menos 4 pessoas para o uso dos espacos de refei-
¢do para impedir a reunido da equipe.

E preconizada a politica de imunizacio contra a gripe que tam-
bém oferece protecdo aos profissionais do laboratério e diminui a
suspeita de contaminacdo por SARS-CoV-2 no grupo em situagdes de
emergéncia da pandemia (MOURYA et al., 2020).

Neste momento da pandemia da COVID-19, todas as amostras
obtidas ap6s a coletas para exames de diagnoéstico in vitro devem ser
consideradas potencialmente infecciosas com SARS-CoV- 2. Por isso,
os profissionais de laboratério devem cumprir de forma rigorosa
as boas praticas laboratoriais e os cuidados padrdo discutidos em
se¢des anteriores para reduzir o risco de exposi¢do ao virus (BYRD
et al., 2019; LIPPI et al., 2020). Utilizar os EPIs de forma correta nédo
apenas minimiza a transmissibilidade do SARS-CoV-2, mas também
potencializa o cuidado na salde da populagdo.
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2 HIGIENIZACAO DAS MAOS

A higiene das maos é largamente caracterizada como uma das prin-
cipais formas para evitar as infeccdes relacionadas a assisténcia a
saude (PRICE et al., 2018). De acordo com a ANVISA (2009), a higie-
nizacdo das maos inclui a higiene simples com agua e sabonete, a
higiene antisséptica e a antissepsia cirdrgica ou preparo pré-operaté-
rio das maos. Os agentes antissépticos utilizados contra virus podem
ser alcool, clorexidina ou triclosan.

Nos ultimos anos, a higiene das maos tem sido alvo de interesse
nas dependéncias dos servicos da saude para evitar a disseminagdo
dos micro-organismos, principalmente os multirresistentes, transmi-
tidos pelas mdos dos profissionais de satde (BRASIL, 2009).

As mdos infectadas sdo consideradas uma das principais vias de
veiculacdo de contaminacdo. Assim, estimular o simples habito de
higienizar as maos com o objetivo de remover micro-organismos, e
ainda, as células descamativas, pelos, suor, sujeiras e oleosidade da
pele, pode auxiliar na reducao de risco de contaminacdo.

Portanto, nesta secdo serao abordadas algumas recomendacfes
em relacdo a higieniza¢do das mdos com agua e sabdo e solugdo
alcodlica, visando contribuir ao correto procedimento.
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HIGIENIZACAO COM AGUA E SABAO

Para a correta higieniza¢do é necessaria a retirada de todos os aces-
sérios (relogio, pulseiras, anéis), uma vez que eles retém forte inci-
déncia de alocagao de micro-organismos.

Profissionais que usam 6culos de grau: devem lavar os éculos
com agua e sabdao, aplicar dlcool 70% e ajustar os 6culos no rosto;

Observagdo: Ndo se recomenda o uso de lentes de contato.

Lavagem das maos: proceda com a higienizagdo das maos, ime-
diatamente apos retirar as luvas e, também, ap6s contato com sangue,
fluidos corpéreos, secrecdes, excrecdes ou objetos contaminados.

Higienizacdo das maos com agua e sabao: abra a torneira e
molhe as mdos, evitando contato com a pia. Aplique na palma da
mdo quantidade suficiente de sabonete liquido para cobrir todas as
superficies das mdos. Ensaboe as palmas das maos, friccionando-
-as entre si: esfregue a palma da mdo direita contra o dorso da mao
esquerda entrelagando os dedos e vice-versa. Entrelace os dedos e
friccione os espagos interdigitais. Esfregue o dorso dos dedos de uma
mdo com a palma da mdo oposta. Segurando os dedos, com movi-
mento de vai e vem e vice-versa. Esfregue o polegar direito, com o
auxilio da palma da mao esquerda, utilizando movimentos circulares,
e vice-versa. Friccione as polpas digitais e unhas da mdo esquerda
contra a palma da mao direita, fechada em concha, fazendo movi-
mentos circulares e vice-versa. Enxague as maos. Evite contato direto
das maos ensaboadas com a torneira. Seque as maos com papel toa-
Iha descartavel. Use sempre o papel toalha para fechar torneiras.
Duracdo do procedimento de 40 a 60 segundos.

Para uma boa pratica de higienizacdo das maos com agua e
sabdo, com a inten¢do de minimizar a veiculagdo dos micro-organis-
mos, segue nas figuras abaixo as sequéncias de lavagem correta das
maos (Figura 6).

HIGIENIZACAO COM SOLUGAO ALCOOLICA

Quando realizar o procedimento: apds risco de exposicdo a fluidos
corporais e antes e ap6s a remogdo de luvas.

Friccdo antisséptica das maos (com preparagdes alcodlicas
de alcool gel ou solugéo liquida a 70%): aplique na palma da mao
quantidade suficiente do produto para cobrir todas as superficies das
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maos (seguir a quantidade recomendada pelo fabricante). Friccione
as palmas das mados entre si: a palma da mdo direita contra o dorso
da mao esquerda, entrelagando os dedos e vice-versa. Friccione as
palmas das maos entre si, com os dedos entrelacados e o dorso
dos dedos de uma mdo com a palma da mao oposta, segurando
os dedos, e vice-versa. Friccione o polegar direito, com o auxilio da
palma da mao esquerda, utilizando-se de movimento circular, e vice-
-versa. Friccione as polpas digitais e unhas da mado esquerda contra
a palma da mao direita, fazendo movimentos circulares, e vice-versa.
Repita os movimentos até secar espontaneamente (NAO utilize papel
toalha). Duragao do procedimento de 20 a 30 segundos.

Figura 6 - Passo a passo da higienizagdo das mdos com agua e sabdo.
Higienizat;&o das maos com agua

Duragao de todo procedimento: 40-60

®TE )

Molhe as méaos; Aplique na palma da mdo Ensaboe as
quantidade suficientede  maos, fric
sabdo para cobrir todas ent

as superficies das méos;

\\i\%& %

Esfregue a palma da méo Entrelace os dedos e Esfregue o d
direita contra o dorso da friccione os espagos  de uma méao

mao esquerda entrelagando interdigitais; mao oposta
os dedos e vice-versa; dedos, com 1
vai-e-vem

6 /E\\ (2 a_-~
G & ~

Esfregue o polegar esquerdo, Friccione as polpas digitais Enxagu
com o auxilio da palmada da mao direita contraa maos ¢
mao direita, utilizando-se = palma da mao esquerda,

de movimento circular  fazendo movimento circular
e vice-versa; e vice- versa;

FONTE: Adaptado de World Health Organization, 2009.



Segue nas figuras abaixo a sequéncia das formas adequadas
para higienizacdo das maos com solugdo alcodlica, com o objetivo de
reduzir a transmissao dos agentes infecciosos (Figura 7).

Figura 7 - Higienizacdo das maos com solucdes alcodlicas.

Friccao antisséptica das maos com
preparacoes alcodlicas

Duracgdo de todo procedimento:

Aplicar uma quantidade suficiente de preparagdo  Friccione as palmas

alcodlica em uma mao em forma de concha para das maos entre si;
cobrir todas as superficies das maos;

ﬂ\\@@g& UW B@

Friccione a palma direita  Friccione a palma das Friccione dorso de uma méo

contra o dorso da méo maos entre si com com a palma da méo
esquerda entrelagando os os dedos entrelagados; oposta, segurando os dedos,
dedos e vice-versa; com movimento de

vai-e-vem e vice-versa;

AL R an

Friccione o polegar  Friccione as polpas digitais Quando estiverem
esquerdo, com o auxilio e unhas, da mao direita secas, suas maos
da palma da mao contraapalmadaméo  estardo seguras.
direita, utilizando-sede  esquerda, fazendo um
movimento circular e movimento circular e

FONTE: Adaptado de World Health Organization, 2009.
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3 DESCONTAMINACAO DE EQUIPAMENTOS
E SUPERFICIES E DESCARTE DE MATERIAL
BIOLOGICO

RECOMENDACOES PARA DESCONTAMINAGCAO DE SUPERFICIES E
EQUIPAMENTOS

Apbs o processamento das amostras, as superficies e os equipa-
mentos de trabalho devem ser descontaminados com os desinfe-
tantes apropriados. Para esse fim, use qualquer desinfetante hos-
pitalar registrado. As recomendac¢des do fabricante para uso/dilui-
¢do (ou seja, concentracdo), o tempo de contato e os cuidados no
manuseio devem ser seguidos atentamente. Abaixo seguem infor-
magdes sobre os desinfetantes recomendados e os procedimentos
para descontaminacdo.

DESINFETANTES APROPRIADOS

a) Hipoclorito de sédio (dgua sanitaria)

- Concentragao:
- 0,1% para desinfecgdo superficial;

- 1% para desinfecgdo de derramamentos de sangue;
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- Tempo de contato: 5 a 10 minutos;

- Deve-se utilizar luvas ao manusear e preparar solugdes de hipoclorito
de sddio;

- Recomenda-se o uso de éculos de protecdo devido a possiveis
respingos;

- A solucdo de hipoclorito de sédio deve ser feita diariamente;
- Recomenda-se o uso em superficies duras e ndo porosas;

- A agua sanitaria pode danificar os tecidos e ser corrosiva para os
metais.

Tabela 1 - Protocolo para preparo de Solucdo de Hipoclorito 0,1% para
higienizacdo.

VOLUME DE HIPOCLORITO DE SODIO

VOLUME DE AGUA COMERCIAL BRASILEIRO VOLUME
FINAL
(12%)
297,5mL 2,5mL 300mL
495,83mL 4,17mL 500mL
991,66mL 8,34mL 1L
4.958,33mL 41,67mL 5L

Fonte: Autoria propria.

b) Etanol
e Concentracdo: 62-71% de etanol

e Tempo de contato: Iminuto
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ROTINA DE HIGIENIZAGAO DE SUPERFICIES

Superficies pouco tocadas como chdo, teto, paredes e persianas
devem ser higienizadas diariamente ou em caso de exposi¢do a flu-
idos. Ja as superficies frequentemente tocadas, como puxadores
de porta, superficies de mesa, interruptores e dispositivos porta-
teis, devem ser higienizados diariamente ou com a maior frequén-
Cia possivel.

Deve- se utilizar:

+ Detergente estabelecido na rotina;
+  Solucdo de hipoclorito 0,1%;
+  Alcool 70%.

Sabe-se que o coronavirus humano, em geral persiste em super-
ficies inanimadas como metal, vidro ou plastico por até 9 dias
(OPAS, 2020). Para limpeza de pisos, deve-se proceder a varredura
Umida com solucdes desinfetantes (hipoclorito de sédio 0,1 %, acido
peracético, quaternarios de amdnia e compostos fendlicos) (ANVISA,
2012). Realize a limpeza utilizando movimentos simples, amplos, em
um so sentido, do mais limpo para o mais sujo, a fim de evitar sujar
areas ja limpas. Atengdo: a varredura seca com vassoura é proibidal!

DESCARTE DE MATERIAL BIOLOGICO

O lixo biolégico proveniente das salas de processamento deve ser
acondicionado preferencialmente em sacos vermelhos préprios para
o descarte de material infectado. Enquanto o lixo proveniente da
sala de amplificagdo do cDNA do virus podera ser acondicionado em
sacos brancos. Ambos os sacos devem ser recolhidos e incinerados
por uma empresa especializada.

Os Residuos de Servico de Saude precisam ser acondicionados
em saco vermelho, o qual deve ser substituido quando atingir 2/3 de
sua capacidade ou pelo menos 1 vez a cada 48 horas, independente-
mente do volume, e identificado pelo simbolo de Residuo Infectante
(Figura 8).
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Figura 8 - Simbolo presente em sacos com residuo infectante.

e
RESIDUO
INFECTANTE

OBSERVACAO: Apesar da RDC 222/2018 definir que os residuos provenientes da assisténcia a
pacientes com coronavirus devem ser acondicionados em saco vermelho, excepcionalmente
durante essa fase, caso néo possua sacos vermelhos para atender a demanda, poderd utili-
zar-se os sacos brancos, com o simbolo de infectante, para acondicionar esses residuos.
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4 COLETA E TRANSPORTE DE AMOSTRA

Idealmente, amostras de pacientes suspeitos devem ser coletadas
assim que a hipdtese diagnéstica da COVID-19 surgir, baseada em
critérios clinicos e epidemioloégicos.

Para o diagnostico inicial da COVID-19, o Center for Disease Control
and Prevention (CDC) dos EUA recomenda a utilizagdo de (i) amostras
advindas do trato respiratério superior, preferencialmente na forma
de swab nasofaringeo, cuja coleta deve ser feita com um Unico swab
de poliéster com haste de plastico, retirando amostra das duas nari-
nas; ou (ii) coleta de amostras do trato respiratorio inferior, principal-
mente na forma de escarro, a qual também é recomendada quando
0 paciente apresenta tosse produtiva.

Todas as amostras coletadas para investigacdes laboratoriais
devem ser consideradas potencialmente infecciosas. Abaixo segue a
lista dos materiais necessarios para esta etapa de coleta.

MATERIAIS REQUERIDOS

a) EPI's;

b) Avental descartavel, 6culos, mascara N95, protetor facial e luvas;
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¢) Swab de fibra sintética (ndo utilizar de outros tipos, pois podem
conter substancias que inibam a amplia¢do do material viral);

d) Tubos estéreis com meio de transporte viral (VTM, do inglés: viral
transport media) (ou meio universal) ou solucdo salina estéril;

e) Palitos descartaveis (abaixadores de lingua em caso de coleta de
orofaringe);

f) Geladeira e freezer (4 °C/-20°C/-70 °C);

g) Isopor ou outro recipiente hermeticamente fechado;
h) Bolsa térmica de gel ou gelo rigido reutilizavel;

i) Etiquetas e marcadores permanentes;

j) Solucao de descontaminacdo.

OBSERVACOES DE BIOSSEGURANGA

O trabalho de laboratério de diagnostico ndo propagativo deve ser
realizado em instalacdes e procedimentos equivalentes ao Nivel de
Biosseguranca 2 (NB2).

Abaixo apresenta-se 0 passo a passo para as coletas:

* Coleta de nasofaringe: com o individuo sentado e a cabeca
inclinada para tras, introduza o swab em uma das narinas, para-
lelamente ao palato, até uma profundidade préxima a abertura
externa da orelha. Deixe o swab no local por alguns segundos
para absorver as secre¢des e, entdo, remova-o girando lenta-
mente. Coloque os swabs imediatamente em tubos estéreis
contendo 4-5mL de VTM ou meio universal. Na auséncia do
meio adequado, as amostras poderdo ser acondicionadas em
solucdo salina estéril;

* Coleta de orofaringe: introduza o swab através da boca até
chegar na faringe posterior e raspar essa regidao da mucosa, evi-
tando contato com a lingua ou outra mucosa da regido oral.



Coloque os swabs imediatamente em tubos estéreis contendo
4-5mL de meio de VTM ou meio universal. Na auséncia do meio
adequado, as amostras poderdo ser acondicionadas em solu-
¢do salina estéril. Caso forem coletados swabs das duas regides,
estes devem ser colocados no mesmo tubo;

Observacgdo: Segundo a nota técnica n° 34/2020, da Coordenag¢do Geral
de Laboratérios de Satde Publica do Ministério da Satde, foi recomen-
dado a utilizagéo de apenas um swab por paciente, para as duas nari-
nas, em decorréncia da escassez mundial de insumos laboratoriais.

Outros requisitos importantes para a coleta e armazenamento das
amostras, sao listados abaixo:

+ ldentificagdo das amostras com as informagdes pertinentes:
identificacdo do paciente, data da coleta, tipo de amostra;

+ Refrigeracdo das amostras a 2 a 8°C (geladeira) até o transporte
ao laboratério em um periodo maximo de 24 a 72 horas apés a
coleta. Caso ultrapasse esse periodo, congele a -20°C ou prefe-
rencialmente a -70°C;

« Transporte as amostras que estdo na geladeira em recipiente
hermético com bolsa de gelo caso, o transporte dure menos
que 5 dias; Transporte as amostras congeladas a -70°C em reci-
piente hermeticamente fechado com gelo seco, se o transporte
for durar mais que 5 dias. Para o transporte, é essencial que o
meio viral contenha antibidtico e antimicético. Evite ciclos repe-
tidos de congelamento e descongelamento; se a amostra ja esti-
ver congelada, envie-a em gelo seco. A Tabela 2 resume as prin-
cipais recomendagdes para a temperatura de armazenamento
e transporte.



Tabela 2 - Armazenamento e transporte das amostras

(continua)
TIPO DE MATERIAI TEMPERATURA TEMPERATURA
AMOSTRA DE COLETA DE RECOMENDADA
ARMAZENAMENTO PARA ENVIO
DE ACORDO
COM O TEMPO
DE ENVIO
ESPERADO
Swab nasal-
Swab com 2-8°C se <5 dias
faringeo e flocos de 2-8°C
oreo- Dacron ou -70°C (gelo seco)
poliéster se > 5 dias
faringeo
Lavagem 2-8°C se <2 dias
bronco- Tubo 2-8°C
estéril -70°C (gelo seco)
alveolar se > 2 dias
(Endo)
aspirado
traqueal, o .
lavagem/ 2-8°C se <2 dias
Tubo 2.8°C
aspirado estéril -70°C (gelo seco)
naso- se > 2 dias
faringeo ou
nasal
2-8°C se <2 dias
Tubo o
Escarro estéril 2-8°C -70°C (gelo seco)
se > 2 dias
Tecido de o
bidpsia ou Tubo 2-8 hCO?:SSZA'
autépsia, estéril com 2.8°C
salina ou
. ) -70°C (gelo seco)
incluindo VTM
pulmao se > 24 horas
2-8°C se <5 dias
Sangue Tubo de 2.8°C
total coleta -70°C (gelo seco)

se > 5 dias
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Tabela 2 - Armazenamento e transporte das amostras

(continuacdo)

TIPO DE MATERIAIS TEMPERATURA TEMPERATURA
AMOSTRA DE COLETA DE RECOMENDADA
ARMAZENAMENTO PARA ENVIO
DE ACORDO
COM O TEMPO
DE ENVIO
ESPERADO
Tubos . .
separadores 2-8°C se <5 dias
de soro .
Soro (adultos: 2-8°C _7051(2: £g§|giaS§C0)
coletar
3-5mL de
sangue total)
Recipiente 2-8°Cse <5 dias
Fezes para coleta 2-8C -70°C (gelo seco)
de fezes gelo.
se > 5 dias
) Recipiente 2-8°Cse <5 dias
Urina para coleta 2-8°C 70°C (gelo seco)
de urina

se > 5dias

Fonte: adaptado de World Health Organization, 2020.
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5 RECEBIMENTO E PROCESSAMENTO DAS
AMOSTRAS PARA O DIAGNOSTICO MOLECULAR
DA COVID-19

O recebimento e processamento das amostras biolégicas sao eta-
pas que fazem parte da fase pré-analitica do Sistema de Controle
de Qualidade (SCQ). A fase pré-analitica é uma fase que antecede
a etapa de anadlise das amostras e inicia-se com a preparacdo do
paciente, a coleta da amostra, o transporte, o recebimento, o manu-
seio, o processamento e a entrega das amostras para o setor da ana-
lise (MOTTA, 2009; COSTA; MORELI, 2012; GUIMARAES et al., 2011;
GONCALVES, 2020).

Os relatos na literatura apontam que a fase pré-analitica é a fase
em que ocorrem maiores taxas de erros e maiores riscos a saude
dos profissionais. Esses problemas podem ser ocasionados pela
alta rotatividade dos profissionais, negligéncia, pela falta de conhe-
cimento sobre as boas praticas do laboratério e treinamento ineficaz
(CAPITANI et al., 2002; PLEBANI; LIPPI, 2009; LIPPI, 2009; GUIMARAES
etal., 2011).

O recebimento e processamento das amostras para realizacdo
dos testes de diagndstico da COVID-19 iniciam-se ap6s a coleta e
transporte das amostras biologicas. E devem ser realizados em con-
formidade com os critérios previamente estabelecidos pelo labora-
torio clinico responsavel. Ambas as etapas de recebimento e proces-
samento de amostras devem ser realizadas em salas devidamente
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isoladas e restritas a pessoal treinado e paramentado. Devem seguir
todos os protocolos que visam a reducao do risco de contaminagdao
dos profissionais e de contaminacdo das amostras a serem avalia-
das. Cada laboratério deve avaliar os riscos especificos do local e da
atividade para tentar mitiga-los.

O recebimento consiste na verificagdo das caracteristicas das
amostras, quando se deve observar a integridade dos tubos, a pre-
senca do(s) swab(s) utilizado(s) na coleta, o volume da solucdo de
transporte, VTM e tampdo fosfato-salino (PBS, do inglés: phosphate
buffered saline), além de verificar se as amostras se encontram cor-
retamente acondicionadas. De acordo com o CDC, as amostras pro-
cessadas em até 72 horas ap6s a coleta devem ser armazenadas em
temperaturas de +2°C a +8°C e -70°C ou temperatura menor para
amostras que serdo processadas mais de 72 horas apo6s a coleta.

Apds a conferéncia dos aspectos das amostras é indispensa-
vel verificar a identificagdo de todas as amostras recebidas, que
devem especificar o local de coleta, o dia e horario, testes requisita-
dos e dados que permitam a identificacdo do individuo coletado. Em
seguida sdo gerados os cédigos de identificagdo para que as amos-
tras possam ser processadas.

O processamento das amostras tem o objetivo de remover ofs)
swab(s) da solucdo de transporte, aliquotar a solucdo de transporte e
realizar a inativac¢do viral, dependendo do protocolo de extra¢ao de
RNA utilizado.

A rotina para realizagdo dos testes para diagnéstico da COVID-19
pode ser realizada em laboratério com NB-Il, por ser um espaco ade-
quado para trabalho com sangue humano, liquidos corporais, teci-
dos ou linhagens celulares primarias humanas em que a presenca de
um agente infeccioso ndo é conhecida. Todas as etapas do processa-
mento sdo realizadas em uma cabine de seguranca, que representa
uma barreira de prote¢do primaria.

A cabine de seguranca bioldgica (CSB) oferece protecdo significa-
tiva para o manipulador e para o meio ambiente, além de proteger
os materiais dentro da cabine de contaminag¢des externas (ANVISA,
2008). A CSB é um equipamento de barreira de contengao fisica pri-
maria para os agentes infecciosos e a depender do modelo pode pro-
teger o material e/ou o trabalhador e os ambientes interno e externo
por filtragdo do ar com filtros de alta eficiéncia do tipo HEPA ou ULPA
(OMS, 2004; MARTINELLO, 2020).

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) recomenda que todas
as amostras clinicamente suspeitas de SARS-CoV-2 devem ser
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processadas em CSB Classe Il do tipo A2, visto que esse modelo
protege tanto o trabalhador quanto as amostras e o ambiente. A
CSB Classe | é autorizada pela OMS para a prote¢do dos profissio-
nais quando a prote¢do das amostras ndo é prioridade (OMS, 2004;
GARDEZI; IKRAM, 2020).

RECOMENDAGCOES AO UTILIZAR A CABINE DE SEGURANCA
BIOLOGICA

Antes do uso, a superficie da cabine e os materiais de trabalho devem
ser higienizados com alcool etilico 70% e o material deve ser acondi-
cionado no interior da cabine e a lampada ultravioleta (UV) do inte-
rior deve ser ligada por no minimo 15 minutos. A lampada UV tem
um alarme de seguranca que s6 permite seu funcionamento com o
vidro frontal totalmente fechado, essa acdo ira auxiliar na desconta-
minac¢do da area de trabalho e materiais.

Os seguintes materiais devem estar no interior da cabine para
realizacdo do processamento de amostras para o diagnéstico da
COVID-19: vortex, micropipetas (10, 200 e 100ul), ponteiras com bar-
reira (10, 200 e 100pl), criotubos, canetas e etiquetas, lixo e saco
branco para o descarte do material biolégico, pingca inox, tubos do
tipo Eppendorf de 1,5mL, tubos do tipo Falcon, estantes, borrifado-
res com alcool 70%, papel toalha e caixa de luvas.

Apés 15 minutos de funcionamento da UV, deve-se acionar o
fluxo laminar que possui um sistema de exaustdo contendo filtros
que sdo responsaveis pela renovagao ou recirculacdo do ar, e aguar-
dar o tempo de estabilizagdo do fluxo, que dura aproximadamente
3 minutos. Realizadas as operag8es iniciais para o correto funcio-
namento do fluxo, o operador pode acessar o interior da cabine de
fluxo com as mdos e aguardar 1 minuto para iniciar o trabalho.

DENTRO DA CABINE DE BIOSSEGURANCA DE CLASSE Il

Numere cada falcon, criotubo e eppendorf de acordo com cédigo de
cada paciente, em seguida leve cada amostra ao vortex por 20 segun-
dos. Abra o tubo falcon cuidadosamente (para ndo haver formacao
de aerossdis ou derramamento), a tampa do tubo deve estar voltada
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para cima (para evitar que algum restante de liquido entre em con-
tato com a cabine e haja alguma contaminacdo). Com o auxilio de
uma pinga, pressione bem o swab contra a parede do tubo Falcon e
descarte o swab. Transfira 200pl ou 20ul do contetdo do tubo falcon
para um tubo do tipo Eppendorf de 1,5mL ou 2mL e, entdo, transfira
2mL do conteldo para um criotubo. As amostras que serdo proces-
sadas para a realizacdo do RT-gPCR da COVID-19 devem ser aliquo-
tadas de acordo com o protocolo de extracdo do RNA viral (automa-
tizado ou manual) em tubos de Eppendorfs identificados e os crio-
tubos devem ser encaminhados para armazenamento a -80°C. O
armazenamento de 2mL do material deve ser realizado para todas
as amostras e podera ser utilizado em situagdes especificas, como
solicita¢Bes de repeticdo do teste para confirmagdo do resultado.

Observacgdo: apds o processamento de cada amostra, desinfecte a sua
luva e a pingca com bastante dlcool a 70% e siga 0s mesmos passos para a
amostra seguinte. Caso o material bioldgico entre em contato direto com
a luva, recomenda-se realizar a troca da luva por medida de seguranca.

OBSERVAGOES GERAIS

Essas recomendac¢des sdo baseadas nas Diretrizes Internas
de Biosseguranca do Laboratério do CDC para Manuseio e
Processamento de espécimes associados ao novo coronavirus de
2019 (2019-nCoV).

OBSERVAGOES DE BIOSSEGURANCA

As recomendacdes gerais de biosseguranca para trabalhar com
material potencialmente infeccioso devem ser observadas e segui-
das. Entdo, antes de iniciar os procedimentos é necessario retirar
todos os acessorios (relégio, pulseiras, anéis).

Deve-se realizar a correta paramentac¢do que deve incluir o uso
de avental, macacdo de protecdo impermeavel, propés, luvas, mas-
cara ou respirador, sapatos fechados, 6culos de protecdo e protetor
facial. O correto manuseio para vestir e retirar todos os EPIs encon-
tram-se especificados no Capitulo 1.



Além disso, a higieniza¢do das maos com agua e sabdo e a friccdo
antisséptica com solugdes alcoodlicas devem fazer parte do protocolo
e podem ser consultadas detalhadamente no Capitulo 2.

Apbs a correta higienizacdo e paramentacdo, o profissional esté
pronto e autorizado a ultrapassar a marcacao vermelha do piso e
entrar na area de recebimento e manuseio das amostras bioldgicas.
E importante se certificar de que todos os materiais necessarios para
os procedimentos se encontram na cabine e tenham sido expostos a
luz UV por no minimo 15 minutos.

RECOMENDAGOES ESPECIFICAS PARA O MANUSEIO DE
AMOSTRAS QUE PODEM CONTER 2019 NCOV

Para evitar a amplificacdo e concentracdo de particulas virais, NAO é
recomendado tentar o isolamento do virus em cultura celular.

ATENGAO: Uma amostra recebida pelo laboratério deve ser acom-
panhada de informac¢des suficientes para identificar quando, onde e
como foi coletada ou preparada. Assim como, quais testes e/ou pro-
cedimentos (se houver) devem ser realizados.
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6 EXTRACAO DE RNA VIRAL PARA O
DIAGNOSTICO DA COVID-19

Desde a década de 1960, quando Kurland e colaboradores desenvol-
veram o primeiro método de purificacao e isolamento de RNA por cen-
trifugacdo em gradiente de cloreto de césio (CsCl), essa area tem cres-
cido e avancado para uma ciéncia moderna e eficaz, dentro da biologia
molecular. Por isso novos protocolos para extracdo de RNA de varia-
das amostras foram desenvolvidos desde entdo (VOMELOVA, 2009).
Logo apds 1968, Kirky, Later e Chirgwin aperfeicoaram a extra¢do
de RNA usando tiocianato de guanidina, um forte desnaturante, e
B-mercaptoetanol (B-met), um agente redutor, em conjunto ou com
seguida da extracdo utilizando etanol ou com ultracentrifugacao em
CsCl (DETTOGNI & LOURO, 2015). Mais a frente, em 1982, Feramisco
e colaboradores descreveram o sucesso da combinagdo da guani-
dina com fenol para a extracdo de RNA (DETTOGNI & LOURO, 2015).
Em consequéncia as varias desvantagens e baixa reprodutivi-
dade das técnicas desenvolvidas até entdo, foram necessarios novos
aperfeicoamentos, e em 1987 Piotr Chomczynski e Nicoletta Sacchi
publicaram um outro método de extracdo organica com tiocianato
acido de guanidina-fenol-cloroféormio. Em uma Unica etapa, esse
método possibilitou a extragdo do RNA dentro de 4 horas (DETTOGNI
& LOURO, 2015). Por apresentar uma maior agilidade, maior facili-
dade, sensibilidade, pureza do RNA, reprodutividade e diminui¢do da
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quantidade de amostra necessaria, esse método tornou-se o padrao
ouro na extragdo de RNA na época, e passou a ser usado como princi-
pio de muitos reagentes comerciais (WATZINGER, 2006; VOMELOVA,
2009).

A extra¢do de biomoléculas como DNA, RNA e proteinas, predo-
mina como a técnica mais importante usada na biologia molecular.
Além disso, se concretiza como ponto de partida para o desenvolvi-
mento de produtos, onde podemos incluir kits de diagndstico (TAN e
YIAP, 2009).

Esse ponto de partida envolve a extracdo de acidos nucléicos de
alta qualidade que viabilizam a técnica e o uso do material biolégico
(HE et al., 2017). De acordo com o CDC, os kits de extracdo de RNA
da PROMEGA® sdo uma das op¢des validas para uma adequada e
correta extracdo de acidos nucleicos a partir de amostras respirato-
rias superiores e inferiores, oriundas de pacientes com suspeita de
SARS-CoV-2.

OBJETIVO

Isolar o RNA para deteccdo de material genético do SARS-CoV-2
(Corona virus), a partir de secrecdo de nasofaringe/orofaringe para
amplificagdo por PCR em tempo real.

Materiais e equipamentos necessarios

+ Reagentes: Maxwell® 48 Viral Total Nucleic Acid (Promega, cat.
AS1150);

+ Maxwell® 48 Instrument (Promega);

+ EasyExtract DNA-RNA;

* Volume de amostra: 200pL de secrecdo em meio de transporte;

+ Descarte infectante;

* Ponteira 200pL e 1000pL;

+ Pipetadores 200pL e 1000pL.
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AO USAR A CABINE DE SEGURANGA BIOLOGICA, DEVE-SE:

Higienizar com alcool etilico a superficie da cabine, deve-se ligar a
ldmpada UV por aproximadamente 15 minutos, a fim de ajudar na
descontaminagao da superficie de trabalho (a lampada UV tem um
alarme de seguranca que s6 permite seu funcionamento com o vidro
frontal totalmente fechado).

Em seguida, é necessario higienizar o material de trabalho com
alcool etilico e acomodar na cabine de seguranca para expor a des-
contaminacdo com a lampada UV por 15 minutos. Apos os 15 minu-
tos, o ideal é aguardar mais 5 minutos para estabilizar o fluxo e,
ao colocar as mdos na cabine, aguarde 1 minuto para comecgar o
trabalho.

Ao encerrar as atividades é necessario higienizar com alcool eti-
lico os materiais reutilizaveis que tiveram contato com material bio-
Iégico (por exemplo, micropipetadores) e todo o material infectante
deve ser acondicionado para descarte. Por fim, a cabine deve ser
higienizada com alcool etilico. Ainda é necessario deixar o fluxo fun-
cionando por 5 minutos para que o equipamento filtre as particulas
indesejaveis que ainda estiverem na area de trabalho e apos esse
tempo é possivel deligar a CSB.

6.1 EXTRAGCAO AUTOMATIZADA COM MAXWELL® RSC 48
INSTRUMENT

Devem estar dentro da cabine de biosseguranca os seguintes
materiais:

Vértex; Micropipetas de 200 e 1000pL; Ponteiras de 200 e 1000ul
com barreira*; Criotubos; Etiquetas e canetas; Descarte; Pingca;
Microtubo de 1,5mL; Tubos do tipo Falcon; Estantes; Borrifador con-
tendo alcool 70%; Papel toalha; Caixa de luvas.

Observagdo: a etapa de extracdo que necessita de manuseio direto com
a amostra bioldgica ativa deverd ser feita na sala de processamento de
amostras.

ApOs aliquotar as amostras dos pacientes nos criotubos de 2mL
(Capitulo 5), uma aliquota de 200pL da amostra deve ser adicionada
a um microtubo de 1,5mL para que seja inativada. Outros 2mL sao
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adicionados aos criotubos que sdo repassados a sala de extracdo de
RNA para seu devido acondicionamento em -80°C.

Etapa na sala de processamento de amostras

Pipete 200uL de amostra em um microtubo de 1,5mL. Para inativa-
¢do viral deve-se adicionar 220uL da solugao de lise (200puL do Lysis
Buffer e 20pL de proteinase K) na aliquota de 200uL de amostra.

Observagdo: A adicdo dos reagentes desta etapa deve ser feita no
momento da inativagdo.

Feche os tubos e agite com vigor por 10 segundos. Incube a tem-
peratura ambiente (15-30°C) por 10 minutos. Incube a 56°C em ter-
mobloco ou banho-maria por 10 minutos.

NOTA: A preparac¢do da solucdo de inativagao sera realizada na sala
de extracdo para entregar a equipe da sala de processamento de
amostras

Observacgdo: Apds a incubagéo, as amostras estéo inativadas e prontas
para purificagdo.

Etapa na sala de extracao

Ligue o Maxwell e o tablet. O préprio aparelho faz o autoteste, que
dura cerca de 40 segundos. Clique “Sanitize” para esterilizar com UV
0 equipamento durante 15 minutos no primeiro momento em que o
equipamento for ligado ou 1 minuto de UV a cada processo de extra-
¢do realizada.

Durante os 15 minutos, identifique os tubos de eluicdo dos
pacientes e prepare todo o material na cabine. Coloque os cartuchos
a serem usados em rack de cartucho Maxwell® 48 LEV (Cat. AS1251)
e insira cada cartucho na rack com o lado da etiqueta voltado para
longe dos tubos de elui¢do. Pressione o cartucho para baixo para



encaixa-lo na posicdo até ouvir um “click”, o que garantird que o car-
tucho esta fixo com seguranca (Figura 9A).

NOTA: Aliquotar a dgua RNAse free do kit nos microtubos
fornecidos pelo fabricante de uma vez.

Posicione os tubos de eluicdo (devidamente identificados com o
ndimero das amostras), acrescidos de 50uL da agua livre de nucle-
ases, e os deixe fechados até a colocagdo da plataforma dentro do
Maxwell® 48 LEV (Figura 9B). Observe atentamente se o volume de
agua aliquotado ndo esta espalhado pelo tubo, para evitar compro-
metimento da extragdo.

Retire cuidadosamente o selo referente ao poco de amostra e
aplique os 420pL da amostra inativada (Figura 9A) no cartucho. Faca
esse procedimento para todas as amostras. Os cartuchos sdo utili-
zados de forma individual, sendo assim, cada rack pode suportar a
quantidade de cartuchos a serem utilizados, seja 1 cartucho até 48
cartuchos.

Figura 9 - llustracao da plataforma (base em preto) preparada para uso. (A)
Cartucho da reacdo (1: pogo de colocagdo da amostra; 2: pogo com as esferas
magnéticas; 3 a 7: pocos de tampdo de lavagem; 8: poco para coloca¢do do
Plunger); (B) Tubos de eluicao; (C) Plunger

,...umlllm

FONTE: Autoria propria.



Antes de passar para préxima etapa, troque de luvas

Depois da aplicagdo das amostras retire todo o lacre do cartucho
com bastante cuidado para evitar respingos nos cartuchos préximos.

Observacdo: Verifique se todas as fitas de vedagdo e qualquer adesivo
residual foram removidos, antes de colocar os cartuchos no instrumento.

Dica: A retirada do lacre na diagonal facilita o processo e diminui a
formacdo de aerossois.

Antes de passar para a proxima etapa, troque de luvas

Colocar os plungers (Figura 9C) no pogo n° 8 de cada cartucho. O
poco 8 é o pogo mais préximo do tubo de eluicdo. Os plungers devem
sempre ser manipulados com bastante cuidado e utilizando a parte
superior. Se manuseados de forma incorreta podem causar contami-
nacdes, entdo, evite tocar nas pontas dos plungers.

Trocar de luvas para abrir os tubos de eluicdo.

No equipamento, clique START (esse é o comando inicial para que
0 equipamento direcione o usuario para a escolha dos tipos de extra-
¢des que podem ser feitas pelo mesmo). Clique em SELECIONAR O
PROTOCOLO (ao bipar o cédigo de barras fornecido em cada kit de
extracdo, o equipamento reconhece o tipo de extracdo e ao mesmo
tempo valida a extragdo a partir do lote do kit). Clique entdo em
PROCEED (aqui o tipo de extracdo ja foi escolhido e validado) e sele-
cione OK (nesse momento as portas irdo abrir).

Coloque a plataforma no Maxwell devidamente encaixada.
Observe atentamente que cada rack possui a informagdo das posi-
¢Bes “frente” e “atras”, para que sejam devidamente colocadas em
suas posicdes no equipamento. Nesse momento os cartuchos ja
devem estar abertos e com as amostras e os tubos de eluicdo tam-
bém abertos com as tampas dos tubos voltadas para fora do equi-
pamento, de forma a garantir que os canais de extracdo do equipa-
mento sejam inseridos nos cartuchos.



Feche o equipamento no icone da porta e o processo de extra¢do
se iniciara. Todo o processo de extracdo dura cerca de 30 minutos.
Apobs esse tempo, o equipamento informa o término da operacdo e
solicita a abertura do equipamento para a retirada dos microtubos
contendo o RNA e dos cartuchos para descarte. Por fim, é preciso
higienizar as racks com alcool a 70% e inseri-las de volta no equipa-
mento para a esterilizacdo com UV por 1 minuto.

Observacdes:

« Para limpeza e higienizacdo do equipamento, utilizar alcool a
70% ao final do dia;

+ No caso de queda de energia, é possivel religar o equipamento
e continuar o procedimento, mas antes deve-se fazer o Clean
up;

+ Tanto o tablet quanto o equipamento precisam estar conecta-
dos na tomada.

6.2 EXTRAGCAO MANUAL COM EASYEXTRACT DNA-RNA

Devem estar dentro de cabines de biosseguranca os seguintes
materiais:

Vértex; Micropipeta de 200pL; Ponteiras de 200uL com barreira*;
Criotubos; Etiquetas e canetas; Descarte; Pinga; Microtubo de 1,5mL;
Tubos do tipo Falcon; Estantes; Borrifador contendo alcool 70%;
Papel toalha; Caixa de luvas.

Toda etapa da extracdo manual deverd ser feita na sala de
processamento de amostras.

Apbs aliquotar as amostras dos pacientes nos criotubos de 2mL,
uma aliquota de 80pL da amostra deve ser adicionada a um micro-
tubo de 1,5mL. Outros 2mL sdo adicionados a criotubos que sdo
entregues a sala de extracdo de RNA para seu devido acondiciona-
mento em -80°C.

1. Pipete 80pL de amostra em um microtubo de 1,5mL;

2. Adicione 20pL da solugdo de Easy Extract na aliquota de
80pL de amostra;
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3. Feche os tubos e agite em vortex por 15 segundos;
4. Incube a 95°C por 5 minutos;

5. Resfrie a amostra em banho de gelo antes de prosseguir
para a PCR.

NOTA: A extracdio manual s6 é realizada em amostras
transportadas em PBS.
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7 REACAO EM CADEIA DE POLIMERASE
QUANTITATIVA - TRANSCRIPTASE REVERSA
(RT-QPCR) PARA O DIAGNOSTICO DA COVID-19

ART-gPCR - Transcriptase Reversa - Reacdo em Cadeia da Polimerase
Quantitativa em Tempo Real, consiste em uma técnica da biologia
molecular que identifica e quantifica a carga viral em pacientes na
fase aguda da doenca, através da deteccao do material genético do
virus (RNAviral). Neste método, o RNA é primeiramente transcrito em
DNA complementar (cDNA) por transcriptase reversa do RNA total ou
RNA mensageiro (MRNA). O cDNA é entdo usado como modelo para
areacao qPCR (BUSTIN S, 2004).

De uma maneira geral, o ensaio de RT-qPCR baseia-se na ampli-
ficacdo de regides especificas do genoma viral em amostras obtidas
do trato respiratério por swab oro e/ou nasofaringeo para a detec-
¢do de infecgBes atuais, tornando-se assim o teste padrdo-ouro para
o diagnostico do virus SARS-CoV-2 (Sociedade Brasileira de Patologia
Clinica e Medicina Laboratorial, 2020; World Health Organization,
2020; LIU et al., 2020; RAMOS et al., 2020).

Sendo assim, esse ensaio permite que os individuos infectados
sejam identificados e isolados, a fim de reduzir a propagacdo da
infeccdo viral, além de permitir o rastreamento das taxas regionais e
nacionais de infec¢do para informar as autoridades de satde publica.

Em termos técnicos, a PCR em tempo real gera um threshold
(limite) e um ciclo limiar (CT, do inglés: Cycle Threshold). O threshold
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corresponde ao nivel de fluorescéncia, sendo essa maior que o back-
ground onde a reacado é detectada durante a fase exponencial.Ja o CT
é 0 ponto em que o produto (fluorescéncia) cruza um limite pré-de-
terminado (threshold) para cada amostra. Sendo assim, quanto maior
a quantidade de DNA alvo (sequéncia a ser amplificada) mais baixo
sera o CT, pois serdo necessarios menos numero de ciclos a reacdo
para ultrapassar o limiar (TANG, STRATTON, 2006).

Atualmente, os kits comerciais trazem primers e sondas para 0s
genes RARP (do inglés: RNA-dependent RNA polymerase), a fase de lei-
tura aberta ORF1ab, E (do inglés: envelope protein) e N (do inglés:
nucleocapsid protein) do novo coronavirus (BUSTIN & NOLAN, 2020).
O Nucleo de Pesquisa em Inovacdo Terapéutica - Suely Galdino
(NUPIT-SG), da UFPE, utiliza dois primers (N1 e N2) especificos do virus
SARS-Cov-2 para os ensaios da PCR. E, seguindo as recomenda¢des
do CDC, o NUPIT-SG considera um valor de CT até 40 como amostra
detectavel para a presenca do virus. Abaixo segue o protocolo para
realizacdo da PCR em tempo real, usando o kit IDT - cédigo 002088
- com 03 ensaios para RT-gPCR (N1, N2 e RP), GoTag® Probe 1-Step
RT-gqPCR (Promega, cat. A6121) e Controles positivos: 2019-nCoV_N
Positive Control Kit (clonagem do virus); Hs_RPP30 Positive Control Kit.

OBJETIVO

Descrever o ensaio de RT-qPCR para a detecc¢do quantitativa do novo
coronavirus 2019 (2019-nCoV) em amostras provenientes do trato
respiratério (swabs para naso e orofaringe).

REAGENTES E SUPRIMENTOS

« O Kit de primers/sondas utilizado é o kit - cédigo 002088- com
03 ensaios para RT-qPCR, contendo primers e sondas de hidro-
lise, publicados pelo CDC e produzidos com a qualidade ISO-
13485 da IDT. Esse kit detecta separadamente 03 regides do
genoma viral 2019-ncov (N1 e N2) e um controle interno da rea-
cdo RNase P (RP) (CDC, 2020).

* GoTaq® Probe 1-Step RT-qPCR (Promega, cat. A6121). O kit con-
tém uma formulagao 2X estabilizada com todos os componentes
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para PCR quantitativo (qPCR), pronta para uso, basta adicionar
os primers e sonda;

+ Controles positivos: 2019-nCoV_N Positive Control Kit (clonagem
do virus); Hs_RPP30 Positive Control Kit;

+ Agua de qualidade molecular, sem nuclease;

+ Barreira para aerossois P10, P200 e P1000;

« Tubos de microcentrifuga estéril e isentos de nuclease de 1,5mL;

+ Tiras de 0,2mL para tubos de reacdo PCR ou placas de reagao
para PCR em tempo real de 96 pogos e tiras épticas de 8 tam-
pas ou adesivo;

+ Caneta de marcacdo de laboratério;

+ Prateleiras para tubos de microcentrifuga de 1,5mL.

EQUIPAMENTOS

+ Estacdo de trabalho de PCR com lampada UV; fluxo laminar com
filtro HEPA classe 1000;

» Misturador vortex;

* Microcentrifuga;

* Micropipetas (2 ou 10pL, 200uL e 1000pL);

* Gelo ou ice block;

+ Sistema de detec¢do por PCR em tempo real.

DESCONTAMINANTES DE SUPERFICIE

+ DNAZapTM;

+ DNA AwayTM;

* RNAse AwayTM;

+ 10% de alvejante (dilui¢do 1:10 do hipoclorito de s6édio comer-
cial de 5,25-6,0%);

OBSERVAGOES DE BIOSSEGURANCA

O trabalho de laboratério de diagnéstico ndo propagativo deve ser
realizado em instalagdes e procedimentos equivalentes ao NB2.
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AO USAR A CABINE DE SEGURANGA BIOLOGICA, DEVE-SE:

1. Higienize a superficie da cabine com alcool etilico a 70%;

2. Higienize o material de trabalho com alcool etilico a 70% e aco-
modar na cabine de segurancga;

3. Ligue a lampada UV com o material por 15 minutos;

4. Aguarde 5 minutos para estabilizar o fluxo;

5. Ap6s colocar as maos na cabine, aguarde 1 minuto para come-
¢ar o trabalho;

6. Ao encerrar as atividades, higienize os materiais reutiliza-
veis que tiveram contato com material biolégico (por exemplo,
micropipetadores);

7. Acondicione todo material infectante para descarte;

8. Higienize com alcool etilico a 70% a superficie da cabine, ao
concluir;

9. Deixe a cabine funcionando por 5 minutos adicionais para que
0 equipamento filtre as particulas indesejaveis que ainda estiverem
na area de trabalho;

10. Apds o periodo citado acima, desligue o fluxo e encerrar a
atividade.

REACAO MASTER MIX E CONFIGURAGAO DA PLACA

1. Na estacdo de Preparo da PCR, ap6s deixar em UV por 15 minu-
tos com a placa e pipetas que serdo usadas, coloque o 2X Master Mix
e o primers/sondas em um bloco a frio durante todo o preparo;

2. Descongele a mistura principal de reacdo 2X e o primer/sonda
antes de usar;

ATENCAO: o Master Mix da Promega exige adicéo do dye cxr na
quantidade de 17uL para cada TmL de Master Mix ou 212,51l para
12,5mL de Master Mix.

3. Misture o 2X Master Mix e o primer/sondas por inversdo 5 vezes;

4. Centrifugue brevemente 2X Master Mix e primers/sondas e
retorne ao bloco frio;
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5. Rotule um tubo de microcentrifuga de 1,5mL para cada con-
junto de primers/sondas (N1, N2, RP);

6. Determine o numero de reac¢des (N) a serem configuradas por
ensaio. Realize o calculo com uma margem a mais, para provaveis
erros de pipetagem. Use o seguinte guia para determinar N:

a) Se o numero de amostras (n) incluindo controles for iguala 1 a
14, entdoN=n+1;

b) Se o nimero de amostras (n) incluindo controles for 15 ou
superior, entdo N =n + 2;

7. Para cada conjunto de primers/sondas, calcule a quantidade
de cada reagente a ser adicionado para cada mistura de reacdo (N =
numero de reacdes) (Tabela 3).

Tabela 3 - Relagdo de reagentes e quantidades para uso em
mastermix.

REAGENTES QUANTIDADE PARA 1

POCO
GoTag® Probe qPCR Master Mix,
10pL
dUTP (2X)
GoScript™ RT Mix for 1-Step RT-
0,4pL
gPCR (50X)
Mix de Primers e sonda 2019-nCOV 150l
(IDT) =K
Agua RNase DNase Free 3,1pL
TOTAL 15uL
OBS: 5 pL de RNA 5uL

Fonte: Autoria propria.

8. Distribua os reagentes em cada tubo de microcentrifuga rotu-
lado de 1,5mL. Apds a adicdo dos reagentes, homogeneize as mistu-
ras de reagao pipetando para cima e para baixo. Ndo vortexar;



9. Centrifugue por 5 segundos para coletar o conteddo na parte
inferior do tubo e, em seguida, coloque o tubo em uma prateleira
fria;

10. Instale os tubos ou placas da tira de reagdo em um rack mais
frio de 96 pocos;

11. Distribua 15pL de cada mistura principal nos pogos apro-
priados conforme desenho do plano de placa melhor adaptado pela
instituicao;

12. Antes de passar para a area de manipulacao de acidos ribo-

nucleicos, prepare as rea¢des no Template Control (NTC) (A1, A2 e A3)
na area de preparacdo do ensaio;

13. Pipete 5L de agua livre de nuclease nos pogos de amostra
NTC. Feche bem os pocos NTC antes de prosseguir;

14. Cubra toda a placa de reagdo e mova-a para a area de manu-
seio de acido ribonucleico da amostra.

ADICAO DA AMOSTRA

1. Agite no vértex os tubos de amostra de RNA por aproximada-
mente 5 segundos;

2. Apos a centrifugacao, coloque os tubos de amostra de RNA
extraidos no rack frio;

3. As amostras devem ser adicionadas (coluna 1 - 12, linhas C a
F) ao ensaio especifico que estd sendo testado. Pipete cuidadosa-
mente 5pL da primeira amostra em todos os po¢os marcados para
essa amostra. Mantenha outros pocos de amostra cobertos durante
a adicao;

4. Tampe com seguranca a coluna a qual a amostra foi adicio-
nada para evitar contaminagdo cruzada e garantir o rastreamento
da amostra;

NOTA: Troque as luvas quando necessdrio para evitar contaminagéo.

5. Repita as etapas 3 e 4 para as amostras restantes;

6. Adicione 5uL de amostra extraida do Human Specimen Control
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(HSC) aos respectivos pogos HSC. Tampe 0s po¢os com seguranca
apos a adicao;

7. Cubra toda a placa de reacdo e mova a placa de rea¢do para a
area de manuseio do controle positivo.

ADICAO DO CONTROLE

1. Pipete 5pL de RNA nCoVPC para os pogos de amostra nos po¢os
1H, 2H, 3H. Fechar bem os pogos apés a adicdo do RNA de controle.

NOTA: Se estiver usando tiras de 8 tubos, identifique a TAB de cada tira
para indicar a posicéo da amostra. NAO ETIQUETE O TOPO DOS TUBOS
DE REACAO.

2. Centrifugue brevemente as tiras do tubo de reacdo por 10 a
15 segundos. Apos a centrifugacdo, retorne ao rack frio.

NOTA: Se estiver usando placas de 96 pocos, centrifugue por 30
segundos a 500g, 4°C.

Quadro 1 - Ciclagem utilizada para o ensaio molecular da RT-qPCR para o
diagnostico da COVID-19.

Etapa Ciclos Temperatura Tempo
Desnaturacao 1 45° C 15 minutos
Anelamento 1 55°C 30 segundos
Amplificagdo 45 95° C 3 segundos

Fonte: Autoria propria.
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ANALISE E INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS

Ap6s o final da termociclagem, os dados precisam ser salvos para
posterior analise dos resultados. As analises devem ser realizadas
separadamente para cada alvo e os limites devem ser ajustados para
ficar na fase exponencial das curvas de fluorescéncia e acima de
qualquer sinal de fundo.

1. NTCsdevemser negativos e ndo exibir curvasde crescimento
de fluorescéncia que cruzem a linha do limiar;

a) Se um falso positivo ocorrer com uma ou mais das reagdes
NTC do iniciador e da sonda, pode ter ocorrido contamina-
¢do da amostra;

b) Invalide a execuc¢do e repita o ensaio com uma aderéncia
mais rigorosa as diretrizes do procedimento.

2. A RP (Controle Endégeno Humano) deve ser positiva antes
de 40 ciclos para todas as amostras clinicas e HSC. Isso
indica a presenca de acido ribonucleico suficiente do gene
RNaseP humano e que a amostra é de qualidade aceitavel;

a) Falha na detec¢do da RNaseP no HSC pode indicar:
+ Configuragdo e execugdo inadequadas do ensaio;
+ Mau funcionamento do reagente ou equipamento.

b) Deteccdo da RNaseP no HSC, mas falha na deteccdo da
RNaseP em qualquer uma das amostras clinicas pode indicar:

+ Extracdo inadequada de nucleotideo de materiais clinicos,
resultando em perda de acido ribonucleico ou transferéncia de
inibidores de PCR de amostras clinicas;

+ Auséncia de material celular humano suficiente na amostra
para permitir a deteccdo.

3. O HSC deve ser negativo para conjuntos de primers/sondas
especificos para 2019-nCoV;

a) Se qualquer primer/sonda especifica para 2019-nCoV exibir
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uma curva de crescimento que cruze a linha do limite, interprete da
seguinte maneira:

+ Contaminacgdo de reagentes de extracdo de acido ribonucleico
pode ter ocorrido. Invalide a execucdo e confirme a integridade
dos reagentes de extra¢do de acido ribonucleico antes de mais
testes;

+ A contaminacdo cruzada das amostras ocorreu durante os pro-
cedimentos de extra¢do de acido ribonucleico ou a configura-
¢do do ensaio. Invalide a execucdo e repita o ensaio com ade-
réncia mais rigorosa as diretrizes do procedimento.

4. Quando todos os controles exibem o desempenho esperado,
UMA AMOSTRA E CONSIDERADA NEGATIVA, se todas as curvas
de crescimento do limiar do ciclo 2019-nCoV (N1, N2) NAO
ultrapassarem o limite (CT>40) e a curva de crescimento da
RNaseP cruzar a linha do limite (CT<40);

5. Quando todos os controles exibem o desempenho esperado,
UMA AMOSTRA E CONSIDERADA POSITIVA para 2019-nCoV se
todos os marcadores (N1, N2) da curva de crescimento do
limiar do ciclo cruzarem a linha do limiar (CT<40). A RNaseP
pode ou ndo ser positiva como descrito acima, mas o resultado
2019-nCoV ainda é valido;

6. Quando todos os controles exibem o desempenho esperado e
as curvas CT para os marcadores 2019-nCoV (N1, N2) e o marca-
dor RNaseP NAO cruzam a curva de crescimento do limite do
ciclo (CT<40), o resultado é invalido. O RNA extraido da amos-
tra deve ser re-testado. Se o RNA residual ndo estiver disponivel,
extraia novamente o RNA da amostra residual e teste novamente.
Se a amostra retestada for negativa para todos os marcadores e
todos os controles exibirem o desempenho esperado, o resultado
sera “Invalido”;

7. Quando todos os controles exibem o desempenho esperado e
a curva de crescimento do limiar do ciclo para qualquer um ou
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dois marcadores (N1, N2), MAS NAO TODOS OS TRES, cruzam a
linha do limite, O RESULTADO E INCONCLUSIVO para 2019-nCoV.
Volte a extrair o RNA da amostra residual e teste novamente
(Figura 10).

Figura 10 - Interpretacdo de resultados.

2019 nCoV_N1 2019 nCoV_N2 RP Interpretagdo dos r Itad
+ + * 2019-nCoV detectado
+ 2019-nCoV NAO detectado
Apenas uma regido positiva E Inconclusivo

Resultado Invalido

Fonte: CDC, 2020.
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8 EMISSAO DOS LAUDOS: ANALISE, CONFERENCIA
E RASTREABILIDADE DOS DADOS

A etapa final do diagnéstico envolve a analise dos resultados e a libe-
racdo dos exames. Com um volume de processamento diario signifi-
cativo, torna-se um desafio lidar com a quantidade de dados e infor-
macdes obtidas, assegurando-se o controle de qualidade. Nesse sen-
tido, o NUPIT-SG organizou um fluxo de informagdes e atividades
com a finalidade de sistematizar o trabalho e evitar erros aleatérios
ou operacionais.

Assim, todas as etapas que precedem a liberacdo dos exames sdo
realizadas com pelo menos uma dupla verificagao, utilizando um sis-
tema de planilhas que permite a conferéncia dos dados, a confiden-
cialidade das informacG&es e o rastreamento das amostras.

A fase de conferéncia consiste na verificagdo dos dados dos
pacientes que constam na identificacdo do tubo com os dados pre-
sentes na lista recebida pelo Laboratério Central de Pernambuco
(LACEN-PE) e no sistema de Gerenciamento de Ambiente Laboratorial
(GAL), uma vez que o NUPIT-SG, na condi¢do de laboratério de cam-
panha, ndo dispde de software laboratorial proprio para liberacdo
dos exames. Em caso de inconformidades, tais como divergéncia
com o nome do paciente, nimero do GAL, tubo sem amostra ou com
problemas de integridade, entre outras, as mesmas sdo registradas
no caderno de ocorréncias, reportadas ao LACEN e retificadas nas
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planilhas de trabalho do NUPIT-SG. Com o intuito de garantir a con-
fidencialidade, a seguranca e o armazenamento dos dados de pro-
fissionais e pacientes envolvidos no diagnostico, o NUPIT-SG dispde
de mecanismos de backup cujo acesso é restrito aos membros da
gestdo.

Apos a conferéncia dos dados e verificacdo de possiveis incon-
formidades, as amostras sdo aprovadas na triagem do sistema GAL
(Figura 11), o que indica o recebimento das mesmas pelo NUPIT-SG.
Na plataforma do GAL as amostras passam por ao menos 3 etapas,
sdo elas: (i) aprovagdo na triagem, (ii) registro do resultado e (iii) libe-
racdo do exame.

Outras atividades sdo possiveis, como a consulta do status por
exame ou por paciente, bem como a inser¢ao de um novo cadastro e
a impressao do laudo (Figura 11). Ao ser admitida no NUPIT-SG, cada
amostra recebe um cédigo de identificacdo interno, o qual em con-
junto com outras informagdes referentes ao paciente e a amostra,
sdo adicionadas nas planilhas de fluxo interno, a fim de assegurar a
conferéncia e rastreabilidade das informacdes.

O processo de aprovagao da requisicdo na triagem do sistema
GAL é simples e intuitivo. Apds a conferéncia dos dados de cada
paciente as amostras sao selecionadas e aprovadas clicando na barra
“APROVAR". Em caso de problemas que possam impedir a realiza¢do
do teste, a requisi¢do é devolvida ao LACEN via GAL com a sele¢do da
opcdo “DESCARTAR" na tela de triagem do GAL.



Figura 11 - Utilizacdo da plataforma do sistema Gerenciador de Ambiente
Laboratorial (GAL). (A) Barra de acesso a Triagem do sistema GAL; (B) Acesso
a Entrada de Resultado, na qual os resultados sdo inseridos no sistema; (C)
Liberacdo de resultados por paciente ou por exame; (D) Aba para impressdes
dos laudos emitidos; (E) Barra para consulta de exames.

<« C A Nioseguro | galsaudepe.gov.br/gal/laboratorio e

NUCLEO DE PESQUISA EM INOVACAO TERAPEUTICA NUPIT

@ () Automagdo

FONTE: Gerenciador de Ambiente Laboratorial (2021).

Uma vez que o exame é processado no NUPIT-SG e as amostras
aprovadas na triagem, o cadastro dos resultados é realizado na tela
de “ENTRADA DE RESULTADOS" do sistema GAL. Apds o cadastro dos
resultados, uma nova etapa de conferéncia é realizada com a finali-
dade de mitigar erros na liberacdo dos resultados antes da liberagao
do laudo pelo sistema GAL. Durante as etapas de cadastro e libera-
¢do de resultados, as planilhas de fluxo interno de amostras séo uti-
lizadas para garantir a rastreabilidade das amostras e a conferéncia
dos resultados (Figura 11).

Com o término da RT-qPCR, a analise dos dados envolve as eta-
pas esquematizadas na Figura 12. Especificamente, os dados da rea-
¢do em cadeia de polimerase sao exportados em planilha de Excel
e em seguida enviados para o revisor 1 a fim de verificar se os con-
troles da reacao-controles positivos do virus SARs-COV2, controle RP
humano, ambos fornecidos no KIT CDC- Atlanta-EUA, e o controle
negativo estdo em conformidade com os valores de CT (Figura 12).
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Figura 12 - Fluxograma de liberagdo dos resultados.

Fluxo de Liberagao de Resultados
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resultados registrados
no GAL

Registrar
resultado no GAL [«
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a0
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FONTE: Elaborado pelo autor (2021).

Caso haja alguma inconformidade, as equipes que realizam a
RT-qPCR sdo rapidamente acionadas para correcao do problema ou
repeticdo do teste. Uma vez finalizada a revisdo 1, os dados sdo enca-
minhados para os analistas, os quais realizam a verificacdo dos valo-
res de CT de todas as amostras da placa para determinacdo do status
do exame (positivo, negativo ou repeti¢do).

Segundo a interpretacdo dos resultados sugerida no Kit CDC,
os analistas preenchem a planilha modelo, onde deve constar o
codigo interno, o numero de requisi¢do do exame e o nome de cada
paciente. Por fim, realizam o cadastro do resultado no sistema GAL,
sinalizando alguma possivel inconformidade ao revisor 1.

Em seguida, a planilha preenchida pelo analista é enviada para
o revisor 2, o qual faz a verificacdo dos resultados, a organizacdo e
insercdo das planilhas no Drive. As planilhas disponibilizadas no Drive
sdo entdo revisadas pela equipe de analise e liberagdo dos exames,
a qual deve verificar a conformidade entre as informagdes contidas
nas planilhas com aquelas cadastradas no GAL antes da liberacao
dos exames.

Além da disponibilizacdo dos laudos via sistema Gal, os resulta-
dos dos exames realizados no NUPIT-SG sdo incluidos como parte
de relatérios, boletins e artigos cientificos com a finalidade de que a
divulgacao das informagdes tenha utilidade social para elaboragao
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de estratégias e esfor¢os no enfrentamento da COVID-19 (Quadro 2).

Quadro 2 — Interpretacgdo de resultados gerados pelo Kit de diagnostico do CDC.

2019 nCoV_ Interpretacgao dos
2019 nCoV_N1 N2 RP resultados
+ + + 2019-nCoV detectado
- . + 2019-nCoV NAO detectado

Apenas uma regidao positiva Inconclusivo

+

_ - - Resultado Invélido

Fonte: Painel de diagnéstico de RT-PCR em tempo real CDC 2019-Novel Coro-
navirus (2019-nCoV) (2021).
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9 PLANO DE RESPOSTA A EMERGENCIAS /
INCIDENTES

Mesmo ao realizar trabalhos de baixo risco e apds todos os requi-
sitos basicos de biosseguranca, os incidentes ainda podem ocor-
rer. Reduzir a probabilidade de exposicao/liberacdo de agente bio-
Iégico ou para reduzir as consequéncias de tais incidentes, deve
ser desenvolvido um plano de contingéncia que forneca Protocolos
Operacionais Padrao (POPs) especificos a serem seguidos em possi-
veis cendrios de emergéncia, que se aplicam ao trabalho local e ao
meio ambiente. A equipe deve ser treinada nesses procedimentos e
devem ocorrer treinamentos periddicos de atualizacdo para manter
a competéncia.

1. Kits de primeiros socorros - devem estar disponiveis e facil-
mente acessiveis, incluindo suprimentos médicos, como lavagens
oculares e ataduras. Os kits devem ser verificados rotineiramente
para garantir que os produtos estejam dentro da validade de uso e
em quantidade suficiente.

Todos os incidentes devem ser relatados as autoridades pessoais em

tempo hdbil. Um registro escrito de acidentes e incidentes deve ser
mantido, de acordo com regulamentos nacionais, quando aplicdvel.
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2. Kits de derramamento - devem estar disponiveis e facilmente
acessiveis, incluindo desinfetantes. Dependendo do tamanho, locali-
zac¢do, concentragao e/ou volume do derramamento, diferentes pro-
tocolos podem ser necessarios. Procedimentos escritos para limpeza
e descontamina¢do de derramamentos devem ser desenvolvidos
para o laboratério, seguidos de treinamento adequado a equipe.

3. Formacdo de aerosséis potencialmente infecciosos (fora
de uma CSB) - Todas as pessoas devem evacuar a area afetada e as
que tenham sido expostas devem ser encaminhadas a um meédico.
O supervisor do laboratério e o responsavel da seguranca bioldgica
devem ser informados imediatamente. Ninguém deve entrar na sala
durante um espaco de tempo minimo apropriado (por exemplo, 1
hora), para permitir a evacuacao dos aerossois e o depésito das par-
ticulas mais pesadas. Se o laboratério ndo tiver um sistema central
de exaustdo do ar, a entrada deve ser retardada, por exemplo, por 24
horas. Devem colocar-se sinais indicando que a entrada é proibida.
ApOs este prazo, a descontaminacao deve continuar controlada pelo
responsavel da seguranca biologica. Deve-se utilizar roupa de prote-
¢do apropriada e protecdo respiratoria.

4. Quebra de tubos contendo material potencialmente infec-
cioso dentro de centrifugas que nao tém recipientes estanques
- Se ocorrer ou se suspeitar-se de uma quebra enquanto a maquina
estd em funcionamento, deve-se parar o motor e deixar a maquina
fechada durante em torno de 30 minutos, para permitir o depdsito
do material. Se a quebra for descoberta quando a maquina parar,
deve-se a fechar a tampa imediatamente e esperar cerca de 30 minu-
tos. Nos dois casos, o responsavel da seguranca biolégica deve ser
informado. Para todas as operac8es seguintes deve se utilizar luvas
resistentes (por exemplo, de borracha espessa) e cobertas, se neces-
sario, por luvas descartaveis. Para retirar restos de vidro, deve se uti-
lizar pingcas guarnecidas ou ndo de algoddo. Todos os tubos partidos,
fragmentos de vidro, recipientes e o rotor devem ser colocados num
desinfetante ndo-corrosivo cuja eficacia contra o organismo impli-
cado seja conhecida. Os tubos intactos e arrolhados podem ser colo-
cados em desinfetante num recipiente separado e depois recupera-
dos. A cuba da centrifuga deve ser esfregada com o mesmo desin-
fetante, numa diluicdo apropriada, esfregada de novo, lavada com
agua e, finalmente, seca. Todos os materiais utilizados na limpeza
devem ser considerados como residuos infecciosos.



5. Processo de limpeza de derrames - No caso de derrame de
material infeccioso ou potencialmente infeccioso, deve-se utilizar o
seguinte processo de limpeza:

a) Utilize luvas e vestuario protetor, incluindo, protecdo para a face
e os olhos;

b) Para ndo deixar espalhar, cubra o derrame com toalhas de
papel ou de pano;

) Deite um desinfetante apropriado sobre as toalhas de papel e a
area circundante;

d) Aplique o desinfetante de forma concéntrica, principiando pelo
exterior da drea do derrame e avancando para o centro;

e) Depois de um periodo minimo apropriado (por exemplo, 30
minutos), retire os materiais. No caso de haver vidro partido ou
outros objetos cortantes, utilize um apanhador ou uma pinga
para recolher o material e coloca-lo num recipiente resistente
para eliminagao;

f) Limpe e desinfete a area do derrame (se necessario, repetir os
passos 2 - 5);

g) Descarte os materiais contaminados em um recipiente de resi-
duos contaminados.



10 DIRETRIZES DO CONTROLE DA QUALIDADE
PARA A EXECUCAO DO DIAGNOSTICO DA COVID-
19 NO NUPIT-SG

Visto que o NUPIT-SG vem executando o diagnéstico molecular da
COVID-19 e exercendo dessa forma a funcdo de laboratério de ana-
lises clinicas, torna-se necessaria a ado¢do de determinadas normas
de biosseguranca e controle de qualidade contidas em normativas
de referéncia nacional.

As normas seguidas estao de acordo com a portarian®3.204:2010/
MS, a qual descreve norma técnica de biosseguranca para laboraté-
rios de Saude Publica; a RDC 302: 2005/ANVISA/MS, que dispde sobre
regulamento técnico de funcionamento de laboratoérios clinicos; e a
ABNT NBRISO 15189:2015, a qual especifica os requisitos para a com-
peténcia e qualidade que sdo especificos para laboratérios clinicos.

A adogdo das normas de biosseguranca e controle da qualidade
visam otimizar o trabalho executado no laboratério, garantindo
seguranca, agilidade e eficiéncia na libera¢do dos laudos aos pacien-
tes, sem haver perda da confiabilidade dos resultados ou riscos aos
profissionais envolvidos em todas as etapas do diagndéstico. Também
tem por objetivo garantir a rastreabilidade de possiveis problemas
no fluxo, permitindo assim a rapida solu¢do das eventualidades e
possiveis indica¢Bes de treinamentos/reciclagens.

A confeccdo e constante atualizagdo de um manual geral, dos
procedimentos operacionais e instru¢des de equipamento e trabalho
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visam garantir a manutenc¢do da qualidade e o aperfeicoamento das
atividades técnicas executadas, sem haver perda de etapas cruciais
que possam influenciar nos resultados dos exames ou até na segu-
rancga dos profissionais.

Este capitulo esta dividido em trés sessdes, as quais descrevem
os requisitos adotados pelo NUPIT-SG a nivel de DIRECAO, TECNICOS
e de BIOSSEGURANCA. Adequacdes estruturais e de fluxograma reali-
zadas, bem como as atribui¢des e responsabilidades estdo descritas.

10.1 REQUISITOS DA DIRECAO

Cadastro no RPELAB

Conforme recomenda a portaria SES N° 74 de 21 de fevereiro de 2019,
0 NUPIT-SG esta devidamente cadastrado na Rede Pernambucana de
Laboratérios (RPELAB). O laboratério se compromete a realizar a atu-
alizacdo do cadastro anualmente ou sempre que necessario.

Implantacdo da politica da qualidade

Para que uma politica da qualidade fosse implantada no NUPIT-SG,
e para cumprir parte das exigéncias desse processo de acordo com
as normativas, foi formada uma comissdo de gestdo da qualidade,
composta inicialmente por quatro componentes, todos com forma-
¢do de ensino superior e pés-graduacdo em areas afins. A comissdo
formada sempre devera possuir integrantes que possuam experién-
cia de gestdo da qualidade, bem como conhecimento técnico sobre o
fluxograma do(s) diagnéstico(s) realizado(s).

Os integrantes desta comissao possuem a missdo de implemen-
tar exigéncias estabelecidas pelas normativas de referéncia (RDC
302: 2005/ANVISA/MS e ABNT NBR ISO 15189:2015), bem como infor-
mar e treinar novos profissionais, garantindo assim a continuidade
do processo de qualidade, bem como a sua atualiza¢do e aprimora-
mento. Também devem se comprometer na manutenc¢do dos pro-
cessos ja implementados e, ainda, providenciar melhorias, ajustes,
substitui¢des, atualizagBes e reciclagens necessarias.

Como exigéncia da normativa referente a implementacdo da bios-
seguranca, a comissao precisa monitorar a correta execuc¢do dos pro-
cessos que envolvam risco biolégico ou riscos de quaisquer origens
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e ainda a correta identificacdo dos locais e objetos que apresentem
riscos. Adicionalmente, precisam garantir, por meio de comunicagdo
com as partes responsaveis, o suprimento dos EPIs e Equipamentos
de Protecdo Coletiva (EPCs) para toda a equipe envolvida.

Finalmente, fica também sob responsabilidade da comissdo
da qualidade a elaboragdo e atualizacdo dos POPs, Instru¢des de
Equipamento (IEs) e Instrucdes de Trabalho (ITs), além dos formula-
rios da qualidade.

Organograma

A estrutura hierarquica do NUPIT-SG apresenta-se da seguinte
maneira: diretor(a); coordenador(a) geral; supervisores; analistas;
revisores de laudo; técnicos para a execugao do diagndstico; volantes.

A direcdo deve participar de reunides com representantes do
poder publico, apresentar os dados epidemiol6gicos atualizados
da COVID-19 obtidos na instituicdo (a partir de boletins epidemio-
|égicos), captar recursos para a aquisicdo de insumos e equipamen-
tos, bem como para a providéncia de contratos e realizar a sele¢do
e capacitacdo de profissionais para compor a equipe do diagndstico.
Adicionalmente, a dire¢do também deve supervisionar as atividades
da coordenagdo geral.

A coordenacdo geral deve supervisionar as atividades gerais exe-
cutadas no NUPIT-SG, em especial relacionadas aos controles intra- e
interlaboratoriais, monitorar o abastecimento de insumos de bios-
seguranca e reagentes em conjunto com os supervisores, verificar a
implementacdo do sistema de gestdo de qualidade, coordenar a ela-
borag¢do de notas técnicas e garantir a comunicacdo entre NUPIT-SG
e 0 LACEN-PE para alinhar decisdes e defini¢des no fluxo diagnostico.

Os supervisores devem reportar e solucionar, junto com a equipe
técnica e de analistas, as ocorréncias do dia, comunicando a coor-
denacdo geral e a direcdo (caso necessario) as atitudes tomadas e
0s possiveis ajustes e planos de a¢do executados, para que assim as
recorréncias sejam evitadas. Também devem analisar a execu¢do do
trabalho da equipe técnica, receber e organizar, junto com a equipe
responsavel pelo almoxarifado, os insumos comprados/recebidos e
ainda garantir a ordem e a organizacdo geral das salas de convivén-
cia e laboratérios.

Os técnicos responsaveis pela execuc¢do do diagndstico devem
exercer, respeitando o hordrio e os dias pré-definidos, suas
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respectivas fun¢des/atribuicdes, que sdo divididas em recebimento
e processamento das amostras, extracdo de RNA e execugdo da
RT-qPCR. Também devem preencher os formularios que fazem parte
da gestdo da qualidade, tais como registro de temperaturas e uso de
equipamentos. Devem ainda garantir a organizacao e limpeza dos
respectivos laboratoérios, solicitando, caso necessario, o auxilio da
equipe de limpeza terceirizada contratada. Finalmente, devem repor-
tar possiveis problemas nos freezers, geladeiras e equipamentos de
uso no diagnéstico.

Os analistas devem realizar a triagem dos dados brutos recebidos
pela equipe responsavel pela RT-gPCR, sinalizar as repeti¢8es neces-
sarias e enviar as planilhas com os dados ja triados para a equipe de
cadastro dos resultados. Os revisores de laudo, por sua vez, devem
realizar a dupla checagem dos registros realizados pelos analistas,
preencher a planilha de fluxo presente no Drive compartilhado, e
finalmente liberar os laudos no sistema informatizado (GAL), sem-
pre conferindo com as informagdes contidas nas planilhas. Também
precisam realizar um continuo monitoramento do fluxo para rastrear
amostras com liberagdo ou repeticdo pendentes (Organograma 1).

Organograma 1 - Organograma do NUPIT-SG.

[ COORDENAGAO GERAL (responsavel técnico) (01) ]

v

SUPERVISORES (04) ]

ANALISTAS ] [ REVISORES DE LAUDO ]

[ TECNICOS (EXECUGAO ] [

DO DIAGNOSTICO)

FONTE: Autoria propria.



Controle de documentacdo interna, externa e obsoleta

Para garantir a rastreabilidade da documentacdo recebida, bem
como das notas técnicas e oficios gerados pelo NUPIT-SG, uma pasta
especifica em um Drive (de acesso restrito) foi criada com finalidade
de armazenamento em nuvem. Um formulario contendo a lista dos
documentos exigidos pelo sistema de gestdo da qualidade (lista mes-
tra) foi elaborado e nele existe um campo onde sdo informadas as
datas de aprovacdo, de revisdo, bem como o nimero da revisdo e o
responsavel. Essas datas garantem que haja o rastreio dos formula-
rios obsoletos, assim impedindo a utilizagdo e garantindo a realiza-
¢do da atualizacdo periédica dos POPs, IEs e ITs.

A disponibilidade de toda a documentacdo no Drive garante o
acesso sempre que preciso por todos os envolvidos no diagnéstico.

Avaliagdo periddica de fornecedores de servicos e suprimentos

Dentre as responsabilidades da coordenacdo geral esta a aquisi-
¢do de servicos, equipamentos, reagentes e suprimentos. Para tal,
é necessario primeiramente que haja a sinalizacdo da necessidade,
feita pelos técnicos em cada setor, que é entdo comunicada aos
supervisores. Todas as compras de reagentes e suprimentos sao rea-
lizadas ap6s uma avaliacdo prévia dos fornecedores externos. Essa
avaliagdo tem por objetivo garantir melhor negociacdo de preco,
maior qualidade do produto adquirido e menor prazo de entrega.

Devido a alta demanda mundial do uso de insumos para o diag-
nostico da COVID tem-se notado uma escassez de varios produtos,
0 que resulta em alta dos precos e maior tempo na entrega. Diante
dessa realidade, o NUPIT tem uma equipe voltada para solicitar a
cotacao frente a mais de uma empresa e a depender da avaliagdo/
valor, realizar a aquisicdo e cobrar o cumprimento dos prazos.

Além disso, a aquisicdo de servi¢os e equipamentos permanen-
tes é feito respeitando os tramites legais segundo o 6rgao regulador,
a saber, a Fundacao de Apoio ao Desenvolvimento da Universidade
Federal de Pernambuco (FADE). Os passos a serem seguidos sdo os
seguintes: envio dos orcamentos pelas empresas referente ao pro-
duto indicado anteriormente no projeto de pesquisa para a FADE;
avaliagdo do quadro de apuragao pela equipe técnica do NUPIT; indi-
cagdo de compra perante a FADE e aprovacdo da compra. O recebi-
mento de todos 0s servicos e equipamentos adquiridos sdo acompa-
nhados pela equipe interna do NUPIT.



Registro das reclamagdes e ndo conformidades

As ndo conformidades e reclamagdes precisam ser registradas for-
malmente em formularios especificos, para que assim possam ser
executadas as a¢des necessarias a resolu¢do dos ocorridos. Um for-
mulario para o monitoramento das ndo conformidades em amos-
tras biolégicas foi elaborado com o intuito de dar uma devolutiva aos
municipios ou laboratérios quanto ao correto envio de espécimes cli-
nicos. Neste mesmo formulario, é registrada a acdo de tratamento da
ndo conformidade.

Procedimentos para o tratamento das ndo conformidades em
amostras bioldgicas

Os procedimentos adotados para o tratamento de cada uma das nao
conformidades observadas na rotina do laboratério quanto as amos-
tras bioldgicas recebidas, sdo descritos a seguir.

a) Amostras com identificago ilegivel: caso ndo seja possivel identi-
ficar o paciente a partir da etiqueta contida no tubo, a amostra
devera ser descartada e o exame descartado no GAL com a res-
pectiva justificativa;

b) Amostras em meio de transporte inadequado: caso o meio de
transporte liquido esteja com aparéncia distinta da comu-
mente observada (cor ou aspecto estranhos), uma observagao
devera ser inserida na planilha compartilhada (processamento
de amostras_dd.mm.aaa);

¢) Amostras extravasadas dentro do isopor de transporte: todas as
amostras potencialmente contaminadas devem ser descarta-
das, bem como os respectivos exames no GAL.

d) Tubos rachados: caso o tubo contendo a amostra esteja rachado
ou com alguma avaria aparente, a amostra deve ser descar-
tada, bem como o respectivo exame no GAL;

e) Tubo Falcon inadequado para o transporte da amostra bioldgica:
a amostra podera ser processada em caso de ndo haver extra-
vasamento, porém o municipio devera ser notificado quanto
ao uso do Falcon, com o intuito de haver a substituicdo do tipo
usado;



f) Tubos sem swab de nasofaringe ou sem meio liquido de trans-
porte: caso o tubo venha sem swab ou sem o meio de trans-
porte, a amostra deve ser descartada, bem como o respectivo
exame no GAL;

8) Amostras que néo constam o nome na lista de pacientes enviados:
0 nome podera ser inserido na lista com o cédigo atribuido na
sala de processamento, desde que a etiqueta contida no tubo
esteja legivel;

h) Nomes que constam na lista enviada, porém sem amostra enviada:
0 exame devera ser descartado no GAL, especificando-se o
motivo do descarte;

i) Nomes duplicados na lista enviada: observar, antes de realizar a
correcdo na planilha, se ha algum paciente faltando (amostra
recebida sem o nome na planilha);

j) Dois tubos de um mesmo paciente: verificar se foram duas cole-
tas realizadas em momentos diferentes; caso ndo, verificar o
nome do local de origem escrito no tubo ou alguma informacgao
que auxilie a diferenciacdo. Caso ndo seja possivel a diferencia-
¢do, o tubo deve ser descartado, bem como o exame no GAL.

Na planilha compartilhada (processamento de amostras_dd.mm.
aaa) presente no Drive, deverdo ser inseridas quaisquer informacdes
que possam ajudar na rastreabilidade de problemas envolvendo
os resultados dos exames. Nesta planilha constam os nomes dos
pacientes recebidos no dia, e ao lado, sdo inseridas as observacdes
pertinentes para cada amostra.

O formulario de ndo conformidades (FORMULARIO N°5 -
MONITORAMENTO DAS NAO CONFORMIDADES EM AMOSTRAS
BIOLOGICAS) deveré ser preenchido sempre que cabivel, e a devolu-
tiva para o municipio ou laboratério também precisara ocorrer sem-
pre que necessario, a fim de evitar a persisténcia do problema em
questao.

10.2 REQUISITOS TECNICOS

Recursos humanos e qualificacéo

A equipe do NUPIT-SG é formada por um corpo técnico-cientifico
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especializado para o desenvolvimento correto das atividades propos-
tas. Sao ao todo, 40 profissionais divididos em 07 setores de acordo
com as atividades realizadas, todos esses subordinados a coordena-
¢do geral e direcdo. Mediante necessidade, a equipe é comunicada e
treinada acerca de atualiza¢Bes de protocolos.

Estdo envolvidos na execucdo das atividades alunos de gradua-
¢do dos cursos de Biomedicina, Ciéncias Biolégicas e Farmacia, alu-
nos de pos-graduacdo (mestrado e doutorado), pés-doutorandos e
professores da UFPE.

Instalagées do laboratdrio e adequacgdes as atividades
executadas

Para o recebimento das amostras de swab a serem submetidas ao
diagnéstico da COVID-19, o NUPIT-SG possui uma recepgdo especi-
fica, onde profissionais envolvidos na organizacdo geral recolhem o
material enviado do LACEN-PE ou dos municipios do Estado. O isopor
Ou caixa térmica sdo entdo entregues aos técnicos na sala de proces-
samento 1.

Para a execugao do diagnostico molecular, o NUPIT-SG dispde de
uma sala de processamento, a qual é subdividida em dois espagos
(Processamento 1 e 2), uma sala de extracao e uma sala de pré-PCR
1 e 2, sendo a pré-PCR 1 a sala de preparo do master mix da PCR e
plagueamento, e a sala pré-PCR 2 é a sala de aplicacdo das amostras
ja extraidas.

Todas as salas possuem uma antessala onde os profissionais rea-
lizam a paramentacdo, para que assim possam entrar em seguranga
no ambiente potencialmente infectado (porta exclusiva para entrada
de pessoal). EPIs como macacdo de seguranca biolégica, avental,
luvas, mascara, touca e propé estdao sempre disponiveis para o uso.
Todas as salas também possuem janelas de comunicacdo para o
recebimento e entrega de amostras a processar/processadas, bem
como de insumos.

Para a sala de processamento, devido ao alto risco de contamina-
¢do, ha uma sala especifica para a desparamentacdo dos profissio-
nais, com lixeiras e pia para lavagem das mdos. Ao se desparamen-
tar, os profissionais devem se retirar do local a partir de uma porta
exclusiva de saida de pessoal. As salas de processamento também
possuem luz UV, a qual é mantida ligada por ao menos 15 minutos,
sempre que se finaliza o expediente.



Todos as salas do NUPIT-SG possuem iluminacdo adequada, bem
como sdo climatizadas, tendo a temperatura e a umidade ambiental
monitoradas diariamente. Lixeiros com identificagdo de risco biolé-
gico estdo posicionados em todos os ambientes.

As salas de pré-PCR 1 e 2 estdo estrategicamente localizadas (dis-
tantes da sala de processamento), de tal forma que a sala de preparo
do mix seja a mais limpa, garantindo uma menor chance de contami-
nac¢do, principalmente dos reagentes.

Controle de acesso a dreas restritas

Em todas as portas de seus laboratérios, o NUPIT-SG insere iden-
tificagdo, contendo o nome do laboratério ou da atividade execu-
tada, bem como se é uma area de acesso restrito a equipe execu-
tora do diagnostico e/ou de limpeza e, ainda, se é de risco biolégico.
Segurancgas controlam o acesso de pessoas externas ao NUPIT-SG,
dificultando assim o acesso indevido a areas que apresentem risco
ou que contenham equipamentos ou documentos sigilosos.

Monitoramento, controle e registro de condicoes ambientais

Em todas as salas de execucdo do diagnodstico, existem termo-hi-
grometros que registram a temperatura e a umidade do ambiente,
assim como a variacdo ao longo do dia. Um formulario especifico
é preenchido diariamente (FORMULARIO N°2 - MONITORAMENTO
DE TEMPERATURA E UMIDADE AMBIENTAL), no inicio e no final do
expediente, com as informacdes de temperatura pontual, maxima e
minima, assim como a umidade pontual, maxima e minima.

Ao final de cada més, o formulario preenchido é arquivado e um
novo é colocado préximo ao equipamento de monitoramento. Caso
haja uma variacdo elevada das condi¢des especificadas para cada
sala, deve-se abrir uma ag¢do corretiva, com o intuito de verificar e
solucionar o problema.

Identificacéo dos equipamentos e lista mestra

Todos os equipamentos sdo identificados com um cédigo. Este
codigo estd presente nos equipamentos em forma de etiqueta,
seguindo uma logica alfanumérica (por exemplo, para os quatro
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termocicladores presentes na sala de PCR - TCO1 a TC04). Para cada
sala, € mantida uma lista mestra de equipamentos, que deve se
manter sempre atualizada. Na lista mestra estdo informag6es como
cédigo, nome do equipamento, modelo/marca, niumero de série,
tombamento (quando aplicavel), periodicidade de manutencdo pre-
ventiva etc. As listas mestras sdo mantidas dentro da pasta de docu-
mentos da qualidade, no Drive compartilhado de uso restrito.

Procedimento de protecédo, confidencialidade e backup dos dados

Todos os pacientes recebem um cédigo interno inequivoco para
garantir a confidencialidade dos dados e da identidade nos docu-
mentos gerados. As listas com os nomes dos pacientes, 0s arquivos
contendo os dados brutos e os resultados sdo acessados apenas por
pessoal autorizado, a partir de login e senha. Em relagdo ao backup,
ha um computador especifico para o arquivamento dos documentos,
com acesso restrito. Adicionalmente, a cada 15 dias as planilhas de
consulta e de fluxo, contendo os dados e a identificacdo dos pacien-
tes, sdo enviadas para trés e-mails institucionais diferentes, de pes-
soal autorizado do NUPIT.

Registro de aquisicdo, recebimento, armazenamento, controle de
estoque/validade de kits

O controle de estoque é considerado uma das atividades mais rele-
vantes na geréncia do laboratério de analises clinicas, visto que a
maioria dos laboratérios dependem da logistica do setor do estoque
para o seu funcionamento. Portanto, o controle do estoque é um
recurso utilizado na gestdo laboratorial com o objetivo de organizar
os materiais disponiveis, catalogar todos os insumos, além de auxi-
liar no planejamento de compras, impedindo assim a falta dos insu-
Mos ou o excesso deles.

Para um 6timo controle do estoque recomenda-se a realiza¢gdo
do inventario periddico, um processo de listagem de todos os insu-
mos armazenados no estoque. Esse processo visa ajudar na organi-
zac¢do e planejamento. Em seguida, é recomendada a contabilizacdo
do inventario (contagem de todos os itens em estoque) e, posterior-
mente, a catalogacdo de todos os insumos identificados. Para a reali-
zacdo do inventario é necessario usar uma planilha dinamica.



O monitoramento da entrada e saida dos insumos esta intima-
mente relacionado com a elaborac¢do do inventario. A maneira mais
pratica para realizar esse processo é utilizar a lista de ultimas com-
pras como base, o que impedird a compra excessiva por engano ou a
falta de insumos durante os procedimentos.

Controle do estoque para o diagndstico de SARS-Cov-2 (COVID-19)

O controle de estoque para o diagnéstico da COVID-19 é muito dina-
mico, visto que a aquisicdo, recebimento, armazenamento e con-
sumo dos insumos sao frequentes, devido a alta demanda pelo teste
para o diagnostico de SARS-Cov-2.

Para facilitar o monitoramento da entrada, saida e aquisi¢do
dos insumos foi criada uma planilha dindmica no Excel, onde todos
os produtos foram cadastrados com o cédigo especifico, o nome, a
marca e a definicdo de estoque minimo e maximo para cada pro-
duto. Ademais, foi criada uma ficha, com o cédigo, o nome, a marca
e a quantidade consumida no dia para o monitoramento diario da
saida dos produtos consumidos com mais frequéncia.

A aquisi¢do dos insumos é frequentemente realizada com base
no estoque minimo de cada produto. Para economizar na aquisi¢do
dos insumos, geralmente, sdo solicitadas pelo menos trés cota¢des
de diferentes fornecedores para cada item. Para isso, utiliza-se uma
planilha com nome dos fornecedores, dos produtos cotados e os
valores monetarios.

O recebimento do insumo comprado é realizado mediante a con-
feréncia do nome e a quantidade do produto em nota fiscal apresen-
tada no momento da entrega, abrindo-se em seguida a caixa para
checar e contabilizar o produto contido. Esse procedimento é rea-
lizado com o objetivo de evitar o recebimento de produto incom-
pleto. Para facilitar o rastreio dos produtos ndo encontrados apos
a entrega, foi criada uma ficha com a data, nome e a quantidade do
produto e nome da pessoa que recebeu o produto no dia.

O armazenamento correto também contribui para bom controle
do estoque. Trés salas (almoxarifados) foram disponibilizadas para
0 armazenamento dos insumos comprados para o diagnéstico da
COVID-19, além de equipamentos adequados para armazenamento
de produtos, como freezers e geladeiras. Todos os itens presentes
nas salas foram organizados de acordo com as indica¢des dos fabri-
cantes para garantir a seguranca e a qualidade do uso (controle de
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temperatura, umidade, restricdo a luminosidade, dentre outras con-
di¢Bes). Em seguida, os produtos sao catalogados para facilitar a sua
rapida identificacdo.

Registro de uso e limpeza dos equipamentos

Um formulario especifico para controle da limpeza dos equipa-
mentos foi confeccionado (FORMULARIO N° 9 REGISTRO DE USO E
HIGIENIZACAO DE EQUIPAMENTO), devendo ser colocado junto a
cada equipamento para o registro do uso e da limpeza. O profissio-
nal deve preencher as informag¢des do equipamento no cabecalho,
informar o més e inserir, a cada uso, o periodo de utilizacdo, o nome
e as observacg8es, caso necessario.

Documentacéo dos procedimentos analiticos

O laboratério disp6e de POPs para todos os técnicos envolvidos na
execucdo do diagnostico, impressos no laboratério e em pasta do
Drive compartilhada. POPs do passo a passo da PCR e dos procedi-
mentos de extracdo foram construidos.

IEs também se encontram disponibilizadas para toda a equipe,
impressas junto a cada equipamento, bem como em pasta do Drive
compartilhado. As seguintes IEs estdo disponiveis: termoblocos, cen-
trifugas, cabines de fluxo laminar e termocicladores (QuantStudio e
StepOne™ Plus).

Todos os documentos foram revisados, aprovados pela coorde-
nagdo e referendados pela direcdo.

Controle de qualidade interno

A cada trés meses, um total de 12 amostras de swab de nasofaringe
devem ser processadas por 3 dias consecutivos ou dentro de uma
mesma semana, com a finalidade de avaliar a reprodutibilidade inter-
-observador e comparar as diferentes equipes envolvidas no proces-
samento, extra¢do e qPCR.

As amostras sdo previamente separadas e devem englobar 6
amostras positivas e 6 amostras negativas.

Apbs a obtencgdo dos resultados, deve-se realizar o calculo do coe-
ficiente de kappa (de acordo com o modelo abaixo) e analisar o nivel
de concordancia obtido. Valores de kappa abaixo de 0,61 indicardo
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necessidade de melhorias ou corre¢des no processo analitico. O
modelo para o calculo do coeficiente de kappa pode ser encontrado:
<https://www.graphpad.com/quickcalcs/kappal/>.

Paralelamente, uma das equipes envolvidas deve realizar (dentro
da mesma semana) um total de 20 repeti¢cdes de uma mesma amos-
tra positiva (incluindo a extra¢do), a fim de investigar a reprodutibi-
lidade intra-observador. Um percentual de concordancia abaixo de
80% implicarda em uma investigacdo de possiveis interferéncias no
processo analitico.

Controle de qualidade externo

O NUPIT-SG devera enviar, trimestralmente, um total de 24 amostras
de secre¢do de nasofaringe para o laboratério de referéncia no diag-
noéstico molecular da COVID-19, o LACEN-PE. Destas 24 amostras, 12
deverdo ser positivas e 12 negativas. Assim, o laboratério avaliador
podera determinar o percentual de concordancia, bem como o valor
do coeficiente de kappa, e dessa maneira gerar um relatério de ava-
liagdo do laboratério que devera ser entregue ao NUPIT-SG (serdo 4
relatérios ao ano).

10.3 REQUISITOS DE BIOSSEGURANCA

Os requisitos essenciais em biosseguranca devem ser cumpridos a
fim de se evitar acidentes que envolvam ndo apenas a equipe técnica
envolvida no diagndstico, mas também qualquer individuo externo.
Além disso, o cumprimento integral das normas visa evitar acidentes
e contaminag¢8es ambientais, de qualquer natureza, preservando a
fauna e a flora contida nos entornos da instituigdo.

Registro de lavagem e esterilizagéo

Diariamente, materiais de reutilizacdo sdo lavados e esterilizados
por meio de autoclave (calor umido) ou forno (calor seco). Como
exemplo, os macac8es de protec¢do biologica que sao utilizados pela
equipe sdo reutilizados apenas apos processo de esterilizagdo. O
registro deve ser feito em formulario especifico (FORMULARIO N°13
- REGISTRO DE LAVAGEM E ESTERILIZACAO DE MATERIAIS).



Registro de controle de pragas e roedores

Periodicamente o NUPIT-SG passa por um processo de dedetizacdo,
evitando assim o surgimento de formigas, baratas, cupins ou outros
insetos que possam comprometer a seguranca do ambiente e levar
contaminantes para outros locais. A cada aplica¢do do inseticida por
empresa terceirizada, um documento comprovando a execu¢do do
procedimento precisa ser emitido, sendo entdo arquivado e ficando
sob a responsabilidade da coordenacao.

Fornecimento de EPIs

Sdo distribuidos, diariamente, um numero suficiente de EPIs para
toda a equipe envolvida no diagndéstico. A quantidade distribuida é
sempre excedente, para casos de necessidades especiais e impre-
vistos. Ao final de cada dia, os armarios sdo realimentados com
as quantidades adequadas de cada EPI, dessa forma garantindo o
acesso rapido as equipes que iniciam cedo as suas atividades.

Treinamento periédico em biosseguranca

Além dos avisos, adverténcias e instru¢des basicas de biosseguranca
presentes nos laboratorios do NUPIT-SG, toda a equipe realiza um
treinamento quanto as condutas de biosseguranca antes de inicia-
rem seu trabalho no diagnéstico da COVID-19. Nesse treinamento,
deixa-se clara a importancia do uso correto de todos os EPIs, do
registro e comunicacdo de possiveis incidentes, do fluxo de entrada
e saida dos laboratérios, da paramenta¢do e desparamentacdo, e
do correto manuseio dos equipamentos e das amostras bioldgicas.
Sempre que necessario, uma reciclagem com os envolvidos no diag-
nostico é realizada, com o fim de evitar reincidéncias.

Sinalizagéo para a identificacéo de risco

Todas as salas relacionadas ao diagnostico da COVID-19 possuem
avisos em suas portas quanto ao risco biolégico daquele ambiente.
O simbolo de risco biolégico esta presente também nas janelas de
comunica¢do entre as salas, nas antessalas e ainda nos recipien-
tes de descarte de material contaminado. Lixeiros destinados ao



descarte de material infectante possuem sacos brancos com a iden-
tificagdo/simbolo do risco biolégico.

Além de cumprir com todas as necessidades de identificacdo de
risco biolégico, o NUPIT-SG possui ainda um mapa de risco em dois
locais visiveis aos profissionais, indicando os riscos fisicos, quimicos,
ergondmicos, biolégicos e de acidente existentes em cada ambiente.

Descarte das amostras bioldgicas

O descarte deve ser sempre realizado respeitando-se os critérios
estabelecidos pela portaria vigente (N° 3.204:2010/MS), em recipien-
tes adequados e identificados. No NUPIT-SG, todo o material de des-
carte potencialmente contaminado (inclui-se os EPIs) é coletado por
uma empresa terceirizada especializada para a posterior incineragdo.

Registros de vacinacdo da equipe

Logo apds a vacina contra a COVID-19 ser disponibilizada para os
profissionais de salde envolvidos no diagnéstico da doenga, todos os
envolvidos foram devidamente vacinados, e as cépias dos registros
de vacinacgdo foram arquivados em pastas individuais na instituicdo.
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