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RESUMO

BIOSSEGURANCA NO CONTROLE DA INFECQAO HOSPITALAR:
Desenvolvimento de imunossensor impedimétrico para deteccdo de
Staphylococcus aureus em &reas criticas hospitalares. A Biosseguranca
constitui uma ferramenta de grande relevancia para o Controle da Infeccéo
Hospitalar estabelecendo através de métodos, técnicas e normas, condutas a serem
adotadas com o intuito de prevenir e controlar os riscos que podem favorecer a
infeccdo hospitalar. Este trabalho relata o desenvolvimento de um imunossensor
impedimétrico para deteccdo de Staphylococcus aureus (S. aureus), em areas
criticas hospitalares (Centros Cirtrgicos e Unidades de Terapia Intensiva) visando
contribuir para o controle de infeccdo hospitalar. Diferentes parametros foram
estudados: imobilizacdo direta da proteina A de S. aureus na superficie do
transdutor ou eletrodo de trabalho (screen-printed electrode - SPE); imobilizacdo da
proteina A sobre SPEs modificados com monocamadas auto-organizadas (SAMS)
de cistamina (CYS) e glutaraldeido (GA); diferentes tempos de incubacéo e diluicdes
foram utilizados tanto para os modificadores como para a proteina A e anticorpos
anti-S. aureus; blogueio com soroalbumina bovina (SAB) e imunoensaio (reagao
antigeno-anticorpo, Ag-Ac). Técnicas eletroquimicas (espectroscopia de impedancia
eletroquimica - EIS e voltametria ciclica - VC) e ndo eletroquimicas (microscopias)
foram utilizadas para a caracterizacdo e construcdo do imunossensor. As medidas
de impedancia e voltametria ciclica mostraram bons resultados com monocamadas
auto-organizadas de cistamina 2 x 10 mol L™ e glutaraldeido 2,5% com tempos de
incubacdo de 2 e 1 h, respectivamente;assim como as imobilizacdes da proteina A
1:20 (tincub = 12 h); Ac monoclonais anti-S. aureus (tincup = 3 h) € etapa de bloqueio
com SAB 0,5% (tncup = 1 h). Na interacdo Ag-Ac utilizou-se cepas de S. aureus
ATCC - 6535 (analito) e incubacédo de 30 min. O imunossensor desenvolvido indicou
ser um método efetivo para monitoramento de S. aureus em ambiente hospitalar e
gue pode ser aplicado como instrumento indicativo da efetividade das normas e

condutas aplicadas para o controle de infec¢do hospitalar.

Palavras chaves: Biosseguranca hospitalar. Infeccdo hospitalar. Imunossensor.

Eletrodos impressos. Staphylococcus aureus.



ABSTRACT

BIOSAFETY IN THE CONTROL OF HOSPITAL INFECTION: Development of an
impedimetric immunosensor for detection of Staphylococcus aureus in critical
areas of hospitals. The Biosafety is a very important tool for the Control of Hospital
Infection establishing through methods, techniques and standards, measures to be
adopted in order to prevent and control risks that may contribute to hospital infection.
This work reports the development of an impedimetric immunosensor for detection of
pathogenic bacteria, specifically Staphylococcus aureus (S. aureus), in hospital
critical areas (Surgical Centers and Intensive Care Units) to contribute to the hospital
infection control. Different parameters were studied: direct immobilization of protein A
of S. aureus on the surface of the transducer or the working electrode (screen-printed
electrode - SPE), immobilization of protein A on SPEs modified with self-assembled
monolayers (SAMs) of cystamine (CYS) and glutaraldehyde (GA); different
incubation times and dilutions were used for both modifiers as for protein A and anti-
S. aureus antibodies; blocking with bovine serum albumin (BSA) and immunoassay
(antigen-antibody reaction, Ag-Ab). Electrochemical techniques (electrochemical
impedance spectroscopy - EIS and cyclic voltammetry - CV) and non electrochemical
(microscopy) were used for the characterization and construction of the
immunosensor. The impedance measurements and cyclic voltammetry showed the
good results with self-assembled monolayer of cystamine 2 x 102 mol L™ and
glutaraldehyde 2,5% with incubation periods of 2 and 1h, respectively; immobilization
of protein A 1:20 (tincup = 12 h) and anti-S. aureus monoclonal Ab (tincuw = 3 h) and
step blocking with 0.5% BSA (tincun = 1 h). For the Ag-Ab interaction S. aureus ATCC
- 6535 strains (analyte) were used and incubation for 30 min. The immunosensor
developed has proven to be an effective method for monitoring of S. aureus in a
hospital environment and that can be applied as an indicative tool of the
effectiveness of the standards and procedures applied to the control of hospital

infection.

Keywords: Biosecurity hospital. Hospital Infection. Immunosensor. Screen-printed

electrodes. Staphylococcus aureus.
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1. INTRODUCAO

As atividades desenvolvidas nos ambientes de saude, especialmente em
ambientes hospitalares, requerem cuidados especiais por parte de todos aqueles
que trabalham ou circulam nestas &reas visto que sdo consideradas locais que
podem se tornar insalubres. As equipes de profissionais, inclusive terceirizados,
pacientes, visitantes, acompanhantes, todos devem estar compromissados com a
recuperacdo da saude dos pacientes e notadamente com o Controle de Infecgéo
Hospitalar (CIH). Assim, o controle de infeccdo hospitalar tem se tornado um grande
desafio para todos, no ambito dos paises desenvolvidos, em desenvolvimento e
subdesenvolvidos, na premissa de evitar danos aos pacientes, altos custos de
tratamento e acentuada taxa de mortalidade. A Infec¢cdo Hospitalar (IH) alcanga uma
média mundial em torno de 5%, no Brasil essa ocorréncia é de 15,5%, dados
bastante preocupantes por ocupar o terceiro lugar entre as maiores causas de
morte, ficando atrds apenas de acidentes de transito e doencas cardiovasculares
(SILVA, 2003).

Pelo exposto, medidas efetivas para o CIH sdo necessarias e urgentes
objetivando a protecédo dos pacientes, trabalhadores e frequentadores do ambiente
hospitalar.

O desenvolvimento de um imunossensor possibilita a deteccdo de bactérias
patogénicas, especialmente os Staphylococcus aureus (S. aureus) por ser
considerado um dos principais agentes causadores de IH. Assim, ha uma efetiva
contribuicdo para o controle da contaminacdo do ar do ambiente hospitalar através
da monitoracdo do mesmo e concomitantemente uma avaliacdo das normas de

Biosseguranca aplicadas para este fim.

1.1 Biosseguranca

A Biosseguranca é uma area que trata ndo somente da protecdo do homem,
animais e meio ambiente, mas também das relacbes harménicas destes com as
atividades exercidas nos ambientes de saude, laboratoriais, de ensino, pesquisa,

extensdo e industriais, que requeiram ambientes ndo contaminados. Todas as
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atividades laborais exercidas nestes ambientes devem ser regidas por portarias e
leis municipais, estaduais e federais e possuir normas especificas que contemplem
todas as funcdes exercidas nos setores, devendo as mesmas ser de conhecimento
de todos os envolvidos e contidos em manuais elaborados especificamente para os
ambientes.

Para Teixeira e Valle (2010) biosseguranca € o0 conjunto de medidas
destinadas para prevencdo, eliminacdo ou diminuicdo de riscos relacionados as
atividades de producéo, ensino, pesquisa, desenvolvimento tecnoldgico e prestacao
de servigcos que podem comprometer a qualidade dos trabalhos realizados ou a
salde dos animais, meio ambiente e do homem. A abrangéncia do conceito
caracteriza a preocupacao de protecao e prevencdo para que o equilibrio harménico
entre homem, animais e natureza nao seja interceptado.

Neste contexto, analisando as atividades realizadas no ambito hospitalar
podem-se definir como insalubres a medida que havera um ambiente passivel de
contaminagao. Assim sendo, é de vital importancia o conhecimento tanto dos riscos
do ambiente laboral quanto das medidas existentes para prevencao, controle,
minimizacdo e reparacdo destes riscos. Estas medidas estdo voltadas
principalmente para o Controle de Infeccdo Hospitalar consideradas como grande
problema de saude publica.

Segundo as diretrizes estabelecidas pelo Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) as medidas de Biosseguranca abrangem as precaucdes padrdo e
as precaucdes baseadas na transmissdo ou precaucdes adicionais. As precaucdes
padrdo sdo consideradas as estratégias mais importantes para o CIH. Elas devem
ser utilizadas e aplicadas para todos os pacientes, independentemente de
diagnostico ou percepcdo de um estado de infec¢do. Essa aplicacdo destina-se a
reduzir o risco de transmissdo de microrganismos a partir de fontes conhecidas ou
desconhecidas (OSBORNE, 2003). Ja as precaucfes baseadas na transmissao ou
precaucdes adicionais sdo aplicadas quando o paciente € reconhecidamente
infectado ou suspeito de infeccdo, elas sdo utilizadas quando as precaucdes
padrdes por si s6 ndo sao suficientes para interceptar a infeccdo e incluem as
precaucdes aéreas, por goticulas e por contato.

As normas da precaucdo padrdo incluem: higienizacdo das maos; uso
adequado de equipamentos de protecao individual (EPI); cuidados com instrumentos

e equipamentos; limpeza do ambiente; materiais perfurocortantes e manejo da roupa
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suja/contaminada. Considera-se conduta adicional importante o descarte dos
residuos de saude que devem obedecer rigorosamente uma sequéncia de etapas
gue vao desde o local de geracdo do residuo até sua disposicao final, sugeridas no
manual de Gerenciamento de residuos de servicos de salude do Ministério da Saude
- Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA (BRASIL, 2011).

1.2 Biosseguranca hospitalar

O risco de contaminacdo no ambiente hospitalar é constante e aumenta
proporcionalmente se medidas de contencéo de contaminacdo néo forem adotadas.
Esta contaminacdo pode ser considerada essencialmente enddégena quando gerada
dentro do proprio hospital pelos pacientes, profissionais, visitantes e demais
frequentadores. As proprias pessoas e os fomites, isto €, objetos inanimados como
pratos, copos, talheres, macanetas, corrimaos, toalhas, duchas higiénicas,
laringoscopios, dentre outros; materiais e instrumentais que tenham contato com o
paciente, assim como, as superficies como bancadas, armarios, mesas, paredes,
piso, etc., os quais servem de nicho para albergar microrganismos (FIALHO et al.,
2011).

Diante de tantas fontes de contaminagcdo foram instituidas medidas como a
Resolucédo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 50 de 21 de fevereiro de 2002 (ANVISA,
2011a) que dispbe sobre o regulamento técnico para planejamento, programacao,
elaboracdo e avaliagcdo de projetos fisicos de estabelecimentos de saude foram
instituidos. Esta resolucdo sofreu uma alteracdo através da Resolu¢cdo — RDC n°
189, de 18 de julho de 2003 (ANVISA, 2011b), onde houve alteracdo do
Regulamento Técnico aprovado pela RDC n° 50 de 21 de fevereiro de 2002 visando
estabelecer padrbes para a arquitetura destes estabelecimentos com o intuito de
prevenir as infeccbes hospitalares.

Outro critério instituido nos ambientes hospitalares foram as normatizacées
com relacdo a renovacdo do ar em areas consideradas criticas, também através da
Resolucdo RDC n° 50 de 21 de fevereiro de 2002 (ANVISA, 2011a), onde preconiza
gue as entradas de ar externo devem ficar o mais alto possivel em relagéo ao nivel

do piso e devem estar afastadas das saidas de ar, dos incineradores e chaminés
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das caldeiras. Estas saidas devem estar localizadas junto ao chdo e devem seguir a
Resolucdo RE n° 9 de 16 de janeiro de 2003 (ANVISA, 2011c), que determina a

publicacdo de Orientacdo Técnica elaborada por Grupo Técnico Assessor, sobre

Padroes Referenciais de Qualidade do Ar Interior, em ambientes climatizados

artificialmente de uso publico e coletivo.

Lacerda (2003) e Alexander (2011) relatam que as areas hospitalares

possuem uma classificacdo, de acordo com o risco de contaminacdo, para poder

facilitar os procedimentos de limpeza, desinfeccdo e mesmo a circulacdo de

pessoas. Estas areas sdo denominadas como criticas, semicriticas e nao-criticas.

Areas criticas:

Sao os locais onde h& pacientes mais graves devido a baixa imunidade, maior
namero de infeccbes e onde o0s procedimentos S&0 mais invasivos.
Correspondem aos Centros Cirargicos (CCs), Unidades de Terapia Intensiva
(UTIs), bercarios, unidades de Transplantes, Hemodialise, Banco de Sangue,
dentre outros.

Nestas areas € indicada a utilizacdo de roupa privativa, gorro, mascara e
luvas (barreiras fisicas).

Areas semicriticas:

Sao aquelas onde ha pacientes internados, porém o risco de infeccdo é
menor. Sao as enfermarias, apartamentos, ambulatorios, salas de curativos,
pronto atendimento, salas de pequenas cirurgias, banheiros, salas de exame
e procedimentos, dentre outros.

E indicado que durante os procedimentos sejam utilizados aventais e luvas.
Areas nio-criticas:

Correspondem as areas em que o risco de contaminacao € quase inexistente,
como diretoria, recepcdo, departamento de pessoal, almoxarifado, dentre
outros.

Podem ser utilizadas roupas comuns e ha livre circulacdo das pessoas.

Outro ponto relevante na Biosseguranca Hospitalar € o processamento dos

artigos, 0s quais sao também classificados de acordo com seu grau de

contaminacao para processamento e posterior reutilizacdo. Os artigos podem ser:
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e Criticos:
Possuem alto risco de infeccdo se estiverem contaminados. Sao todos
aqueles artigos perfurocortantes que entram em contato com os tecidos ou
tratos estéreis. Estes instrumentos devem ser preferencialmente descartados,
mas na necessidade de reutilizacdo devem ser criteriosamente esterilizados.
EXx: instrumentais cirargicos, borracha para aspiracdo, cateteres, endoscopio,
laringoscopios, dentre outros.

e Semicriticos:
Entram em contato com pele n&o integra, isto € com solu¢éo de continuidade,
e membranas mucosas Estes artigos devem ser no minimo desinfetados ou
esterilizados. Ex: inaladores, mascara de nebulizacdo, Ambu, canula de
Guedel, espéculos vaginais, dentre outros.

e Nao-criticos:
Sao os artigos que entram em contato com a pele integra, necessitando
apenas a desinfeccdo quando de sua reutilizacdo. Ex: termdmetros,
esfigminomandmetros, estetoscopios, comadres, bacias, cubas, dentre

outros.

O hospital tem como objetivo principal a prestacdo de servicos na area de
saude que devem apresentar qualidade, eficacia e eficiéncia. Assim, para que haja
seguranca no ambiente hospitalar deve haver uma complexidade de temas o que
requer envolvimento multiprofissional para proposicdo, tomadas de decisdes e
execucOes de normas objetivando a promocéo de praticas seguras de trabalho e
ambientes com minimizagc&do ou auséncia de riscos.

Considera-se risco a probabilidade de ocorrer algum dano ao individuo em
suas atividades laborais, portanto a avaliacdo dos riscos ambientais em locais de
trabalho € de fundamental importancia. A avaliacdo dos riscos ambientais tem como
objetivo principal a protecdo dos trabalhadores e do meio ambiente através da
analise da periculosidade ou patogenicidade do agente especifico (HIRATA;
MANCINI FILHO, 2008). Neste contexto, a elaboracdo do Mapeamento de Riscos
Ambientais é essencial para todos os locais de trabalho, onde deverd haver um
levantamento de informacfes sobre 0s riscos no ambiente e assim elaborada a
representacdo grafica do reconhecimento dos riscos existentes, devendo ser de

conhecimento dos trabalhadores e afixados em locais de facil visualizagdo. No Brasil
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0 mapeamento de riscos surgiu através da Portaria n°. 5 de 17 de agosto de 1992,
modificada pela Portaria n°. 25 de 29 de dezembro de 1994 e Portaria n°. 8 de 23 de
fevereiro de 1999, tornando obrigatdria a elaboracdo de mapas de risco pelas CIPAs
das empresas (ANVISA, 2011d). Para elaboracdo do mapa de riscos é necessario
primeiro saber os tipos de riscos classificando-os por grau de perigo (pequeno,
médio e grande) e grupos conforme mostra a Figura 1.

Simbologia das Cores @ | Risco Quimico Leve Risco Fisico Leve

Mo rmapa de risco, 05 fiscos s80 Risco Quimico Médio
representadoes e indicados por

circulos coloridos de trés tamanhos

diferentes, a saber:
Risco Quimico Elevado Risco Fisico Elevado

Risco Fisico Médio

. Risco Bioldgico Leve Risco Ergondmico Leve Risco Mecdnico Leve

Risco Mecdnico

. L .. Risco Ergondmico
. Risco Biolagico Medio Médin Médio

Risco Bioldgico Elevado Risco Ergondmico
Elevadao

Figura 1. Representacdo da Simbologia das Cores para elaboracdo de mapa de risco.

Risco Mecdnico
Elevadao

Disponivel em: < http://www.cipa.uem.br/Mapaderisco/mapaderiscoOl.php >, acesso em
28.09.2011.

A elaboracdo do mapeamento de riscos deve ter como base a planta baixa ou
croqui do ambiente mapeado. Os circulos coloridos e o tamanho devem informar o
tipo e a gravidade do risco e colocados nos locais onde estdo os riscos, conforme
exemplificado na Figura 2. E importante que as informacdes sejam verdadeiras,
tornando o Mapa de Risco um retrato da situacdo de seguranca e higiene no
ambiente de trabalho. O mapeamento deve ser sempre atualizado de modo que
cada vez mais os profissionais aprendam a identificar e registrar graficamente os
focos de acidentes contribuindo para seu controle e eliminacdo (HIRATA; MANCINI
FILHO, 2008; ANVISA, 2011d).

A importancia do mapeamento de risco para este trabalho € que o mapa serve
de documento ou ferramenta comprobatdria das areas criticas do ambiente
hospitalar que € considerado de grau 3 de contaminacao de acordo com o Quadro |
da NR 4.
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O@q
Reprodugao Humana . O : . Q .

Sala de Cirurgial| Recuperagao .

‘Y wall -
‘ ‘ ‘ Expurgo
O O

s ST Centro Cirurgico
Sala de Cirurgia[Sala de Cirurgia Lab. De Reproducio
Humana
biolégi
8 . ogico. Qminimo
3  |Biolégicos Fungos, L Qmédio

virus, . fisico
parasitas, . quimico Qméximo

bactérias,
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insetos,
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Figura 2. Exemplo de mapa de risco do centro cirdrgico e laboratério de reproducédo
humana e o grau de contaminacdo do ambiente hospitalar. Disponivel em:

< http://www.cipa.uem.br/Mapaderisco/mapaderisco01.php >, acesso em 28.09.2011.

1.3 Infeccédo hospitalar

De acordo com o Anexo Il da Portaria n° 2.616 de 12 de maio de 1998 do
Ministério da Saude, a Infec¢do Hospitalar (IH) € aquela adquirida apds a internagao
do paciente e se manifesta durante a internacdo ou apés a alta, quando puder ser
relacionada com a internacdo ou procedimentos hospitalares. Quando o periodo de
incubacdo do microrganismo for desconhecido e ndo houver evidéncia clinica ou
dados laboratoriais de infeccdo no momento da internacao, convenciona-se IH toda
manifestacado clinica de infeccdo que se apresentar a partir de 72 horas apds a

admissao do paciente. Também podem ser consideradas IH aquelas manifestadas
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antes das 72 horas de internacdo e que estejam associadas a procedimentos de
diagnésticos ou terapéuticos realizados neste periodo (BRASIL, 2011b).

Nogueira et al. (2009) relatam que este periodo de 72 horas foi convencionado
pelo Center for Disease Control and Prevention (CDC), porém ha hospitais que
preconizam, quando a IH se relaciona a procedimentos invasivos, como padrao 48
horas apés a admisséo do paciente.

Existem vérios fatores que podem contribuir ou facilitar a instalacao da IH, tais
como: a ma higienizacdo das maos; uso indiscriminado de antibidticos; materiais
hospitalares contaminados; ma higiene da equipe de profissionais, pacientes ou
visitantes; baixa resisténcia de alguns pacientes proveniente da idade avancada,
obesos, diabéticos, pacientes com cancer, HIV e outras doencas graves; criancas
prematuras ou com pouco peso; assim como um longo periodo de internacdo do
paciente (SANTOS et al., 2010).

Vincent et al. (2009) citam que as IH nas UTIs da América Latina consideradas
mais frequentes sdo as infeccbes do trato respiratorio (63,5%), seguidas das
infeccbes abdominais (19,6%), da corrente sanguinea (15,1%), trato urinario e rins
(14,3%), pele (6,6%), as relacionadas ao uso de cateteres (4,7%) e outras infeccdes
(7,6%). Quando se faz um comparativo com a média das infeccbes de um modo
geral no Brasil temos as infec¢ces urinarias ocupando o primeiro lugar como causa
de infeccdes, seguida das pneumonias, infeccdes da corrente sanguinea e infeccdes
dos sitios cirdrgicos. Mantovani (2009) discorre sobre o trabalho de Vincent et al.
(2009), alertando sobre os elevados indices de infec¢do nas UTIs na América Latina
(60,3%) quase dez pontos percentuais a mais do que a média mundial (51,4%).
Comparativamente a taxa de mortalidade na Ameérica Latina chega a 33% em
relacéo a 24% da média mundial.

Samuel et al. (2010), discorrem sobre as taxas das infeccGes do trato urinario
em UTIs na Africa, as quais representam 34% das infeccdes nosocomiais e as
infeccBes das feridas cirargicas que representam 17% destas infeccoes.

Os microrganismos responsaveis pelas IH geralmente sdo da microbiota
normal do individuo, que fica vulneravel a infeccdo porque sua imunidade esta baixa.
Porém o método de transmissdo destes microrganismos pode ser tanto enddégena
(do proprio paciente) como exdgena (origem externa ao paciente). A microbiota
humana apresenta uma diversidade de microrganismos causadores de infeccoes

como Streptococcus, Staphylococcus, Neisseria, Klebsiella, Lactobacillus e
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Escherichia coli, enquanto que a via exdgena pode incluir estes e mais outros
microrganismos (AZEVEDO, 2011).

Maciel e Candido (2010) relatam que os principais microrganismos causadores
da infeccdo hospitalar sédo as bactérias, alguns virus e fungos. Dentre as bactérias
tem destaque o Staphylococcus aureus como importante causador das infeccbes no
sangue periférico, sendo que as sepses, isto é, a resposta inflamatéria sistémica
secundaria a um processo infeccioso, por esta bactéria é a responsavel por elevada

morbidade e mortalidade.

1.4 Métodos de controle da infeccao hospitalar

O Controle das Infeccbes Hospitalares no Brasil iniciou-se de forma mais
efetiva com a Portaria MS n° 196, de 24 de junho de 1993, a qual determinava que
todos os hospitais deveriam constituir suas Comissdes de Controle de Infecgéo
Hospitalar independente da unidade mantenedora. Esta portaria foi revogada e
substituida pela Portaria MS n°® 930 de 27 de agosto de 1992 (BRASIL, 2011 c) a
gual expedia, em forma de anexos, normas para o0 controle das infeccbes
hospitalares. Atualmente esta em vigor a Portaria n° 2.616 de 12 de maio de 1998
(BRASIL, 2011b), a qual revogou a Portaria MS n° 930/92 e que expede as diretrizes
€ normas para prevencgao e controle das infeccdes hospitalares combinado com esta
Portaria estad a Lei 9.341/97 do Ministério da Saude (BRASIL, 2011 d), que dispde
sobre a obrigatoriedade da manutencdo do Programa de Controle de Infecgéo
Hospitalar (PCIH) e criacdo de Comissao de Controle de Infec¢do Hospitalar (CCIH)
para execucédo deste controle.

O PCIH é um conjunto de acdes desenvolvidas deliberada e sistematicamente,
com vistas a maxima reducdo possivel da incidéncia e gravidade das infeccdes
hospitalares. Este programa deve constituir a CCIH que esta incumbida de instituir e
executar as acdes de controle de infeccao hospitalar. Nestas acdes a Biosseguranca

tem papel relevante para o controle de infeccdo hospitalar.



25

1.5 Qualidade do ar interno (QAI) do ambiente hospitalar

A Qualidade do Ar Interno (QAI) tornou-se um tema de pesquisa de grande
importancia, apés a descoberta de que baixas trocas de ar nestes ambientes
ocasionam um aumento consideravel na concentracdo de poluentes quimicos e
biolégicos no ar.

Segundo Stathopoulou et al. (2008) e Morais et al. (2010), passa-se em média
87% do dia em ambientes fechados (residéncias, escolas e trabalho), sendo apenas
7% passados ao ar livre. Assim, a maior parte do ar inalado pelas pessoas ocorre
nesses ambientes, porém a presenca de poluentes traz grande probabilidade de
danos a saude. O grau de contaminacdo de um ambiente interno depende de varios
fatores, tais como, taxa de ventilacdo, alta umidade, nimero de pessoas que
ocupam o ambiente, natureza e grau de atividade exercida pelos ocupantes, limpeza
e desinfeccéo das areas ocupadas.

Brickus e Aquino Neto (1998) relatam que a Sindrome do Edificio Doente
(SED) é um termo utilizado para descrever os efeitos adversos a saude e ao
conforto experimentado pelos ocupantes de um edificio, estando diretamente
relacionados ao tempo de permanéncia no edificio. Yu e Kim (2010) discorrem que
as principais causas dos edificios doentes sdo 0s microrganismos e emissao dos
compostos organicos volateis como formaldeidos dos materiais ou produtos do
edificio. Para Stryjakowska-Sekulska et al (2007) as universidades possuem varios
microrganismos sendo que 0s géneros bacterianos mais abundantes sdo o0s
Staphylococcus, Micrococcus e Flavobacterium, seguidos pelo Acinetobacter,
Pseudomonas e Streptococcus, apos ter investigado o grau de contaminacdo de
varios setores do ambiente universitario em diferentes turnos (manha e tarde), sendo
considerados os locais mais contaminados, os banheiros, bibliotecas e salas de
leitura. As variacfes de contaminacao estavam associadas a ventilacao do local.

De acordo com a Resolucdo/RE n°. 9 de 23 de janeiro 2003 — (ANVISA, 2011c)
a qualidade do ar ambiental interior € uma condicdo do ar nos interiores de
ambientes, resultante do processo de ocupacdo de um ambiente fechado com ou
sem climatizacdo artificial. O ar destes locais possui uma variedade de
contaminantes que podem ser de natureza quimica, fisica e biolégica os quais

devem ser conhecidos e controlados tendo suas caracteristicas dependentes da
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qualidade do ar externo, das atividades realizadas dentro das edificacbes e até os
materiais da construcdo e mobilia.

Os fatores fisicos, do ar dos ambientes internos, tém grande relevancia com
relacdo aos contaminantes, considerando 0s parametros como temperatura,
umidade, taxa de circulagdo e renovacdo do ar dado a influéncia destes sobre o
desenvolvimento de microrganismos. Ambientes com elevada taxa de umidade do ar
e temperatura propiciam o desenvolvimento de fungos, assim como ambientes com
elevada taxa de ocupacdo e dificil circulacdo do ar dificulta a diluicdo dos
contaminantes produzidos pelos préprios usuarios. Quando se trata de ambientes
climatizados artificialmente de uso publico e coletivo estes fatores sdo regidos em
conformidade com a Resolugdo/RE n°. 9 de 23 de janeiro 2003 — (ANVISA,
2011c).Esta resolugcdo complementa a Portaria GM/MS n°. 3523 de 28 de agosto de
1998 (BRASIL, 2011 e) que estabelece medidas e procedimentos de limpeza e
manutencao dos sistemas de climatizacéo e os padrdes referenciais para qualidade
do ar de ambientes internos.

A preocupacdo com a qualidade do ar interno de ambientes hospitalares,
através da contaminacdo microbiana (bioaerossois), tem sido valorizada ha algum
tempo, o que se faz notar pelas recomendacdes usuais de limpeza e higienizacao
dos ambientes hospitalares. A dispersdo de microrganismos patogénicos no ar tem
sido demonstrada ao longo dos anos. Em 1971, Lowbury et al., sugeriram que S.
aureus poderia ser transmitido pelo contato direto e pelo ar, ressaltando a relevancia
da transmissdo por contato indireto, através de fomites, quando pacientes
gueimados foram tratados com diferentes tipos de protecdo. Hambraeus, (1973)
demonstrou a dispersdo de S. aureus em pacientes queimados portadores de
extensas lesdes e contaminacdo dos uniformes de enfermeiras. Porém néo
demonstrou que o S. aureus encontrado no ar era oriundo das lesdes dos pacientes.

Samuel et al. (2010) discorrem sobre as infeccbes nosocomiais da corrente
sanguinea sado causadas por bactérias Gram-positivas incluindo os S. aureus e
enterococos. A Escherichia coli € a causa mais comum de infec¢cdes nosocomiais do
trato urinario assim como outros patégenos como Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella spp, Proteus mirabilis, Staphylococcus epidermidis, Enterococci e Candida
spp.

No ar dos ambientes internos encontram-se dispersos materiais particulados

em suspensdo, assim como 0S microrganismos. Os microrganismos nao estdo
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dispersos isoladamente geralmente estdo agregados ao material particulado,
portanto quando se realiza amostragens de microrganismos necessariamente
envolve a captura de material particulado do ar.

Os métodos disponiveis para a monitoracdo ou amostragem microbiolégica do
ar ou bioaerosséis (suspensdo de microrganismos dispersos no ar) incluem:
monitoragcdo passiva e monitoracdo ativa. Na monitoracdo passiva sao utilizadas
placas de Petri com meio de cultura apropriado, geralmente ndo seletivo, as quais
sdo expostas, para sedimentacdo dos bioaerossois, por um determinado tempo,
depois sdo incubadas para o desenvolvimento e contagem das col6nias formadas.
Esta monitoracdo aplica-se somente para microrganismos viaveis. E uma analise
considerada qualitativa porque o volume do ar ndo é quantificado ou mensurado. A
monitoracdo ativa requer o uso de amostradores de microbiolégicos de ar, neste
caso o0 volume do ar € conhecido considerando um método quantitativo. Nesta
metodologia sdo utilizados meios de cultura liquidos ou sdlidos e corresponde a
utilizagdo de instrumentos ou dispositivos como: impingers os quais utilizam meio
liquido para coleta dos microrganismos; amostradores por impactacao utilizam meio
sélido como agar para coleta das particulas os quais podem ser compostos por
placas perfuradas (amostradores de peneira) ou por fenda (amostradores de fenda).
Nestes amostradores o ar € succionado por bomba ou ventilador para o aparelho e
acelerado através das placas ou fenda para sedimentacdo das particulas, que
depois séo incubadas e feitas a contagem de unidades formadoras de colonias
(UFC) (VERREAULT, MOINEAU, DUCHAINE, 2008; SRIKANTH, SUDHARSANAM,
STEINBERG, 2008).

1.6 Staphylococcus aureus

7

O género € composto de 35 espécies, dentre elas o Staphylococcus tem
grande relevancia por estar associado a doencas em humanos atuando como
principal patégeno causador de infec¢cdes tanto na comunidade como nas infeccdes
hospitalares. Os Staphylococcus sp sdo bactérias Gram-positivas, ndo formadoras
de esporos e anaerébios facultativos. Morfologicamente sao células esféricas podem

estar agrupadas irregularmente, aos pares ou isoladas, medem em torno de 0,5 a
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1,0um e se desenvolvem bem em condi¢cdes de alta pressdo osmotica e baixa
umidade o que vem a justificar o seu desenvolvimento e sobrevivéncia nas
membranas mucosas (nasofaringe) e pele humana (SIBBALD et al., 2006;
MALACHOWA et al., 2011).

A patogenicidade dos S. aureus estéd associada a acdo combinada de mais de
quarenta diferentes toxinas, enzimas e proteinas de superficie, isto é, ha o
envolvimento de um verdadeiro arsenal de fatores de viruléncia. Estes fatores de
viruléncia incluem: proteinas de superficie que promovem a adesdo e colonizacao
dos tecidos do hospedeiro; invasinas responsaveis pela propagacao das bactérias
nos tecidos (leucocidinas, quinases e hialuronidases); fatores de superficie que
inibem a fagocitose (capsula e proteina A); propriedades bioquimicas que aumentam
sua sobrevivéncia nos fagocitos; toxinas que danificam as membranas das células;
superantigenos que contribuem para o0s sintomas do choque séptico e
determinantes para resisténcia aos antibioticos (SIBBALD et al, 2006).

Entre as estruturas de superficie dos S. aureus que tem relevancia para este
trabalho esta a proteina A, responsavel pela ligacdo aos anticorpos do tipo G (IgG),
através da regido Fc. Os anticorpos apresentam duas regifes distintas
caracterizadas pelas por¢cdes denominadas F,, € Fc. A por¢cdo F4, apresenta dois
sitios para ligacdo ao antigeno e dessa forma pode neutralizar o patdgeno . A
porcéo F. é conhecida por se ligar a receptores celulares e participar da ativacao de
células e também promover de forma mais eficiente a fagocitose. E conhecida na
literatura que a proteina A de S. aureus pode se ligar a porcdo F. dos anticorpos
promovendo assim 0 escape pela inibicdo da opsonizacdo e consequentemente
inibindo a fagocitose mais eficiente (FORSTER e HOOK, 1998).

1.7 Biossensores

Vérias definicbes e terminologias tém sido utilizadas para descrever o0s
biossensores, as quais se encontram pautadas no campo de aplicacdo dos mesmos.
Podem-se considerar os biossensores como dispositivos de deteccdo capazes de
converter uma resposta biolégica em um sinal mensuravel (GRIESHABER et al.,

2008). Este dispositivo devera ter incorporado um elemento de reconhecimento
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biolégico (ou derivados biolégicos) integrado ou intimamente associado a um
transdutor, possibilitando a conversdo de uma resposta bioldgica em sinal elétrico.
No sentido estrito da palavra “biossensor’ significa a combinagcdo de dois
componentes:
e “bio” referente ao elemento de reconhecimento biolégico ou
biorreceptor e,

e “sensor’ referindo-se ao elemento sensor ou elemento de transducéo.

O elemento de reconhecimento biolégico deve interagir com o analito
(elemento de interesse numa analise), ocasionando mudancas fisicas ou
bioquimicas a serem detectadas pelo elemento transdutor, ao qual esta intimamente
ligado, no intuito de gerar uma resposta ou sinal.

Em uma andlise mais detalhada de um biossensor pode-se descrever seus
componentes como apresentado esquematicamente na Figura 3. A amostra,
contendo o analito de interesse, em contato com o elemento de reconhecimento
biologico (biorreceptor) reconhece a presenca, atividade ou concentracdo do analito,
distinguindo-o dos interferentes de maneira mais seletiva e especifica. A interacao
entre o analito e o biorreceptor ocasiona alteracdo de uma ou mais propriedades
fisico-quimicas tais como: modificacdo do pH, transferéncia de elétrons, variacao de
massa, transferéncia de calor, liberacdo de gases ou ions, que sédo detectadas pelo
transdutor e o sinal monitorado. Para este monitoramento, no caso de um
biossensor eletroquimico do tipo impedimétrico, as medidas podem ser realizadas
de acordo com o arranjo experimental mostrado na Figura 3. O monitoramento do
sinal envolve um potenciostato/galvanostato e um analisador de resposta de
frequéncia (FRA) que encaminha os dados ao microcomputador para

processamento.
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Figura 3. Representacdo dos componentes de um biossensor com interacdo do analito (.)
ao elemento biorreceptor, distinguindo-os dos interferentes ( D ).

O elemento de reconhecimento biolégico € um componente fundamental na
construcdo do biossensor. Constitui o elemento chave da especificidade e pode ser
representado pelas seguintes biomoléculas: anticorpos ou antigenos, enzimas,
acidos nucléicos; ou pelos sistemas biologicos: receptores, células, organelas,
microrganismos, tecido animal ou vegetal. A sua principal funcdo é a sua
seletividade de forma que o biossensor responda apenas a um analito em particular
ou molécula de interesse, evitando interferéncias de outras substancias
(PARKINSON; PEJCIC, 2005; FERREIRA, 2002).

A escolha do tipo de biomolécula a ser utilizada influencia diretamente no tipo
de biossensores. Por exemplo, aqueles que utilizam as enzimas imobilizadas podem
ser denominados de biossensores enzimaticos onde reconhecem com bastante
especificidade seu substrato havendo uma reacdo que vai converté-lo em produto.
Outras biomoléculas identificam seus alvos através da formacédo de um complexo de
afinidade que pode ocorrer por ligacdes de hidrogénio, interacdes hidrofébicas,
forcas eletrostaticas e forcas de van der Waals. Todas estas ligacbes sé&o
consideradas fracas, de natureza nao-covalente, mas deve-se considerar que se
houver a participacdo de varias destas ligacdes em um mesmo evento estas podem
se tornar ligacdes fortes. Os biossensores cuja imobilizacdo das biomoléculas ocorre
por afinidade s&o conhecidos por biossensores de afinidade e, dentre estas

biomoléculas as mais comumente utilizadas sdo os anticorpos e antigenos.
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Biossensores que tiverem anticorpos ou antigenos imobilizados como biorreceptores
sé&o denominados de imunossensores.

O transdutor € a parte responsavel pela transformacdo de uma forma de
energia em outra. Deve ser sensivel a presenca, magnitude e variacdo de um dado
a ser mensurado, assim como proporcionar a saida de um sinal elétrico que possa
ser lido por um leitor.

A classificagdo dos biossensores esté relacionada tanto ao tipo de transdutor
gue sera utilizado na construgéo do dispositivo, como na biocamada do elemento de

reconhecimento bioldgico, como sera descrito posteriormente.

1.7.1 Desenvolvimento dos biossensores: historico

Considera-se que os biossensores tenham surgido por volta de 1962, quando o
cientista Leland C. Clark Jr., tido como o pai do conceito de biossensores, descreveu
em um simposio da New York Academy of Sciences “como desenvolver um sensor
eletroquimico”. Estes sensores eram construidos utilizando transdutores
enzimaticos, onde a glicose oxidase (GOx) era imobilizada entre duas membranas
dispostas sobre o eletrodo de Clark (CLARK, 1962). Os principios basicos destes
sensores estavam pautados no eletrodo de oxigénio desenvolvido por Clark no ano
de 1956, o qual € constituido de uma membrana gas-permeavel através da qual o
oxigénio se difunde, sendo reduzido num catodo de platina (eletrodo de platina).
Assim, Clark realizou a apreensdo da enzima glicose oxidase, por meio de
membranas de dialise, sendo que a diminuicdo da medida de concentracdo de
oxigénio era proporcional a concentracdo de glicose. Na divulgacdo deste trabalho
Clark e Lyons nominaram este dispositivo como eletrodo enzimatico. Muitos
escritores atribuiram, porém, a Updike e Hicks o pioneirismo desta denominacéo
pelo fato dos mesmos, em 1967, terem expandido os experimentos de Clark e Lyons
para construirem um eletrodo enzimatico para glicose. Este trabalho marcou o inicio
de grandes pesquisas na area de biossensores com aplicacdo em biotecnologia e
meio ambiente (JOSHI, 2006; PALCHETTI; MASCINI, 2010).
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Desde entdo se deu inicio ao desenvolvimento dos mais variados tipos de
sensores; dezenas deles foram projetados e empregados nas mais diversas areas,
como descritos a sequir.

Em 1969, Guilbault e Montalvo desenvolveram o0 primeiro sensor
potenciométrico enzimatico pela imobilizacdo da urease em gel de poliacrilamida
sobre a superficie de um eletrodo de vidro seletiva a ions amoénio (GUILBAULT;
MONTALVO; 1969).

A utilizacéo de transdutores térmicos em biossensores foi proposta em 1974, e
os novos dispositivos foram nomeados como: sonda térmica enzimatica e
termistores enzimaticos. No ano seguinte, Lubbers desenvolveu um sensor éptico
fluorimétrico para determinacédo de oxigénio e didéxido de carbono, empregando pela
primeira vez feixes de fibras Opticas; este dispositivo foi denominado optodo ou
optrodo (eletrodo Optico). Eles estenderam o conceito ao fazer um biossensor optico
sensivel ao etanol utilizando a oxidase imobilizada na ponta da fibra Optica do
sensor (PATACAS, 2007).

No avanco da evolucdo dos biossensores registra-se, no ano de 1975, em que
Divie sugeriu a imobilizacdo de bactérias usando-as depois como elemento biologico
criando um eletrodo microbiano para a medicdo de alcool. Em 1976, Clemens et al.
incorporaram um biossensor de glicose em um pancreas artificial.

A idéia da construcdo de um imunossensor através da fixacdo de anticorpos
em transdutores piezoelétricos ou potenciométricos surgiu nos anos 70. Porém,
Liedberg et al. publicaram um artigo com uma idéia inovadora de implementacéo do
uso da ressonancia de plasma de superficie para monitorar reacdes de afinidade em
tempo real (LIEDBERG, et al., 1983).

Os grandes avancos na area dos biossensores continuam acontecendo, porém
a comercializacdo estd diretamente atrelada a justificativa do mercado ao
investimento, apesar dos mesmos resultarem de muitas pesquisas. No campo das
pesquisas 0s hiossensores tiveram um crescimento explosivo nas ultimas duas

décadas.
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1.7.2 Aplicacbes dos biossensores

As é&reas de aplicacbes dos biossensores sdo variadas com campos de
investigagbes multidisciplinares e n&o delineados conforme mostra a Tabela 1
(CASTRO-ORTIZ et al., 2007; NAYAK et al., 2009; GASPAR, 2010). Isto se deve a
sua praticidade de utilizagéo, preciséo e eficiéncia, tornando-os mais atrativos por
serem sistemas simples, de detecc¢do rapida, seletivo, de baixo custo e com rapidez

de informagao.

Tabela 1. Diferentes areas de aplicacdes dos biossensores.

AREAS E APLICACOES DOS BIOSSENSORES

AREAS APLICACOES

Os biossensores tém ampla utilizacdo em: diagnosticos, analises
clinicas, terapéutica, monitoracdo de células cancerigenas,
dentre outros. Nos diagnosticos, os resultados séo fornecidos em
tempo real. A mensuracdo dos niveis de glicose do paciente,
mesmo a nivel domiciliar, € um dos mais utilizados, seguidos
daqueles para mensurar lactose, uréia, creatinina e colesterol
Para animais destinados ao abate recomenda-se o controle dos
niveis de hormonios e antibidticos, o que pode ser realizado com
a utilizacdo de biossensores, assim como o controle da fertilidade
e doencas infecciosas
Aplicacdo na analise in situ de poluentes (herbicidas, pesticidas e
metais pesados) em culturas e solos; deteccéo, identificacdo e
guantificacdo de patdgenos bacterianos ou virais na lavoura e,
definicho de posicbes com o auxilio de sistema de
posicionamento global (GPS) séo feitas com o uso dos
biossensores
O controle de qualidade nas industrias alimenticias tem ocupado
papel de grande relevancia no mercado. Os biossensores tem
tido sua aplicacdo na andlise da qualidade dos alimentos, para
detectar contaminantes quimicos, biolégicos ou toxicologicos
Industria Utilizados nos screening de farmacos, andlise dos insumos
Farmacéutica farmacéuticos e produtos acabados e na monitoracdo in vivo da
acdo de farmacos e toxinas

Saude Humana

Veterinaria

Agricultura

IndUstria
Alimenticia
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Meio Ambiente

Monitoragdo e controle de contaminagdo ambiental como
deteccéo de metais pesados em amostras de solo e herbicidas e
pesticidas em amostras de 4guas dos rios e lagoas. Emisséo de
gases poluentes e residuos industriais

Defesa da Na deteccdo de toxinas e patdgenos devido as ameacas de
Populacéo armas biolégicas e quimicas do terrorismo internacional, como o

Civil antraz, brucelose, Q fever, enterotoxina e toxinas botulinicas
Controlede  Os biossensores podem desempenhar importante papel no
Infeccao controle de particulas e principalmente agentes de infeccao,

Hospitalar sendo um campo promissor e que requer mais pesquisas

1.7.3 Caracteristicas ideais para 0s biossensores

Os biossensores apresentam grande versatilidade e variadas caracteristicas

gue podem torna-los cada vez mais uma ferramenta atrativa em varios campos de

aplicacao.

Dentre as caracteristicas desejaveis ou ideais em relacdo a um biossensor

podemos considerar (KRAMER, 2008; GALLI, 2009):

Seletividade - 0 biossensor devera ter a capacidade de distinguir a molécula
de interesse dentre as demais presentes na amostra, mesmo que existam
outras com propriedades similares. Nao deve haver interferéncias com
substancias da mesma familia.

Sensibilidade — capacidade de um transdutor converter um sinal biolégico em
um sinal elétrico proporcional ao nivel de concentracdo do analito na
amostra. A sensibilidade de um biossensor depende do tipo de transdutor
escolhido e das condi¢cGes operacionais adequadas.

Estabilidade - propriedade que analisa a maior quantidade de tempo possivel
gue uma biomolécula permanece com suas caracteristicas basicas de
biorreconhecimento, ou seja, seu tempo de vida.

Reprodutibilidade - capacidade de repetir o experimento mesmo que em
laboratorios diferentes ou em condicbes operativas diferentes, por aplicacéo

do mesmo protocolo, obtendo resultados similares ao original.
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e Repetibilidade — propriedade de repeticdo do ensaio quando efetuado mais

de uma vez pelo mesmo operador. Entende-se ainda, como expressao

guantitativa do erro associado ao operador, a partir da medicdo com

materiais idénticos, mesmo equipamento e mesmas condi¢des operativas.

e Baixo custo — o custo deve ser preferencialmente baixo, mesmo para

aqueles que forem fabricados em grande escala.

e Simplicidade de operacionalizacdo — ndo necessita de equipe especializada

para seu manejo e operacao. Quando portateis devem ser capaz de fazerem

as analises em tempo real.

1.7.4 Classificacao dos biossensores

Na classificacdo dos biossensores podem ser considerados diferentes critérios

como: elemento de biorreconhecimento (biorreceptores), o tipo de transdutor

utilizado, sendo que se deve ponderar a interacdo ou combinacdo entre os dois

(Esquema 1). E de grande relevancia também a classificacdo pautada no

mecanismo de interagdo analito-biorreceptor e a metodologia utilizada na deteccao
(MALANDAIN; FAYOLLE; BEDOUELLE, 2005; APODACA, 2006).

CLASSIFICACAO DOS BIOSSENSORES
(CRITERIOS MAIS UTILIZADOS)

%2

MECANISMO
DE
INTERACAO

- Biossensores
cataliticos

- Biossensores
por afinidade

ELEMENTO
BIORRECEPTOR

Biolbgicos:

- Enzimas

- Ribozimas

- Anticorpos

- Receptores

- Tecidos

-Microrganismo

Biomiméticos:

- Aptameros

- PNA (acido

nucléico peptidico)

- Catalisadores
biomiméticos

TIPO DE
DETECCAO

- Direta

- Indireta

SISTEMA
DE
TRANSDUGAO

- Eletroquimicos:
Coulométricos
Condutométrico

ENFET (Transistor
de efeito de campo
enzimético)

- Optico
- Piezoelétrico
- Calorimétrico

Esquema 1. Representativo da classificacdo dos biossensores.
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1.7.5 Classificacdo dos biossensores de acordo com o0 mecanismo de
interacao

Nesta classificacdo tém-se parametros como a natureza (moléculas, células,
microrganismo, dentre outros) e funcdo (catalise ou afinidade) do elemento de
biorreconhecimento para que ocorra a formacao do complexo analito-biorreceptor. O
biorreceptor deve obedecer a alguns requisitos essenciais para formacédo deste
complexo dentre eles, tem que possuir uma afinidade suficientemente forte pelo
analito, o suficiente para distingui-lo dentre tantos outros elementos e manter a
estabilidade por certo tempo. Para que ocorra esta interagcdo deve haver uma
simples aproximagdo ou contato do receptor com o0 analito, como no caso de
antigenos e anticorpos, ou uma interacdo de reacao catalitica com a formacao
enzima-substrato-produto (CHOU, 2011; GIFFORD, 2008).

1.7.5.1 Biossensores cataliticos ou enzimaticos

Os biossensores enzimaticos utilizam as enzimas como elementos de
reconhecimento biologico, a qual deve detectar seletivamente o analito de interesse
produzindo uma resposta bioquimica que deve ser convertida em um sinal elétrico
mensuravel. Segundo Paliwal (2008), o método de reacéo catalitica da enzima pode
ocorrer através de dois eventos: conversao catalitica do analito pela enzima ou pela
inibicdo da atividade enzimatica pelo analito de interesse.

A especificidade da enzima para determinado composto (substrato) ou classe
de compostos é que determina os varios tipos de biossensores enzimaticos citados
na literatura. A alta seletividade e a rapida reacdo enzimatica na detec¢édo do analito
proporcionam a estes biossensores excelente seletividade e sensibilidade, sendo

comumente usados com transdutores amperomeétricos (CHOU, 2011).

1.7.5.2 Biossensores de afinidade

A caracterizacdo deste biossensor se faz pela habilidade de ligacdo do

biorreceptor ao analito na deteccdo de substancias, isto €, a relacdo entre ambos
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ocorre por uma interacdo, sem nenhuma reacao catalitica ou consumo de substrato
com geracdo de produto. Quando ocorre a formacdo do complexo analito-
biorreceptor pode haver uma alteracdo conformacional da biomolécula ou alteracéo
fisica do meio de imobilizacdo, o qual indica este evento (PATACAS, 2007).

Uma das grandes vantagens deste sistema € a possibilidade de utilizacdo em
configuracBes integradas tipo arranjos o que permite uma multianalise e/ou
informacdo biolégica ampla, em tempo minimo. Porém, algumas desvantagens
podem ser citadas tais como: alguns passos que devem ser acrescidos ao processo,
como lavagem e separacdo de moléculas que possam permanecer em excesso no
sistema, além da adicdo de substratos especificos para promoc¢do da relacdo de
afinidade do complexo. Os elementos de biorreconhecimento mais utilizados sao os
anticorpos, células, oligonucleotideos, lectinas, aptameros, polimeros de impressao
molecular (PIMs), entre outros. O PNA (acido nucléico peptidico) é utilizado em
biossensores baseados na sinalizacédo por transferéncia de energia de ressonancia
fluorescente (FRET) onde o PNA é marcado com fluoresceina e usado como sonda
para analise de DNA associado a um polimero conjugado de natureza cationica
(PF).Possui grande indicacao para deteccao de microrganismos (APODACA, 2006).

A classificacdo dos biossensores quanto ao tipo de interagcdo com o analito tem
carater bastante abrangente, podendo englobar tanto os classificados de acordo
com o elemento biorreceptor quanto aqueles que sao classificados de acordo com o
tipo de deteccdo. Na classificacdo por deteccdo direta considera-se que a interacéo
analito-receptor ocorra em tempo real, caracteristica das que ocorrem entre células
receptoras e anticorpos. A deteccdo indireta encontra-se pautada na participacéao de
elementos secundarios que geralmente sdo cataliticos, tais como as enzimas ou
entre antigeno anticorpo com transducdo amperométrica.

Entre os biossensores por afinidade temos os imunossensores que serao

descritos em detalhes posteriormente.

1.7.6 Classificacdo dos biossensores de acordo com os transdutores

Em uma analise mais concisa da classificacdo dos biossensores pode-se
afirmar que na construcdo de um biossensor, definido o campo de atuacao, o analito

de interesse e transdugdo, que a sua classificagdo vai se enquadrar cada uma
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referente a0 mecanismo de interacdo, elemento biorreceptor, tipo de deteccdo e
sistema de transducao.

A escolha do sistema de transducdo esta intimamente relacionada com o tipo
de elemento de biorreceptor para que haja uma funcionalidade precisa do sistema e
consequentemente do dispositivo.

Segundo Chou (2011) o sistema de transducédo pode ser classificado de acordo
com a Figura 4:
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Figura 4. Representacdo esquematica da classificagdo dos biossensores baseada no

sistema de transducdo utilizado. Adaptado de Chou (2011).

O principio de funcionamento dos biossensores com transdutores
eletroquimicos se baseia nas modificacGes das propriedades elétricas, de natureza
interfacial da medida eletroquimica, ocasionadas durante uma reacdo quimica, pela
producdo e consumo de ions ou elétrons (PATEL; MISHRA; MANDLOI, 2010). As
vantagens destes biossensores estdo na possibilidade de miniaturizacéo
relativamente facil, além da pequena quantidade de amostra a ser utilizada para

deteccéo, baixo custo o que possibilita uma producdo em série e comercializacao.
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Os transdutores eletroquimicos transformam o sinal de interagdo entre o analito e o
biorreceptor em sinal elétrico (YAMANAKA et al., 2009).

Os biossensores amperométricos se fundamentam na medida de corrente
proveniente de uma reacdo de oxidacdo ou de reducao da espécie eletroativa, no
eletrodo de trabalho, que é mantido em um potencial fixo com relagéo ao eletrodo de
referéncia. A corrente produzida é linearmente proporcional a concentracdo do
analito. (PALIWAL, 2008; HERNANDEZ, 2008). Estes biossensores geralmente
utilizam trés tipos de eletrodos: o eletrodo de trabalho no qual ocorrem as reacdes
de interesse na interface eletrodo/solucéo; o eletrodo de referéncia em funcdo do
gual ocorre as variacdes de potencial e referéncia constante e o eletrodo auxiliar
onde ha o fechamento do circuito elétrico em associacdo com o eletrodo de trabalho
por onde passa a corrente gerada. Acoplado ao sistema, 0 potenciostato
desempenha a importante funcéo de ajustar o potencial entre o eletrodo de trabalho
e o eletrodo de referéncia, mantendo a voltagem entre eles em nivel constante e
monitorando a corrente gerada. O eletrodo de trabalho é fabricado, geralmente,
utilizando um metal nobre e outros materiais compativeis com uma camada formada
pelo elemento de biorreconhecimento. As vantagens destes biossensores sdo o
baixo custo, praticidade, simplicidade, confiabilidade e ndo ha necessidade de
submeter a amostra a um pré-tratamento (MELO, 2008).

Ao contrario dos amperomeétricos, 0s biossensores voltamétricos funcionam
com uma variacao de potencial (aumento ou diminui¢cdo) para o sistema de deteccéo
até ocorrer a oxidacao ou reducéo do analito com variacdo da corrente de pico para
mais ou para menos (CHOU, 2011). Segundo Brett & Brett (1996) um sensor
voltamétrico registra varios pontos no perfil corrente-potencial ou em uma regiao
eleita deste perfil. O parametro mais importante para seletividade destes sensores e
dos amperométricos € o potencial que sera aplicado no sistema.

No que se refere aos biossensores potenciométricos, medem o potencial da
célula eletroquimica em correntes quase nulas. O funcionamento dos mesmos esta
diretamente relacionado com o tipo de eletrodo a ser utilizado, pois variando o tipo
de material do eletrodo (vidro, sal i6nico, metal, semicondutores, etc) ha um
funcionamento diferente deve-se, porém considerar que em principio qualquer
eletrodo pode ser utilizado para medidas potenciométricas, porém ressalta-se a
importancia dos eletrodos seletivos. Pohanka e Skladal (2008) discorreram que 0sS

biossensores potenciométricos sdo baseados nos eletrodos ions seletivos (ISE) e
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nos transistores de efeito de campo seletivos a ions (ISFET). A saida do sinal € feita
diretamente dos ions que se encontram acumulados na membrana em contato com
a solucao.

A condutancia € medida pelos biossensores condutimétricos, entre um par de
eletrodos metéalicos tendo como consequéncia a producdo de espécies idnicas,
resultantes da interacdo de uma enzima com o analito. Quando uma reagao enzimo-
catalitica gera um produto ocorre uma mudanca de condutancia que € utilizada pelo
biossensor. Utilizam-se eletrodos de metais nobres (ouro, prata, platina, cobre,
niquel ou cromo) na superficie dos quais sdo imobilizadas as enzimas que interage
com o analito especifico levando a producéo de produtos, ao ser aplicado um campo
elétrico alternado, o que vai modificar a condutancia na camada enziméatica (QIAN,
2009; SILVA, 2004).

Os biossensores impedimétricos sdo aqueles que utilizam medidas de
impedancia eletroquimica para a deteccdo da interacdo antigeno-anticorpo na
superficie modificada do eletrodo. Quando ocorre a interacdo ha um aumento no
valor da resisténcia de transferéncia de carga sendo que a reacao faradica fica cada
vez mais dificultada (PRODROMIDIS, 2009). Escamilla - Gémez et al. (2009)
discorrem sobre o desenvolvimento de imunobiossensores impedimétricos para a
deteccdo e a quantificacdo de Escherichia coli em amostras de agua de rio e de
torneira utilizando eletrodos impressos de ouro modificados com monocamadas
auto-organizadas.

O principio de funcionamento dos biossensores 6pticos se baseia ha medicéo
das variacbes que sao produzidas nas propriedades da luz, em conseqiéncia da
interacdo que ocorre entre 0 analito e o elemento de biorreconhecimento. Estas
propriedades podem ser a absorcao, reflexdo, bio ou quimiluminescéncia, emisséao,
dispersédo, polarizacdo, dentre outras (APODACA, 2006; YAMANAKA et al.,2009).
Dentre os biossensores Opticos encontram-se 0s bioptodros, de ressonancia de
plasmon de superficie e os de ondas evanescentes. Os optodros (sensor de fibra
Optica) sdo dispositivos sensores que utilizam a fibra 6ptica em uma extremidade
onde é imobilizado o elemento de reconhecimento e na outra extremidade ha o
sistema de deteccdo. Neste tipo de biossensor € necessaria a utilizacdo de
marcadores que funcionam como sistema de sinalizagdo, tais como 0s corantes,
moléculas fluorescentes ou bio e quimifluorescentes. Quando houver a interacao

entre o analito e o elemento de reconhecimento causando uma variacdo detectével



41

pelo marcador esta se propaga pela fibra até o sistema de deteccdo (APODACA,
2006; RUMAYOR, 2005). As ondas plasmons de superficie podem ser consideradas
como ondas eletromagnéticas que se propagam na interface de uma superficie
metalica e um dielétrico. Nos biossensores baseados em ressonancia de plasmon
de superficie quando ocorre a ligacdo de moléculas-alvo com ligantes imobilizados
em superficies ha uma mudanca do indice de refracdo do meio nas proximidades da
superficie. Para ocorréncia deste evento, deve haver a incidéncia de uma luz
polarizada, proveniente de um meio de maior indice de refracdo, sobre uma
superficie metalica fina (ouro ou prata) onde deve estar depositada a amostra de
interesse. A monitoracdo desta mudanca fornece informagdes, em tempo real e com
exatiddo, sobre a interagcdo do analito com o receptor, afinidade para o tipo de
receptor, associacdo e dissociacdo da cinética de interacdo (APODACA,2006;
PALIWAL, 2008; HERNANDEZ, 2008). Os biossensores Opticos baseados na
tecnologia de onda evanescente tém como principio de funcionamento a reflexédo
interna total, onde um feixe de luz se propaga pelo interior da fibra, penetra no meio
circundante tendo a intensidade do campo eletromagnético evanescente um
decaimento exponencial a partir do nucleo da fibra e distancia da superficie (POPA,
2009; CHAUBEY; MALHOTRA, 2002). Assim, quando ha ligacdo do analito com o
receptor ocorrem mudancas que sao registradas no indice de refracdo causadas
pela interacdo das moléculas proximas a superficie do sensor dentro do campo
evanescente (LIN, 2003). A reflex@o interna depende das caracteristicas de reflexao
dos meios, opticamente transparentes, com indice de refragcdo no limite de dois
meios dielétricos, se o0 angulo de incidéncia for maior que o angulo critico ha uma
reflexdo interna total. Considera-se a onda evanescente como um componente do
sensor que interage com oS componentes que estejam na superficie ou proximo
desta havendo penetracdo no meio de menor indice de refracdo (LIU; TANG, 1999).
Os biossensores baseados em ondas evanescentes tem tido grande aplicacées nas
ciéncias principalmente quando séo utilizados anticorpos e outros pares receptores-
ligantes, como proteina-DNA, interacbes DNA-DNA, bibliotecas de fagos, virus-
proteinas, dentre outros.

Os biossensores piezelétricos operam baseados no principio de geracdo de
dipolos elétricos quando um cristal anisotropico € submetido a um estresse
mecanico. H4 o revestimento do cristal piezelétrico com materiais biolégicos que

pode ser anticorpos, enzimas, dentre outros, com alta seletividade para um
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determinado analito. Quando o analito € adsorvido ha um aumento da massa do
cristal e alteracdo da frequéncia de oscilacdo, podendo ser determinada a
guantidade de material recolhido. Assim, a sensibilidade de deteccdo de massa em
um cristal de quartzo piezelétrico que ressoa em uma frequéncia € a caracteristica
mais preponderante dos mesmos (BABACAN et al. 2000; RAHAIE; KAZEMI, 2010).

O principio de deteccéo piezelétrica foi preconizado por Sauerbrey, por volta de
1959, quando o autor propOs a utilizacdo da microbalanca de cristal de quartzo
(QCM), mostrando que, quando havia variacdo na frequéncia ressonante, esta
ocorria em + 2% e era diretamente proporcional a adicdo de massa depositada sobre
a superficie do cristal, sendo posteriormente comprovado por outros autores. Ele
estabeleceu uma equacédo que permitia inferir a massa depositada (MANDELIS;
CHRISTOFIDES, 1993). Entre os materiais mais utilizados nos biossensores
piezelétricos tem-se a microbalanca de cristal de quartzo, a qual é formada por
uma lamina fina de cristal de quartzo fixada por dois eletrodos metéalicos para
contato elétrico, esta € revestida por filmes finos de varios tipos onde sera
caracterizada a seletividade por meio de adsorcdo. Todo processo de coleta de
dados é feita pela leitura da diferenca da freqiiéncia entre a microbalanca de quartzo
e o cristal de referéncia. E importante que ambos, a microbalanca e o cristal de
referéncia estejam sob as mesmas condicbes de temperatura, porque em
temperaturas diferentes o0s cristais de quartzo tém frequéncia diferente
(FELIZARDO, 2006).

Os biossensores térmicos utilizam o calor gerado quando ocorre a interacéo
entre 0 analito e o receptor para transformar em energia elétrica. Eles geralmente
sdo construidos através da imobilizacdo de moléculas de enzimas sobre sensores
de temperatura, quando o analito entra em contato com a enzima, a reagao de calor
da enzima € mensurada e calibrada com relacdo a concentracdo do analito. Isto se
deve ao fato de que todos os processos bioquimicos envolvem mudancas de
entalpia, como acontece nas reacfes enzimaticas onde mudancas de entalpia molar
sdo significativas. A entalpia é caracterizada pela variacdo na medida da quantidade
de energia que pode ser absorvida/cedida em um sistema termodinamico ou que
este pode trocar com o meio. Considerando-se a entalpia molar estas variacées sao
representadas por um mol de substancia que constitui o sistema. A medicdo da

temperatura geralmente é feita através de um termistor, considerando que o calor
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total ou o calor absorvido € proporcional a entalpia molar e o niumero de moléculas
na reacao (SILVA, 2004; APODACA, 2006, MOHANTY; KOUGIANOS, 2006).

1.7.7 Imunossensores

Sao dispositivos baseados na interagdo antigeno-anticorpo (Ag-Ac) que leva a
formacédo de um imunocomplexo entre estes dois componentes como resultado da
sensibilidade e alta especificidade entre os mesmos. Esta interacdo acarreta
mudancas ou variacdes nas propriedades Opticas, de massa, cargas elétricas, calor,
dentre outros, que podem ser detectados até uma ordem de 10 mol L™ estes
dispositivos se baseiam nos principios de imunoensaios. Os imunossensores podem
ser distinguidos dos imunoensaios por estes ndo possuirem transdutores integrados
ao sistema analitico. Imunoensaio € um processo analitico baseado na ligacéo entre
0 anticorpo e antigeno podendo ser utilizado para deteccdo dos mesmos. E
considerada uma técnica analitica para medidas quantitativas, aplicada para uma
variedade de concentracbes e matrizes biolégicas e em diferentes formatos. A
caracteristica mais marcante dos imunoensaios esta relacionada com sua
especificidade que € produto da reacdo de complementaridade (HOCK,1997;
YAMANAKA et al.,2009; MEIRELLES et al.,2006).

O elemento receptor dos imunossensores tanto pode ser anticorpos como
antigenos, estes vao desencadear interacdo entre o antigeno e anticorpo, o0 que
origina o0 nome de imunossensor. Estes dispositivos podem ser de diversos tipos
tendo a sua nomeacdo baseada no transdutor utilizado, como discorrido na
classificacdo dos biossensores (RICCARDI; COSTA; YAMANAKA, 2002;
MALANDAIN; FAYOLLE; BEDOUELLE; 2005).

Os imunossensores, por ndo possuirem atividade catalitica, ndo geram
produtos e nem consomem substratos, devem ter como medidas para sua atividade
de interacdo antigeno anticorpo a utilizacdo de algum elemento de
biorreconhecimento marcado ou substancias que venham a competir com o analito
pela ligacdo ao elemento de reconhecimento sendo denominada deteccéao indireta.
Outro método utiliza a deteccdo direta através da interacdo do elemento de

biorreconhecimento e o analito, monitorados pelas alteracdes que ocorrem, tais



44

como: transferéncia de cargas, alteracdo de massa, variagdes nas propriedades de
luz, calor, dentre outras (SOUZA, 2010; JIANG et al., 2008).

1.7.7.1 Componentes dos imunossensores

Os imunossensores pertencem a classe dos biossensores por afinidade, da
mesma forma que estes, tém como componentes basicos: elemento de
biorreconhecimento que pode ser o anticorpo ou antigeno que devera ser
imobilizado na superficie de um transdutor o qual vai converter os eventos
biofisicos ou bioquimicos em sinal elétrico, cujo processamento de dados devera ser
efetuado pela parte eletronica do sistema.

Neste trabalho, anticorpos foram utilizados como elementos de
biorreconhecimento, dada a sua grande especificidade e seletividade ao analito de

interesse e sobre os quais sera feita uma abordagem especifica.

1.8 Elemento de biorreconhecimento - anticorpo

Os anticorpos tém tido ampla aplicacdo na construcdo de biossensores por
afinidade (imunossensores), devido a sua alta especificidade mesmo em matrizes
complexas, amostras em pequenas quantidades ou em baixas concentracdes,
pouca quantidade de reagentes, além da facilidade de miniaturizacdo e
automatizacdo dos dispositivos, tendo ampla aplicacdo em diagnosticos,
terapéuticas, pesquisas, dentre outros.

O elemento de biorreconhecimento é um dos requisitos fundamentais para a
construcdo dos imunossensores, sendo necessario conhecimento sobre o tipo de

elemento que se ira trabalhar para que se possam obter resultados esperados.

1.9 Imunologia - conceitos béasicos

Abbas; Janeway Jr. (2008) conceituaram a imunologia como ciéncia que trata
dos mecanismos de defesa do organismo contra infeccbes. A imunologia esta

relacionada ao estudo do sistema imune ou da imunidade; eventos que séo ativados
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guando o0 organismo entra em contato com microrganismos ou outras estruturas
moleculares estranhas. Assim, a imunidade €& a prote¢cdo do organismo contra
doencas, tendo como responsaveis barreiras fisicas, células e moléculas que
compdem o sistema imunitario produzindo a resposta imunitaria.

Melvold e Sticca (2007) discorrem que o sistema imune € um dos mais
importantes quando se trata da protecdo dos organismos contra a invasdo, ou
mesmo ingestdo, de micrébios e parasitas, o mesmo objetiva detectar, isolar e
eliminar substancias estranhas. Moser e Leo (2010) definiram o sistema imunoldgico
como composto por um conjunto de mecanismos de defesa como: barreiras
externas incluindo as fisicas, tais como a pele, epitélios ciliados e membranas
mucosas; e quimicas, como as enzimas destrutivas presentes em secrecdes e 0s
acidos do estbmago; e pela resposta imune inata e adaptativa.

A resposta imune inata € a primeira linha de defesa do organismo contra
substancias estranhas e se limita a capacidade de distinguir um microrganismo de
outro, por possuir um comportamento estereotipico funcionam similarmente frente a
maioria dos invasores. As células que compdem a imunidade inata se originam do
sistema hematopioético as quais compreendem células residentes em tecidos, como
0s macroéfagos e células dendriticas; além das células méveis, como os neutrofilos,
eosindfilos e mondcitos (MOSER e LEO, 2010).

O sistema imune adaptativo possui mecanismos de defesa que sdo mais
evoluidos depois de estimulados pela primeira exposicdo ao agente invasor, quando
h& uma segunda exposicdo com 0 mesmo agente invasor a resposta de defesa sera
mais efetiva e intensa. Os eventos que mais caracterizam a imunidade adaptativa
sdo a especificidade e capacidade de resposta para diferentes moléculas, além de
seu potencial de “memdria” com respostas mais intensas depois de repetidas
exposicdes a um mesmo microrganismo. Compde o sistema imune adaptativo 0s
linfocitos T e B e as demais células provenientes do mesmo, assim como moléculas
de anticorpos. (ABBAS; JANEWAY Jr., 2008; MOSER e LEO; 2010).

1.9.1 Antigenos

Van Regenmortel e Altschuh (2002) conceituaram antigeno como qualquer

elemento (célula, molécula ou macromoléculas) capaz de provocar uma resposta
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imune e ser reconhecido especificamente pelos produtos da resposta imune —
anticorpos. A maioria dos antigenos sdo proteinas considerados grandes,
geralmente 0s compostos antigénicos sdo componentes de microrganismos
invasores como paredes celulares, toxinas de bactérias, capsulas, fimbrias;
componentes de virus, dentre outros. Porém devem ser considerados os antigenos
ndo microbianos nos quais estdo inclusos células provenientes de outros
organismos como tecidos, 6rgdos transplantados, proteina do soro ou pdlen ou self.
Os antigenos possuem um tamanho de 10.000 ou mais daltons, qualquer substancia
estranha que possuir uma massa molecular baixa, em torno de 2.000, ndo é
considerada antigénica sendo denominadas haptenos, pequena molécula que se

liga ao anticorpo mais ndo induz a imunidade.

1.9.2 Anticorpos

No sangue e linfa circulam unidades denominadas células B, as quais
produzem moléculas glicoprotéicas denominadas anticorpos. Os anticorpos foram
0s primeiros elementos do sistema imune a serem identificados. Eles séo proteinas
reativas a antigenos que estao presentes no soro imune chamado antissoro.

Os anticorpos possuem a notavel capacidade de detectar, localizar,
reconhecer, ligar-se, inativar ou dar inicio ao processo de eliminacdo dos antigenos.
Os anticorpos pertencem a familia das proteinas globulares chamadas
imunoglobulinas (Ig) (ZOLA, 2010).

1.9.2.1 Classificacdo dos anticorpos

Existem cinco classes de imunoglobulinas IgA, IgD, IgE, IgG, IgM as quais
diferem uma das outras pelo tamanho, carga elétrica, composicdo de aminoacidos e
disposicéo das ligacdes dissulfeto. A IgG é considerada um tipo de anticorpo mais
abundante no soro e mais importante, respondendo por cerca de 80% de todos os
anticorpos do soro e formam ligacGes mais estaveis do que outras Ig (ALBERTS et
al.,2008).
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As lgGs promovem a protecdo do organismo contra ataque de bactérias e
virus, as toxinas bacterianas, podendo também ativar o sistema de complemento.
Elas se fazem presentes no organismo através dos liquidos teciduais, provindo dos
vasos sanguineos (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008).

1.9.2.2 Estrutura dos anticorpos

Os anticorpos sao imunoglobulinas que reconhecem o antigeno que estimulou
sua formacéo, sao considerados bivalentes por possuirem dois sitios de ligacdo aos
antigenos.

A estrutura basica do anticorpo consiste de uma forma de “Y” (ver figura 5) com
guatro cadeias de polipeptidicas:

e Duas leves (light, L) — C_

e Duas pesadas (heavy, H) - Cy

Os termos “leve” e “pesada” referem-se as massas moleculares relativas. Estas
cadeias sao idénticas, as leves entre si e as pesadas também entre si, e ligadas por
ligacOes dissulfeto intercadeia e intracadeia (VAN REGENMORTEL e ALTSCHUH,
2002).

A Figura 5 representa esquematicamente a estrutura do anticorpo. As duas
extremidades dos bracos do anticorpo sdo denominadas de regides variaveis (V)
leves (light) ou pesadas (heavy), que tem inicio na porcdo amino terminal, nesta
porcdo a sequéncia de aminoacidos diferem de uma molécula para outra, 0 que
caracteriza o sitio de ligacdo ao antigeno denominado paratopo, sendo que estes
aminoacidos sdo complementares aos que formam o epitopo do antigeno. No
epitopo se localiza a proteina de reatividade antigénica (VAN REGENMORTEL e
ALTSCHUH, 2002; MARQUES, 2005). Esta regido corresponde a porcédo Fg, do
anticorpo. A producéo de anticorpo tem inicio com a ligacédo do epitopo do antigeno
com o paratopo do anticorpo na superficie das células B. Em continuidade as
cadeias leves existem o remanescente da cadeia que sdo as regides constantes
(Cy e o restante da cadeia pesada com trés dominios (Cx). Na extremidade C
terminal esta localizado o fragmento ou a porgcéo F., € uma porcao cristalizavel —
verificado nos primérdios das investigacdes que quando armazenados sob

refrigeracdo estes cristalizavam. As células do sistema imune reconhecem esta
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porcdo e fazem a ligacdo do anticorpo, por esta regido, aos receptores de

membrana dos macrofagos e outras células do sistema imune.

Regiéo Cadeia pesada

variavel
H
L
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Regido constante
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Figura 5. Representacdo esquematica das estruturas componentes do anticorpo. Adaptado
de Fahnrich (2002).

1.9.3 Interacéo antigeno-anticorpo

Kumagai; Tsumoto (2001) descreveram o termo afinidade entre o antigeno e o
anticorpo como a forca de ligacéo entre o determinante antigénico do antigeno, mais
precisamente o epitopo, com o sitio de ligacdo ao antigeno no anticorpo, paratopo. A
avidez, com uma conotacao diferente da afinidade, as forcas de ligacdo ocorrem
entre anticorpos e antigenos multivalentes.

A maioria das forcas que atuam na atracdo primaria entre epitopos e
paratopos sao interacfes eletrostaticas e hidrofobicas entre os radicais do antigeno
e aminoacidos do anticorpo. Estas interacdes sdo reversiveis e ndo-covalentes
envolvendo ligacbes de hidrogénio, forcas de Van der Waals, interacfes

coulombianas e liga¢6es hidrofobicas.
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A ligacdo entre o antigeno-anticorpo pode ser expressa conforme mostra a
Equacéao 1:

[ Ag + Ac < AgAc ] (1)

Esta interacdo da uma constante de afinidade Ka, as dire¢cdes das reacdes
podem ocorrem para direita ou para esquerda permitindo as associacdes e
dissociacbes respectivamente. Assim, a constante de equilibrio é expressa pela
constante de associacao (Ka), de acordo com a Equacdo 2 (RICCARDI; COSTA;

YAMANAKA, 2002; ELGERT, 2009):

- [AcAg]
'~ [4d] [Ag] ?

Onde:

Ka = constante de associacdo ou afinidade

[AcAg] = concentracdo do complexo

[Ac] = concentracdo de anticorpos com sitios livres

[Ag] = concentragéo de antigenos livres

Sao consideradas de alta afinidade essas interacdes com valores das
constantes entre 10* e 10" mol L™.

Elgert (2009) considera que as forcas de ligacdo que contribuem para a
interacdo do complexo anticorpo-antigeno sdo baseadas em ligacdes nao-
covalentes que sdo de natureza fraca quando comparadas com as covalentes e
efetivas somente em pequenas distancias entre os elementos.

A Figura 6 esta representando esquematicamente as ligagcdes ndo-covalentes
gue ocorrem entre antigenos e anticorpos, com énfase nos quatro tipos de forcas
gue mantém estas ligac6es. Uma das condi¢cBes fundamentais para que estas forcas
possam atuar é a necessidade da proximidade entre um grupo e outro das
moléculas. Nas forcas de atracdo Coulombianas (ibnicas e eletrostaticas) ions
positivos e negativos, em virtude de suas cargas elétricas, se atraem. No caso da

interagcdo Ag-Ac as forcas de atracdo ocorrem entre as cadeias laterais das
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proteinas de cargas opostas do epitopo e o sitio de ligacdo do anticorpo. As forcas

de van der Waals representam uma interagdo entre nuvens de elétrons do orbital

externo de duas moléculas diferentes. A perturbacdo temporaria dos elétrons de

uma molécula formadora de dipolo vai induzir a formacdo do dipolo em outra

molécula que esteja préxima, os dois dipolos geram uma atracdo entre eles. As

ligacBes de Hidrogénio ocorrem através das ligacdes de hidrogénios, entre atomos

eletronegativos das moléculas que estejam proximas.

Interagcdo Ag-Ac

Forcas de ligacdo do complexo
antigeno anticorpo

\ Avidez /

Sitios de ligacdo do anticorpo | O H

I6nico ou eletrostatico W o N *H-N-
(Coulombiana) |
H
van der Waals B TAN 1\7\7:::’
Ligacdes de Hidrogénio -C-O--mmmmmmeme “H-N
e e H0 T ol
Interacdes Hidrofobicas
—» H,O —
H,O0 { H:0

Determinantes antigénicos

Figura 6. Representacdo esquematica das associa¢cdes ndo-covalentes entre o antigeno e o

anticorpo. Adaptado de Elgert (2009). In: Immunology: understanding the immune system.
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Nas interacdes hidrofébicas os grupos hidrofébicos entre duas moléculas que
se encontram normalmente solvatados por moléculas de agua, interagem quando as
superficies dos mesmos se aproximam promovendo um colapso na estrutura da
agua oportunizando a interagcdo ocasionada pela desorganizacdo do sistema
(DELVES; ROITT, 2006).

1.10 Eletrodos impressos (screen-printed electrodes- SPE)

A tecnologia dos eletrodos impressos (screen-printing technology) permite a
producdo em massa destes eletrodos e por um baixo custo. As grandes vantagens
proporcionadas por estes eletrodos séo a facilidade de utilizacdo associada a alta
sensibilidade, seletividade, precisdo, estabilidade e respostas rapidas.

Desde o ano de 1990 a tecnologia de screen-printed ou tecnologia de silk
screen tem sido empregada na industria de microeletronicos, através dos eletrodos
impressos (screen-printed electrode - SPE). Um dos primeiros dispositivos a serem
comercializados com esta tecnologia foi a dos biossensores para monitoracdo do
nivel de glicose no sangue de pessoas com diabetes (CLARK e LIONS, 1962).

Os eletrodos impressos sdo dispositivos produzidos com diferentes tintas de
impressao depositadas em varios substratos, sendo os mais utilizados os de
plasticos (PVC) ou de ceramica de alumina. Os processos de fabricacdo podem ser
realizados de modo a variar de procedimentos, desde os mais “artesanais”, ou seja,
pela prépria mdo do operador ou por maquinas semiautomaticas ou totalmente
automatizada (NASCIMENTO; ANGNES, 1998; COOPER; CASS, 2004).

Na confeccdo dos eletrodos impressos sdo seguidas etapas consideradas
basicas para o procedimento e enumeradas por Nascimento; Angnes (1998) como:
eleicdo adequada e preparo da tinta, escolha da tela, método de impresséo,
secagem e cura. A relevancia da escolha do substrato também deve ser ressaltada,
devendo ser pautada na funcionalidade e parametros do sensor.

Aryasomayajula (2008) conceituou matriz de substrato como o material que vai
servir de suporte e fornecer superficie para impresséo do eletrodo. E importante que
0 material do substrato seja termicamente e quimicamente inerte, com baixa corrente
residual e alta condutividade elétrica capazes de resistirem as geracdes de sinais

produzidas pelos biossensores. A frequente utilizagdo do PVC se baseia nas
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caracteristicas por ele apresentada como suas propriedades dielétricas, inércia
quimica, baixo custo e facil operacionaliza¢do. Outro substrato bastante utilizado é a
ceramica com excelentes propriedades como alta resisténcia, dureza, resisténcia ao
calor e a corrosao.

Cooper; Cass (2004); Aryasomayajula (2008) discorreram sobre a escolha das
tintas como sendo uma etapa importante para o0 processo de impressdo, estas
devem ser depositadas sequencialmente através de telas sobre o substrato, onde
havera reproducdo do desenho. As tintas podem ser condutoras e dielétricas. Nas
tintas condutoras o material utilizado pode ser pé de metais como ouro, platina,
prata, paladio e carbono, as quais estdo dispersas no ligante. Para deteccéo
eletroquimica de substancias o ouro tem sua indicagdo como material apropriado
para fabricacdo de eletrodos impressos. As tintas dielétricas geralmente séo feitas
de polimeros ou ceramicas na forma de isolamento ou encapsulamento. Estas
devem ser compativeis com o substrato, isto é, tinta de PVC para substrato de PVC.

Os eletrodos impressos possuem a vantagem de serem descartaveis, além da
facilidade de miniaturizacdo, pois pelo seu formato planar, propicia a sua integracao
a pequenos dispositivos portateis. O sistema integrado de trés eletrodos - eletrodo
de trabalho (Ery); referéncia (Er) e auxiliar (Ea) viabilizam sua utilizacdo no sistema
requerido pelo potenciostato.

A Figura 7 representa um eletrodo impresso de ouro possuindo como
componentes: substrato ou suporte de ceramica de alumina; eletrodo de trabalho —
elaborado a partir de uma mistura de ouro/paladio (98/2%); eletrodo de referéncia -
de prata/paladio (98/2%) e o eletrodo auxiliar - de ouro/paladio (98/2%); a camada

isolante revestindo as trilhas condutoras e os contatos elétricos.
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Camada isolante Suporte de cerdmica de alumina

. —

Eletrodo de Trabalho

Eletrodo de Referéncia

Eletrodo Auxiliar ____— 1

Trilhas Contatos elétricos

condutoras

Figura 7. Componentes de um eletrodo impresso de ouro - adquirido da BVT Technologies.

1.11 Eletrodos modificados

A modificacdo de superficies de eletrodos objetiva principalmente o controle
das reacdes que ocorrem na interface eletrodo/solucao propiciando a seletividade
para um determinado analito.

Edwards; Bergren; Porter, (2007) conceituaram eletrodos quimicamente
modificados como material condutor ou semicondutor revestido com um filme ou
camada monomolecular, multimolecular, i6nico ou polimérico, os quais alteram as
propriedades eletroquimicas, épticas, dentre outras, da interface eletrodo/solucéo.
Moses, Wier, Murray (1975) foram os pioneiros a introduzir o termo eletrodos
modificados quimicamente, no inicio dos anos 70, para designar aqueles eletrodos
gue tinham imobilizado, em suas superficies, espécies quimicamente ativas
objetivando controlar as propriedades fisico-quimicas da interface eletrodo/solucéo.
Esta iniciativa da modificacdo das superficies dos eletrodos se deu em face da
busca pelo controle de uma maior seletividade, sensibilidade e estabilidade quimica
e eletroquimica para os eletrodos, possibilitando deste modo sua aplicabilidade em
areas diversas e com varias finalidades.

Pereira; Santos e Kubota (2002) discorreram sobre os métodos de modificacao
das superficies dos eletrodos ressaltando a diversidade dos mesmos, com o objetivo
da manutencdo das propriedades fisicas e quimicas do agente modificador, o que

vai permitir ao eletrodo a geragcdo de novas propriedades que vao diferir das
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anteriores a modificagdo. Na modificacdo da superficie dos eletrodos devem ser
considerados dois itens, o eletrodo base (ouro, platina, flme de mercurio, carbono
vitreo, fibras de carbono e pasta de carbono) e o agente modificador a ser utilizado.
Mayes (2002) relata que a diversidade de metodologias e a escolha adequada estédo
vinculadas ao tipo de aplicacdo do dispositivo, do tipo de transdutor, da natureza do
componente bioldgico e da amostra.

Dentre os métodos mais utilizados para a modificacdo do transdutor

encontram-se a adsorc¢ao, ligacéo covalente, encapsulamento e cross-linking.

1.11.1 Adsorcgéao

E um dos métodos mais simples onde o agente modificador deve ser diluido
em um solvente adequado e o eletrodo, a ser modificado, imerso nesta solugéo para
promover a exposicdo do mesmo ao agente modificador ou pela transferéncia de
uma aliquota da solucéo para superficie a ser modificada — método “coating” (Figura
8). Como o processo de adsorcdo é baseado no equilibrio, deve-se atentar para
ocorréncia de dessorcdo do agente modificador para solucdo ocasionado por
variagdes das forcas iénicas, solvente e pH do meio de reacdo (BIDMANOVA, 2007;
PEREIRA; SANTOS; KUBOTA,; 2002).

O processo de adsorcdo envolve interacdes do tipo ligacdes de hidrogénio,

forcas de van der Waals ou hidrofébicas.

B g e

e

Figura 8. Representacdo esquematica de modificacdo de eletrodos pelo método de
adsorcdo. Adaptado de Mendes (2006).
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1.11.2 Ligagao covalente

As modificagbes por ligacdes covalentes sdo caracterizadas por ligagdes entre
grupos reativos (hidroxila, carbonila, tiol, fenol, imidazol, amino) ligados a superficie
sélida do suporte, com grupos nao ativos ou grupos funcionais do material biol6gico.
Assim, o modificador sera ligado covalentemente ao suporte conforme
esquematizado na Figura 9. Mendes (2006) discorre sobre esta metodologia que
deve ser realizada pelas etapas: ativacdo da superficie do eletrodo; interacdo do
elemento biolégico e posterior remo¢do das moléculas que estejam fracamente
ligadas. Este tipo de modificacdo é mais estavel que as demais, sendo a ligacéo
enxofre-ouro (tiol) de grande relevancia na modificacéo dos transdutores.

Agente Modificador

Suporte

Figura 9. Representacdo esquematica de modificacdo de eletrodos pelo método da ligacéo
covalente. Adaptado de Mendes (2006).

1.11.3 Ligacao covalente cruzada (cross-linking)

Este método utiliza reagentes bi ou multifuncionais (glutaraldeido, acido bis-
diazobenzidina-2,2”-dissulfénico, 4.4 difluoro-3,3’ dinitrodifenilsulfona,
diazobenzidina, tolueno-2,4-diisotiocianato e hexametilenodiisocianato) os quais
realizam a ligacdo entre o agente modificador e o suporte sélido através de seus
grupos reativos. As ligacbes formadas sdo consideradas fortes havendo formacgéo
de um sistema reticulado como consequéncia das ligacbes cruzadas que se
formaram entre as moléculas do agente modificador e as do suporte (Figura 10). A
técnica mais preconizada €é realizada pela imersdo do suporte em solucdo
constituida pelo agente modificador e reagente de maneira a cobrir toda a superficie
a ser modificada, deixando por alguns minutos este contato de acordo com o

material utilizado, tempo suficiente para formacdo de uma pelicula, para
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posteriormente proceder as lavagens e secagens do suporte modificado (MELO,
2009; MARQUES; YAMANAKA, 2008; MENDES, 2006).

LigacOes cruzadas
(Crosslinking)

T2 /) 3 D AL Suporte

A\ #52__| Material biolégico

Figura 10. Representacdo esquematica de modificacéo de eletrodos pelo método da ligacédo

covalente cruzada (crosslinking). Adaptado de Mendes (2006).

1.11.4 Encapsulamento

No encapsulamento a metodologia emprega uma membrana revestindo a
superficie do suporte onde devera ser confinado o material biolégico. Estas
membranas sdo semipermedaveis (nailon, nitrato de celulose, acetato de celulose,
resina, colageno, dentre outros) ou matrizes poliméricas (gelatina, poliacrilamida,
colageno, alginato, dentre outros) conforme mostra a Figura 11. Os tamanhos dos
poros controlam a passagem das moléculas através do mesmo, moléculas grandes
ficam retidas, ndo entram nem saem, porém substratos e produtos pequenos
passam livremente através da membrana semipermeavel (MENDES, 2006;
BIDMANOVA, 2007).
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Membrana semipermeével

Material biolégico

Figura 11. Representacdo esquematica de modificacdo de eletrodos pelo método de
encapsulamento. Adaptado de Mendes (2006).

1.12 Monocamadas auto-organizadas (self-assembled monolayer - SAM)

As SAMs constituem uma metodologia baseada na interacdo de moléculas com
0 substrato e estas camadas monomoleculares altamente organizadas e com
formacdo espontanea sdo resultantes da imersdo de uma superficie solida em
solucdo contendo moléculas anféteras (tidis, derivados do alquil, dentre outros). A
adsorcao das moléculas na superficie resulta da afinidade de um grupo funcional do
adsorvente com a superficie do substrato. Estas ligacdes, para organizacdo das
camadas, ocorrem por interacfes hidrofobicas das cadeias ligadas ao grupo
funcional (-NH,, -COOH e -OH) (FREIRE; PESSOA; KUBOTA, 2003). Apos esta
interacdo com o substrato, a outra extremidade da monocamada com grupos
reativos define as propriedades do eletrodo.

Monocamadas auto-organizadas tém sido bastante utilizadas na umectacéo,
adesdo, corrosao, catdlise, nanolitografia e biossensores. Pagliai (2009) discorre
sobre recentes técnicas de impressdo por microcontato (uCP) que tém sido
preconizadas com a utilizacdo de SAMs, onde um molde elastomérico (molde
mestre) que € exposto previamente as moléculas que formardo a SAM e
posteriormente por contato fisico com o substrato havera a deposicdo da SAM no
substrato. Esta técnica pode ser aplicada na construcdo de biossensores em escala
nanomeétrica, embora ainda néao tenha tido grandes avancos.

Ferreira et al (2009) discorreram sobre a utilizacdo pelo grupo de SPEs

modificados com SAMs de cistamina e glutaraldeido como suporte para construgao
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de biossensores para diagnostico de doenca de Chagas, baseando-se na interacéo
entre a proteina Tc85 de Trypanosoma cruzi (T. cruzi) e anticorpos anti-T. cruzi
presentes no soro humano.

A Figura 12 ilustra esquematicamente a formagdo de monocamadas,
enfatizando que um dos sistemas mais utilizados tem sido dos tidis e alcanotiois
sobre a superficie de ouro dada a estabilidade da ligacdo Au-SR, resultando em uma

estrutura bem organizada e orientada.

Grupo terminal

Cadeia

Grupo ligante carbonica

(enxofre)

Substrato metalico
(ouro)

Figura 12. Representacdo esquematica de formacdo de monocamadas auto-organizadas

sobre substrato de ouro. Adaptado de Marques (2009).

1.13 Imobilizacédo de anticorpos

A imobilizacdo de anticorpos sobre materiais de superficies sélidas tem sua
utilizacdo em diversas areas dentre elas, imunossensores, purificacdes e
imunoensaios para diagndéstico, porém ha relatos sobre alguns problemas
relacionados com a baixa atividade biolégica dos Ac apOs imobilizacdo, fato
atribuido as orientacdes aleatdrias das macromoléculas assimétricas. Assim sendo,
a escolha da metodologia adequada a ser utilizada nas imobilizacbes de Ac é de
crucial importancia (DUGAS; ELAISSARI; CHEVALIER, 2010).

A imobilizacdo de anticorpos, funcionando como elemento de

biorreconhecimento, deve obedecer a padroes para proporcionar um bom
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desempenho para detec¢cdo e posterior conversao de sinais ndo-elétricos em sinais
elétricos. Riccardi; Costa; Yamaka (2002) relataram que a eficiéncia da interacédo
analito-receptor requer que 0 anticorpo seja bastante especifico para captura do
antigeno, ressaltando a necessidade da superficie sdélida também possuir
caracteristicas fundamentais como capacidade de ligacdo a imunorreagentes,
ligacéo estavel e ndo desnaturar a molécula imobilizada.

Yoon; Hwang; Kim (2011) mencionaram que as técnicas mais utilizadas para
imobilizacdo de anticorpos em superficies sélidas sao pela adsorcéo fisica, ligacédo
covalente, cross-linking e entrapment em gel, atentando que a utilizacdo destes
métodos pode resultar em uma diminuicao da atividade de ligacado e seletividade dos
anticorpos apo6s a imobilizacdo, o que pode ser ocasionado pelas orientacfes
inadequadas ou desnaturacdo dos anticorpos. Portanto, muitos estudos tém sido
realizados para o desenvolvimento de sitios especificos na imobilizacdo de
anticorpos, dentre eles a imobilizacdo da proteina A ou G na superficie solida antes
de imobilizar os anticorpos. Mouri et al., (2010) preconizaram as imobilizacdes
através de técnicas foto-induzidas para IgG utilizando azopolimeros, onde as
interacdes elestrostaticas entre a IgG e o azopolimeros com grupos funcionais
(COOH e NMe;), desempenhando importante papel na orientacédo da imobilizacao
da IgG.

Yoon; Hwang; Kim (2011) desenvolveram uma técnica onde a orientacdo do
anticorpo foi mantida pela protecdo do sitio de ligagcdo antigeno-anticorpo do
anticorpo, antes da imobilizagdo, com uma mistura w-funcionalizada da
monocamada auto-organizada de acido 12-mercaptododecandide e 1-heptanotiol,
obtendo resultados significativamente melhores quando comparados com a
utilizac&o de imobilizac&o aleatoria.

Dugas; Elaissari; Chevalier (2010) discorreram sobre as metodologias
utilizadas para imobilizacdo de anticorpos com énfase as reacfes diretas aos sitios
de ligacdes, para tanto sugeriram trés principais estratégias para imobilizacdo. A
primeira enfatiza a ligacdo seletiva entre o fragmento F. dos anticorpos com
receptores especificos como a proteina A ou G. Nesta técnica o suporte sélido deve
estar biofuncionalizado, ou modificado pela proteina, dando condi¢ces para ligacdo
dos anticorpos através de seus fragmentos F.. As outras duas metodologias se
baseiam na imobilizacdo quimica dos anticorpos ao suporte sélido, onde o sitio de

ligacéo do anticorpo sao as ligacoes dissulfeto da regiao de dobradica, para tanto o
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anticorpo deve ser submetido a tratamentos quimicos, fotoquimicos ou enzimaticos
para haver reducdo destas ligacdes, criando assim sitios especificos para os grupos
tidis. Na terceira técnica é criado um sitio especifico reativo na metade do
carboidrato, mais especificamente, no dominio CH do fragmento F., o carboidrato é
modificado pela abertura de um anel especifico. Os autores enfatizaram ainda a
imobilizacdo direta dos anticorpos ao suporte sélido efetivada pela reacdo do grupo
aldeido com o amino ou hidrazidas funcionalizadas em suportes solidos ou pela
imobilizagdo indireta utilizando cross-linkers heterobifuncionais obtendo excelentes
resultados. A Figura 13 ilustra esquematicamente os métodos de imobilizacédo

acima abordados.

(b) (©

Receptor F¢
C 1 C m [ L |

Figura 13. Representacdo dos métodos de imobilizacdo de anticorpos (IgG), de forma
orientada. (a) ligacdo do anticorpo ao suporte sélido pelo fragmento F¢; (b) ligacdo do
anticorpo ao suporte pelo dominio CH, do fragmento F. e (c) onde anticorpo é imobilizado
ao suporte pelo grupo sulfidrila da regido C-terminal do fragmento F,,. Adaptado de Dugas;

Elaissari; Chevalier (2010). In: Recognition receptors in biosensors.

Nisnevitch; Firer (2001) discorreram sobre a imobilizacdo de anticorpos com
orientacdo aleat6ria, o que ocorre porque a molécula do anticorpo possui varios
grupos de lisina em sua superficie vindo a propiciar multiplos pontos de ligacdo dos
anticorpos a uma superficie, quando esta ligacdo ocorre no sitio de ligacdo do
antigeno (Fap) considera-se a habilidade de ligacdo do anticorpo seriamente
comprometida ou eliminada. A Figura 14 representa as possibilidades de ligacédo do
anticorpo a uma superficie sélida, consequentemente sua capacidade de ligacdo ao

antigeno como totalmente ou parcialmente ativa e inativa.
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Figura 14. Representacao de imobilizacdo de anticorpos de forma aleatéria e influéncia
sobre sua atividade de ligacdo com o antigeno. Adaptado de Nisnevitch, Firer (2001).

1.14 Técnicas eletroquimicas

1.14.1 Espectroscopia por impedancia eletroquimica (EIE)

A impedancia eletroquimica é definida como a raz&o entre uma perturbacéo
aplicada a um sistema formado de uma interface eletrodo/solucdo e a resposta
correspondente a esta perturbacdo, geralmente um sinal alternado. Assim, é
aplicado um sinal senoidal de pequena amplitude, poucos milivolts, em intervalos de
frequéncia amplos e realizada analise da resposta do sistema a perturbacdo. A
aplicacdo do sinal senoidal pode ser feita utilizando uma célula eletroguimica
convencional constituida pelo eletrodo de trabalho, o eletrodo auxiliar (contra-
eletrodo) e o eletrodo de referéncia, além de um analisador de resposta de
frequéncia, o qual mede a resposta da corrente no sistema a medida que varia a
frequéncia do sinal senoidal, devidamente acoplado a um potenciostato. Esta
medida da impedancia de um sistema eletroquimico é denominada espectroscopia
de impedancia eletroquimica (EIE).

Damos; Mendes; Kubota (2004) relataram que quando é efetuado o
monitoramento entre o potencial aplicado e a corrente sdo obtidos a impedancia do
sistema e o angulo de fase, este considerado a defasagem da corrente
correlacionada ao potencial que foi aplicado. Através das medidas de impedancia e

angulo de fase podem-se realizar procedimentos avaliativos relacionados ao
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transporte de cargas, dupla camada, capacitancia redox, condutividade i0nica,
dentre outros.

Os resultados de impedancia podem ser representados pelos Diagramas no
Plano Complexo ou de Nyquist, que relaciona a impedancia imaginaria (Zim) com a
impedancia real (Z,) e os Diagramas de Bode, que relaciona a impedancia total do
sistema (Z) e o angulo de fase (¢) com a frequéncia, as informacgdes provenientes do
diagrama de Bode podem ser complementares aquelas fornecidas pelo diagrama de
Nyquist (PEREZ, 2010; PINTO, 2008).

Um dos métodos mais utilizados é o diagrama de Nyquist, onde a impedancia
pode ser expressa como numero complexo onde a resisténcia € a componente real
€ a capacitancia a componente imaginaria.

A Figura 15 representa um diagrama de Nyquist ideal apresentando na regiao
de altas frequéncias um semicirculo e nas de médias e baixas frequéncias uma
variacao linear. O semicirculo, na regido de altas frequéncias, mostra o efeito de
relaxacado de transferéncia de carga (frequéncia no maximo do semicirculo), onde
podem ser obtidos os valores Re, Ric € Cq. Onde: 0 Re € a resisténcia do eletrdlito
mais o eletrodo (obtido na interse¢cdo do semicirculo com o eixo real em altas
frequéncias). Quando ha a segunda intersecdo do semicirculo com o eixo real
podem ser encontrados os valores R + Re, onde 0 Ry é a transferéncia de carga
entre o eletrodo/eletrdlito. O Cq4 representa a capacitancia da dupla camada formada
pelo acimulo de cargas na interface eletrodo/eletrolito e R, a resisténcia limite.
Assim, a regido de altas frequéncias esta associada com a resisténcia da solucéo
eletrolitica e a de baixas frequéncias representam o processo de transporte de
massa por difusdo de ions, ja a regido entre a de altas frequéncias e as de baixas
associa-se com a resisténcia de transferéncia de carga na interface (GIROTTO; De
PAOLLI, 1998; SANTANA, 2007; PEREZ, 2010).
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Figura 15. Representacdo do Diagrama de Nyquist ideal. Adaptado de Girotto; De Paoli
(1998).

A segunda forma de representacdo da impedancia é pelos diagramas de Bode
gue consiste de um plano de eixos ortogonais nos quais se tem no eixo das
ordenadas duas grandezas o logaritmo da impedancia (log IZl) em ohms e o angulo
de fase (/) em graus; no eixo das abscissas tem-se o logaritmo da frequéncia
angular (logw), onde ® é expresso em radianos/segundo (rad/s). As informacdes
geradas pelo diagrama de Bode sdo importantes e podem apresentar informacoes
complementares aquelas obtidas a partir do diagrama de Nyquist (LISDAT,
SCHAFER, 2008; ARENA, 2010; PEREZ, 2010).

A EIE tem sido amplamente utilizada como uma ferramenta de deteccéo de
varios tipos de interagcdes moleculares, tais como imunossensores, hibridizacdo de
DNA, testes rapidos biomoleculares, monitoracdo de cultura de células. Os
imunossensores impedimétricos tem tido ampla aplicacdo em areas diversificadas,
baseada na multiplicidade de vantagens por eles apresentados, assim como nha
monitoracdo das etapas do processo de construcao de biossensores e de interacao
nos processos de biorreconhecimento.

Ferreira et al. (2009) relataram que dentre os métodos eletroquimicos utilizados
para monitoracdo das propriedades das monocamadas auto-organizadas em
superficie de ouro, a EIE é preferencialmente eleita sendo a caracterizacdo das

mesmas feita através da mensuracéo de transferéncia de carga do par redox, tanto
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na presenca quanto na auséncia de monocamadas auto-organizadas (eletrodos
bare), e pela inclinacdo da porgédo linear da impedéancia real versus plots de
frequéncia™?, nas regides de baixas frequéncias para eletrodos bare e eletrodos

modificados.

1.14.2 Voltametria Ciclica

A voltametria € uma técnica eletroquimica através da qual se obtém dados
referentes a uma espécie quimica de interesse, tais como: valor do potencial de
pico, intensidade de corrente dos picos (anddico e catédico), dentre outros. Um
analito passa ser determinado por voltametria é necessario que a espécie a ser
determinada seja eletroativa.

Na voltametria ciclica é aplicado um potencial, na forma de uma onda
triangular, em uma célula eletroquimica e a corrente que flui através desta devera
ser medida em funcéo do potencial. O potencial é aplicado no eletrodo de trabalho e
a medida que este potencial se torna mais negativo (varredura catddica), ha um
aumento da energia dos elétrons e o0 eletrodo se torna uma fonte de elétrons
provocando um fluxo de elétrons entre o eletrodo e a solugcdo o que permite a
reducdo da espécie na interface eletrodo/solucdo. Quando os potenciais sdo mais
positivos, ocorre 0 inverso, a energia dos elétrons diminui e ocorre a oxidacao da
espécie (varredura anddica). O potenciostato mede a corrente resultante do
potencial aplicado durante a varredura de potencial. O resultado obtido como
resposta a essa perturbacdo sdo curvas de corrente vs potencial e terdo formas
dependentes das caracteristicas do sistema, tais como reversibilidade ou ndo,
presenca de reacdes quimicas acopladas ao processo do eletrodo, etc
(GRIESHABER et al., 2008; MODOLO, 2009). Fundamentalmente, a corrente
resultante dependerd de duas etapas do processo total (difusdo da espécie
eletroativa a superficie do eletrodo e reacao de transferéncia de carga).

A Figura 16 representa uma varredura do potencial do eletrodo de trabalho com
uma funcéo triangular em relacéo ao eletrodo de referéncia. E representado apenas
o primeiro ciclo, mas dependendo dos dados ou informacdes desejadas podem ser

realizados varios ciclos (GUIMARAES, 2006). E uma técnica adequada para estudos
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iniciais das caracteristicas dos compostos e também para examinar sistemas

eletroquimicos complexos, como os sistemas envolvendo as reagfes enzimaticas.

EA A

Emax

Emin

Figura 16. Representacdo da variacdo do potencial aplicado com o tempo em VC com 0s
parametros mais importantes: potencial inicial (E;), potencial maximo (Emax), potencial
minimo (Enin) € 0 potencial final (E¢). Adaptado de Brett e Brett (1996).

As técnicas de voltametria podem ser aplicadas em varias areas especialmente
guando se deseja saber a eletroatividade de compostos (moléculas biologicas), as
reacdes quimicas acopladas e estudar superficies de eletrodos. Varios trabalhos
foram realizados utilizando a voltametria. Ferreira; Yamanaka; Benedetti (2007)
realizaram estudos de eletrodos de ouro policristalino (poli) modificados por SAM de
cistamina e glutaraldeido e monitoraram a reacdo enzimatica (HRP) em meio de
iodeto, para construcédo de sensores, utilizando a técnica de voltametria ciclica. Hleli
et al (2006) caracterizaram as propriedades da monocamada mista e todas as
etapas de construcdo de imunossensor para deteccdo de atrazina utilizando

voltametria ciclica.
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1.15 OBJETIVOS

Desenvolver imunossensor impedimétrico para detec¢do de Staphylococcus
aureus, em areas criticas hospitalares (Centros Cirurgicos e Unidades de

Terapias Intensivas — UTIS);

Contribuir para o Controle de Infeccdo Hospitalar com um método efetivo de

monitoracdo da contaminacgao do ar do ambiente hospitalar;

Atuar como indicativo da efetividade das metodologias indicadas e adotadas

para conter a IH;

Oportunizar, quando houver contaminacdo ambiental, que as medidas de
Biosseguranca e outras normas sejam revistas e tenham adequacgdes as suas

especificidades.
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DESENVOLVIMENTO

Os experimentos para o desenvolvimento do imunossensor impedimétrico
foram realizados nos laboratérios do Instituto de Quimica da UNESP, Campus de
Araraquara e da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar):

elLaboratério de Eletroanalitica, do Departamento de Quimica Analitica,
UNESP: preparo das solucdes, modificacdes das superficies dos eletrodos e
medidas de voltametria ciclica.

e Laboratério de Eletroquimica, do Departamento de Fisico-Quimica, UNESP:
realizadas as medidas de impedancia eletroquimica de todas as etapas do
desenvolvimento do imunossensor e aquisicdes das imagens de microscopia dos
eletrodos impressos.

eLaboratorio de Microbiologia do Departamento de Morfologia e Patologia do
Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude, UFSCar, para manipulagdo e preparo

das laminas com os Staphylococcus aureus.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Reagentes e solucdes

Na preparacdo da solucdo tampéo salino fosfatado (PBS) foram empregados
reagentes fornecidos pela Sigma-Aldrich e o procedimento foi conforme o Methods
in Enzymology (SIDNEY; NATHAN, 1955). Todas as solucbes foram preparadas
usando agua deionizada (p = 18 MQ cm™) fornecida pelo sistema Mili-Q (Millipore
Inc., USA). Todos os materiais utilizados foram submetidos ao processo de limpeza
(lavagem com Extran e/ou desinfeccdo com etanol) para remoc¢do de qualquer
residuo organico ou impurezas que pudessem vir a interferir nas medidas.

O reagente cistamina (CYS) foi adquirido da Sigma-Aldrich (C4H12N,S,) e

solucdes aquosas com diferentes concentracfes foram obtidas. Glutaraldeido (GA) a



69

25% obtido da Sigma-Aldrich (OHC—(CH);—CHO), diluido em PBS, foi utilizado
como SAM reativa para aminas.

A proteina A de S. aureus, obtida da Sigma-Aldrich, € uma proteina produzida
pela parede celular dos S. aureus e que possui alta afinidade para se ligar as IgGs,
foi utilizada para a modificagdo do eletrodo de trabalho sobre as SAMs de cistamina
+ glutaraldeido ou diretamente sobre a superficie eletrédica do SPE.

Os anticorpos utilizados foram imunoglobulinas IgG monoclonais de ratos que
reconhecem especificamente os peptideoglicanos das paredes celulares dos S.
aureus, Proteina A negativa de S. aureus e S. epidermidis, obtidos da Abcam
(Cambridge, MA, USA).

Os espacos livres entre os anticorpos foram bloqueados com soroalbumina
bovina (SAB - Sigma-Aldrich) para evitar as reacdes inespecificas, diluida em PBS
contendo 0,002% de Tween 20.

Para o imunoensaio foram utilizadas cepas de S. aureus ATCC (6535) como
analito (antigeno) cedidas pela Prof?. Cristina Paiva de Sousa do Laboratério de
Microbiologia do Departamento de Morfologia e Patologia do Centro de Ciéncias
Biologicas e da Saude da UFSCar.

Para as medidas de impedancia e voltametria ciclica foi usada a solucao
tamp&o salino 0,1 mol L™ (pH 7,5) como eletrélito de suporte contendo o par redox
[Fe (CN)¢** 1 x 10 mol L.

2.2 Equipamentos para medidas eletroquimicas

As medidas de espectroscopia de impedancia eletroquimica foram efetuadas
no modo potenciostatico, empregando um sistema da EG&G PAR, que consiste de
um potenciostato modelo 283, um detector de resposta em frequiéncia, modelo 1025,
controlado pelo programa Electrochemistry PowerSuite (Princeton Applied
Research). Todas as medidas foram realizadas dentro de uma gaiola de Faraday
conectada a um terra real; o tempo de estabilizacdo do potencial de circuito aberto
foi controlado pelo programa M352 da Princeton Applied Research.

As medidas de voltametria ciclica foram realizadas em um
potenciostato/galvanostato pAUTOLAB Type Il e um software GPES 3.0 (General

Purpose Electrochemical System) para o tratamento dos dados.
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Andlises da superficie de trabalho do eletrodo impresso foram realizadas
através de microscopia eletrénica de varredura (MEV), marca Topcon, SM-300. Para
a visualizacdo dos eletrodos impressos e célculos das areas geométricas foi
empregado um estereomicroscopio binocular, modelo Q734ZT, marca Quimis,
ampliacao de 40x e contendo uma camera fotografica acoplada, modelo SDC-312,
marca Quimis.

Microscépio Optico trinocular com amplitude de 800x acoplado a uma camera
da marca Samsung, modelo SDC-415ND e software Image Tool foi usado na analise
dos esfregacos de S. aureus em laminas preparadas pela coloracao de Gram.

Para a obtencdo das medidas de pH, empregou-se um pHmetro da marca
Digital Gehaka modelo PG 2000.

2.3 Eletrodos impressos e célula eletroquimica

Os eletrodos impressos (screen-printed electrodes - SPE) foram adquiridos da
BVT Technologies (Brno, Czech Republic) sendo do modelo AC1.W1. RS.

A Figura 17 representa esquematicamente a descricdo dos eletrodos
impressos em suporte de ceramica. Estes possuem dimensdes que correspondem a
um comprimento de 25,5 mm; largura de 7,2 mm e espessura de 0,6 mm, conforme
especificacdes do fabricante. O dispositivo serigrafado € constituido por um sistema
de trés eletrodos: eletrodo de trabalho, (pseudo) referéncia e auxiliar, tendo os
mesmos a seguinte composicao:

e Eletrodo de trabalho (Er): Au-Pd (98/2%), Ageom= 0,0070 cm?;

eEletrodo de referéncia (Er): Ag-Pd (98/2%), Ageom = 0,137 cm?;

e Eletrodo auxiliar (Ea): Au-Pd (98/2%), Ageom = 0,072 cm?.

Estes sistemas de eletrodos estdo revestidos por uma camada isolante que

reveste as trilhas condutoras até proximo aos contatos elétricos.

¢ Os contatos elétricos séo constituidos de prata.
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Figura 17. Descricdo do eletrodo impresso.

As areas dos eletrodos impressos foram calculadas com base nas imagens

obtidas conforme mostra a Figura 18.

Figura 18. Imagem dos eletrodos impressos empregadas nos célculos das areas
geométricas obtida no Laboratério de Eletroquimica do Departamento de Fisico-Quimica do

Instituto de Quimica, UNESP, Campus de Araraquara.

Para as medidas eletroquimicas foi usada uma célula eletroquimica

convencional de 2 mL de eletrdlito de suporte contendo as espécies redox
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Fe(CN)>™ 1 x 10° mol L. A célula eletroquimica foi adaptada no interior de uma
Gaiola de Faraday com o intuito de proteger o sistema de perturbacdes elétricas ou
eletromagnéticas. Todas as medidas eletroquimicas foram realizadas a temperatura
ambiente (= 25°C).

2.4 Metodologia

No desenvolvimento do imunossensor impedimétrico, dois procedimentos para
a imobilizacdo dos anticorpos (Ac) anti- Staphylococcus aureus na superficie do
eletrodo impresso foram estudados:

a) SAM de cistamina (SH-CH,—CH>—NH,) + glutaraldeido (OHC—(CH;)s—CHO)

+ proteina A de S. aureus + Ac anti-S. aureus;
b) Proteina A de S. aureus + Ac anti-S. aureus.

Com a imobilizacdo dos anticorpos anti-S. aureus sobre a superficie do
transdutor modificado, os espacos livres entre os anticorpos foram bloqueados com
soroalbumina bovina para evitar reacdes inespecificas. Entdo o imunossensor, por
meio de reacao de afinidade, reconheceu o antigeno e tal reacao foi monitorada por

impedancia eletroquimica.

2.4.1 Manipulacéo e limpeza dos eletrodos impressos

Os eletrodos foram recebidos em pacotes de aluminio selados e isolados
individualmente para evitar contato com a atmosfera. Em todas as etapas os
eletrodos foram cuidadosamente removidos de sua embalagem (somente antes do
uso) com auxilio de uma espatula para romper a protecao de aluminio, tendo-se o
cuidado de ndo tocar nas areas dos eletrodos nem dos contatos para evitar
contaminacdo. Os eletrodos foram lavados com etanol (ndo lavar os contatos

elétricos) e agua Milli Q e a secagem feita a temperatura ambiente.
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2.4.2 ModificacOes do eletrodo de trabalho (Et) dos SPE empregando SAM de

cistamina e glutaraldeido

A metodologia de ligacdo covalente de bioligantes a superficie do eletrodo de
ouro impresso, modificacdo quimica com cistamina e ativacdo com glutaraldeido
(Figura 19) foi realizada segundo Horacek e Skladal (HORACEK, J. SKLADAL, P.,
1997):

A) Lavagem dos eletrodos com etanol;

B) Secagem a temperatura ambiente;

C) Aplicacdo de 10 uL de solucdo aquosa de cistamina 2 x 102 ou 4 x 107
mol L™ sobre a superficie do eletrodo de trabalho;

D) Incubagéo por 2 h a temperatura ambiente;

E) Lavagem dos eletrodos com agua destilada, por imersdo e agitacao
branda, trés vezes de cinco segundos;

F) Adicdo de 10 uL de solucdo de glutaraldeido (GA) 2,5% em solucao
tamp&o salino (PBS) 0,1 ml L™ (pH 7,5) por eletrodo;

G) Incubacéo por 1 h a temperatura ambiente;

H) Lavagem conforme item E;

2.4.3 Imobilizac&o da proteina A para Staphylococcus aureus via glutaraldeido

na cistamina e diretamente na superficie de trabalho do SPE

A proteina A foi imobilizada sobre a SAM de cistamina via glutaraldeido (Figura
19) e também adicionada diretamente sobre a superficie do eletrodo de trabalho -
SPE. Em ambos o0s procedimentos empregou-se uma aliquota de 10 uL da solucéo
tamp&o salino 0,1 ml L™ (pH 7,5) contendo as diferentes diluices da proteina A (1
mg/mL™). A adicdo direta da proteina A sobre a superficie de ouro foram
investigadas nas diluicbes de 1:10 e 1:20 e com tempo de incubacédo de 2 h.
Também foi estudado o tempo de incubacdo de 12 h para a diluicdo de 1:20 da
proteina A. Diluicdo de 1:20 foi usada para a imobilizacdo da proteina A sobre as
monocamadas (CYS-GA) e tempo de incubacdo de 12 h. Em ambos o0s
procedimentos experimentais a incubacdo ocorreu a temperatura de 4-8°C.

Decorrido o tempo de incubacgéo procedeu-se a lavagem na mesma solugao tampéo
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de diluicdo da proteina A, por imersado e agitacdo branda, trés vezes com duracéo de
5 segundos em cada lavagem. As avaliacdes das imobilizacdes da proteina A foram

empregando impedancia eletroquimica.

2.4.4 Imobilizacdo dos anticorpos monoclonais anti- Staphylococcus aureus
sobre a superficie do transdutor modificada com SAMs e proteina A

Com base nos resultados de impedancia, procedeu-se a imobilizagcdo dos
anticorpos monoclonais somente sobre as SAMs contendo a proteina A (Figura 19).
Foi estudada a diluicdo de 1:20 para o anticorpo monoclonal em solugdo tampao
salino 0,1 ml L™ (pH 7,5) a partir de uma solucdo estoque de 0,0184 mg mL™. Uma
aliquota de 10 puL foi adicionada sobre a superficie de trabalho modificada (CYS +
GA + proteina A) e incubada a temperatura ambiente durante 3 h. Apds o tempo de
incubacéo, os eletrodos foram lavados na mesma solucdo tampéao de diluicdo dos
anticorpos, por imersédo e agitacao branda, trés vezes com duracao de 5 segundos
em cada lavagem. Medidas de impedancia foram realizadas para avaliar a

imobilizacdo dos anticorpos monoclonais.
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Figura 19. Esquema da imobilizagdo dos anticorpos monoclonais anti-S. aureus na

superficie de ouro do eletrodo impresso.
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2.4.5 Bloqueio dos espagos livres entre os anticorpos com soroalbumina

Apo6s modificacdes e imobilizacdo dos anticorpos orientados pela presenca da
proteina A na superficie do eletrodo impresso, realizou-se o blogueio da superficie
com a aplicacdo de 10 pL de solucéo tamp&o PBS-T (solucdo tampdo PBS 0,1 ml L™
(pH 7,5) contendo 0,02% de Tween 20) acrescida de 0,5% de soroalbumina bovina
(solugdo de bloqueio). Solucdo de bloqueio sobre a superficie do transdutor com
incubacéo de 1 h foi adotada para o desenvolvimento do imunossensor. O bloqueio
da superficie do sensor foi avaliado através de medidas EIS.

2.4.6 Interagdo antigeno-anticorpo na superficie de trabalho dos eletrodos

impressos

No desenvolvimento do imunossensor, estudos preliminares foram realizados
empregando cepas de S. aureus ATCC — 6535, como antigeno especifico para o
anticorpo monoclonal. Uma amostra de S. aureus coletada em meio de cultura foi
primeiramente diluida em agua peptonada tamponada e em seguida na proporgao
de 1:1 em solucéo de bloqueio (solucdo tampéo PBS-T). Sobre a superficie do SPE
modificado e contendo os anticorpos anti-S. aureus imobilizados foi aplicado 10 uL
da solucéo antigénica. O tempo de incubacéo para a reacdo de afinidade foi de 30
min a temperatura ambiente. Para melhor visualizacdo das bactérias a serem
empregadas no imunoensaio, foi preparada um esfregaco em lamina pela coloragéo

de Gram conforme mostra a Figura 20.
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Figura 20. Esfregaco em lamina pela coloracdo de Gram para S. aureus. Imagem obtida no

Instituto de Quimica, UNESP, Campus de Araraquara.

2.4.7 Condigcdes experimentais para as medidas de impedéancia

Para os eletrodos ndo modificados ou modificados, as andlises de impedancia
foram realizadas no intervalo de frequéncia de 50 kHz a 10 mHz. Os eletrodos foram
transferidos imediatamente para a célula eletroquimica. Os tempos de estabilizacao
do potencial e corrente foram de 15 min, respectivamente, empregando o potencial
de circuito aberto (Eoc). Foi aplicada uma amplitude de 10 mV (rms - root mean
square) previamente determinada, 10 pontos/década e um capacitor de 0,1 uF
conectado entre o eletrodo de referéncia e um fio de platina. As medidas foram
realizadas em solucdo tamp&o PBS 0,1 mol L™ (pH 7,5) aerada e contendo o par
redox Fe(CN)s*™ 1 x 102 mol L. Todas as medidas de impedancia foram
realizadas em triplicata, temperatura ambiente e empregando uma gaiola de

Faraday.
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2.4.8 Monitoramento voltamétrico das modificacdes e imobilizacbes da

superficie de trabalho do SPE

Para o monitoramento voltamétrico do SPE sem modificacdes (bare) e nas
modificacbes (CYS e CYS-GA) e imobilizacdes (SAMs + proteina A e SAMs +
proteina A + Ac) foi utilizado o intervalo de potencial de —-0,25 a +0,40 V em solucao
tampdo PBS 0,1 mol L* (pH 7,5) na presenca do par redox Fe(CN)g*

1 x 10° mol L}, com velocidade de varredura de 20 mV s™.

2.4.9 Andlise da superficie de trabalho (Et - SPE) por microscopia eletrénica de

varredura

A caracterizacdo morfologica da superficie de trabalho sem qualquer
modificacdo foi analisada por microscopia eletrbnica de varredura (MEV) para
observar a rugosidade e a uniformidade da camada de pasta metalica sobre a matriz
de ceramica quanto a presenca de espacos ou cavidades existentes ap0s o
processo de fabricacdo do eletrodo impresso. As medidas de microscopia foram
realizadas com um feixe de elétrons de 20 kV de poténcia e ampliacdo de 700 x.

Para todas as etapas de modificacdes, imobilizacdo do anticorpo monoclonal e
imunoensaio sobre a superficie de trabalho do transdutor, os tempos de incubacéo,
seja a temperatura ambiente (=~ 25°C) ou sob refrigeragdo (4-8°C), ocorreram em
camara simulando atmosfera umidificada com o objetivo de evitar a evaporacéao do
pequeno volume adicionado sobre a superficie de trabalho do transdutor. Um
recipiente plastico contendo agua foi colocado no centro da placa de Petri e ao redor

os eletrodos impressos conforme mostra a Figura 21, simulando uma camara amida.
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Figura 21. Esquema da simulacdo de camara Umida. Placa de Petri com tampa tendo os

SPEs em etapas de modificacdes e/ou imobilizacdes, contendo no centro tampa com agua
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Caracterizacdo da superficie do eletrodo de trabalho - SPE empregando

técnica ndo-eletroquimica: microscopia eletrénica de varredura

A Figura 22 mostra a imagem topogréfica da superficie (Au-Pd) do eletrodo de
trabalho impresso (SPE) em que foram realizadas todas as modificagbes e
imobilizagdes empregando microscopia eletrbnica de varredura. A imagem indica
uma superficie irregular e com alta rugosidade com o emprego da pasta metalica
(Au/Pd) no processo serigrafico. Estas irregularidades e defeitos da superficie
podem causar uma distribuicdo de corrente heterogénea, o que pode gerar uma

maior complexidade na resposta eletroquimica.

L, \
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Figura 22. Imagem em microscopia eletrénica de varredura da superficie do eletrodo de
trabalho (SPE) com ampliagdo de 700x obtida no Instituto de Quimica, UNESP, Campus de

Araraquara.

3.2. Caracterizacdo das SAMs, imobilizacdes da proteina A de S. aureus e

anticorpo monoclonal anti-S. aureus usando técnicas eletroquimicas



82

3.2.1 Voltametria ciclica

O processo de transferéncia de elétrons envolvendo as espécies Fe(CN)g>"™* foi
investigada sobre a superficie do eletrodo de trabalho (SPE) contendo as SAMs de
CYS e CYS-GA e com as imobilizacbes da proteina A de S. aureus e do anticorpo
monoclonal anti-S. aureus usando voltametria ciclica. A Figura 23 mostra 0s
voltamogramas ciclicos obtidos a 20 mV s™ para o eletrodo ndo modificado (bare) e
com modificacdes e imobilizacées em solucéo tampdo PBS 0,1 mol L™ (pH 7,5).

Para o eletrodo de trabalho sem modificacédo (Figura 23a), foi obtido um tipico
voltamograma ciclico empregando o par redox ferri/ferro com um par de picos a
+0,04 V (pico catddico) e +0,18 V (pico anddico), caracterizando um processo de
transferéncia de elétrons quase-reversivel. O processo de transferéncia de carga
com ferro/ferricianeto nesta etapa ocorreu com uma area efetiva do eletrodo de
0,0056 cm?®. Essa &area pode ser obtida a partir da equacdo de Randles-Sevcik
(NICHOLSON e SHAIN, 1964) desde que conhecidos o numero de elétrons,
coeficiente de difusdo e concentragdo da espécie eletroativa, velocidade de
varredura do potencial e corrente de pico a uma dada temperatura.

A modificacdo do eletrodo impresso com CYS (Figura 23b) somente deslocou
ambos os picos, catodico (+0,03 V) e anddico (+0,15 V), para valores menos
positivos e com pequeno aumento na intensidade de corrente. Esta pequena
distorcdo quando comparado com o eletrodo sem modificacdo sugere que a reagao
de transferéncia de elétrons ocorre sem um significativo efeito de barreira e que a
cistamina nao bloqueia totalmente a superficie do eletrodo. Isto significa que uma
superficie com baixa cobertura foi provavelmente obtida e com facil acesso das
espécies eletroativas por difusdo em areas ndo modificadas da superficie eletrodica.
Baixa cobertura com cistamina sobre SPE Au/Pd foi previamente observado por
FERREIRA et al., 2009. Outro fator que pode influenciar a cobertura da superficie
com CYS é a presenca de um excesso de cargas positivas sobre 0 amino grupo,
devido ao pH da agua (pH 6,5) durante a formacdo da SAM comparado com o pK,
da CYS (8,2). O excesso de cargas positivas pode contribuir para o aumento da
repulséo lateral, na qual pode diminuir a cobertura da superficie. Outros resultados
eletroquimicos sugerem a possibilidade de influéncia de cargas positivas sobre a
cistamina e a difusdo das espécies redox para as areas ndo modificadas
(FERREIRA et al., 2009).
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Quando o glutaraldeido foi adicionado sobre a SAM de cistamina (Figura 23c),
observou-se um pequeno decréscimo na intensidade de corrente dos picos do par
redox Fe(CN)¢>™ e um aumento na diferenca de potencial entre os picos catédico
(0,0 V) e anddico (+0,20 V). Este resultado sugere algum bloqueio na reacdo de
transferéncia de elétrons e consequentemente uma perda na reversibilidade. A
aplicacdo da equacado de Randles-Sevcik forneceu valores de area iguais a 0,0065 e
0,0039 para o0s eletrodos impressos modificados com CYS e CYS-GA,
respectivamente.

A Figura 23d mostra a imobilizacao da proteina A de S. aureus sobre as SAMs
de CYS-GA. Os picos anddico (~ +0,24 V) e catédico (r —0,012 V) ndo sdo bem
definidos e ocorre um aumento de separacdo entre os mesmos. Esta é a indicacéo
de um maior impedimento na transferéncia de cargas envolvendo as espécies redox
Fe(CN)s>*. Quando a proteina A foi adicionada sobre as monocamadas (CYS-GA),
uma densa camada foi provavelmente formada através da ligacdo covalente entre o
grupo aldeido terminal da SAM de glutaraldeido e o grupo NH, da proteina, inibindo
0 processo Faradaico.

Com a imobilizacdo do anticorpo monoclonal anti-S. aureus (Figura 23e), o
voltamograma tende a uma forma sigmoidal, o que mostra um maior bloqueio da
superficie do eletrodo de trabalho. Observa-se uma maior separacdo dos picos
anadico (~ +0,28 V) e catodico (~ —0, 045 V), o que € indicativo de uma baixa reacao
de transferéncia de carga.

Os resultados obtidos mostraram que a voltametria ciclica tradicional €
adequada para o estudo envolvendo as diferentes etapas de construcdo do

imunossensor.
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Figura 23. Voltamogramas ciclicos dos eletrodos SPE em solucdo tampdo PBS 0,1 mol L™
(pH 7,5) na presenca do par redox Fe(CN)¢>™ 1 x 10° mol L™, sobre eletrodo de trabalho
nao modificado (a), e o eletrodo modificado com CYS (b), CYS-GA (c), CYS-GA-Proteina A
(d) e CYS-GA-Proteina A - Ac (e). Eletrodo de trabalho: Au-Pd (98/2%); Ageom= 0,0070 cm?;
v =20 mV s. Eletrodo de referéncia: Ag-Pd (98/2%).

3.2.2 Estudos de impedancia eletroquimica

Antes da aquisicdo dos espectros de impedancia, os potenciais de circuito
aberto para o eletrodo de trabalho sem modificacdo (bare) e nas diferentes etapas
de modificacbes na presenca do par redox foram observados e o potencial de
estabilizacdo foi ao redor de +0,120 V. Inicialmente foram realizadas medidas de
impedancia do eletrodo sem modificacdo, para posterior analise dos resultados de
impedancia com os eletrodos impressos modificados. Todas as medidas foram
realizadas em triplicata.

A Figura 24 mostra os diagramas de impedancia no plano complexo (-Z)
versus (Z;) para o eletrodo sem modificacdo e com a proteina A adicionada

diretamente na superficie do eletrodo de trabalho na presenca do par redox
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Fe(CN)s¥*“. O inserto da Figura 24 corresponde & ampliacdo dos resultados de
impedancia para o eletrodo sem modificacdo. Observa-se na Figura 24a a presenca
de um semicirculo seguido de um prolongamento linear com um angulo ao redor de
40°, onde o raio do semicirculo representa o processo cinético de transferéncia de
elétrons e a reta caracterizando o processo difusional das espécies eletroativas. O
eletrodo modificado com proteina A diretamente sobre a superficie (Et) na diluicdo
1:20 e com tempo de incubacdo por 2 h (Figura 24b), houve um aumento da
impedéancia real e imaginaria do arco capacitivo. Com o mesmo procedimento de
modificagdo da superficie eletrédica com a proteina A na diluicdo 1:10 direto e com
tempo de incubacgéo de 2 h (Figura 24c), verifica-se que um aumento da impedancia,
0 que mostra um maior bloqueio da superficie a transferéncia de elétrons. Com o
intuito de garantir uma melhor imobilizacdo da proteina A na superficie metalica foi
investigado o comportamento impedimétrico com a diluicdo 1:20 e tempo de
incubacdo 12 h (overnight) (Figura 24d). Os resultados mostraram um aumento da
impedancia real e imaginaria do arco capacitivo em compara¢do com o tempo de
incubacdo de 2 h (Figura 24b). Neste caso o aumento de resisténcia na

3% mostra uma

transferéncia de elétrons na presenca das espécies redox Fe(CN)g
maior cobertura da superficie do eletrodo, o que ndo garante a permanéncia da

camada protéica nas etapas subsequentes de construcédo do imunossensor.
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Figura 24. Diagramas no plano complexo para eletrodo impresso sem modificacdo (a),
modificado, sem SAM, com a proteina A na diluicdo de 1:20 e com tempos de incubacgédo de
2 h (b) e 12 h (d) e na diluicdo de 1:10 com tempo de incubacdo de 2 h (c) em solucéo
tampdo PBS 0,1 mol L™ (pH 7,5) na presenca do par redox Fe(CN)¢™ 1 x 10° mol L™,
Eletrodo de trabalho: Au-Pd (98/2%). Inserto: ampliacdo dos resultados de impedéancia para

o eletrodo sem modificagé&o.

A proteina A é um componente da parede celular do S. aureus que se liga com
a parte F. das moléculas de imunoglobulinas G (IgG) de muitas espécies de
mamiferos. A vantagem da utilizacdo da proteina A para posterior imobilizacdo do
anticorpo é uma orientacdo adequada que ela proporciona ao Ac que vai se ligar a

sua superficie. Quando imunoglobulinas como IgG sao imobilizadas em superficies
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solidas sua atividade geralmente é diminuida sendo que a principal razdo é uma
imobilizacdo com orientagdo aleatéria. Portanto, a imobilizacdo de Ac mediada pela
proteina A leva a imunorreacgdes altamente eficientes o que aumenta o desempenho
do sistema utilizado.

As interacOes eletrostaticas podem ser consideradas um fator importante
para adsorcdo das proteinas juntamente com o pH da solucdo e forcas idnicas. A
proteina A possui entre suas caracteristicas um ponto isoelétrico (pl) que é de 5,1
ponto este onde ha um equilibrio entre suas cargas elétricas (LINDMARK, MOVITZ,
SJOQUIST, 1977). Interacbes eletrostaticas e outros tipos de ligacdes fracas fazem
com que as proteinas tendam a se agregar e precipitar quando estao no seu pl.
Assim sendo, a adsorcdo de proteinas por interac6es eletrostaticas € minima
guando o pH da solucéo utilizada é proximo ao seu ponto isoelétrico porque o
aumento na forca i6nica da solucdo bloqueia as cargas da proteina e da superficie
reduzindo a adsorcdo (NATH et al.,2004). Os resultados de impedancia
apresentados na Figura 24 mostraram a adsorgcdo da proteina A na superficie de
ouro nas diferentes diluicdes em solucdo tampéo salino fosfato 0,1 ml L™ (pH 7,5). A
presenca de aminoacidos que apresentam em sua estrutura o elemento quimico
enxofre (Figura 25) é de fundamental importancia para garantir a interacdo da
proteina A com o substrato ouro. A proteina A de S. aureus apresenta pouca
quantidade de aminoacidos metionina na estrutura molecular (UHLEN et al., 1984), o

gue pode significar uma fraca adsorcao e um provavel processo de lixiviagao.

O

HsC OH
NH,

Figura 25. Estrutura da molécula de metionina e o enxofre de sua composi¢ao.

A Figura 26 mostra os resultados de impedancia para as diferentes diluicdes
1:10 (Figura 26a) e 1:20 (Figura 26b) da proteina A e com tempo de incubacao de

2 h. A indicacdo do processo de lixiviagdo da proteina A da superficie de ouro pode
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ser observado com os resultados de impedancia em que os anticorpos monoclonais
anti-S. aureus na diluicdo de 1:50 e com tempo de incubacdo de 2 h foram
imobilizados sobre a camada protéica (Figura 26c e 26d). A diminuicdo da
impedancia real e imaginaria do arco capacitivo em ambos 0s casos indica que
durante a etapa de lavagem da superficie do eletrodo de trabalho, apds o tempo de
incubacdo com os anticorpos, foi determinante para o desprendimento da proteina A

el/ou proteina A-Ac.
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Figura 26. Diagramas no plano complexo em solugéo tamp&o PBS 0,1 mol L™ (pH 7,5) na
presenca do par redox Fe(CN)e™* 1 x 10 mol L* para eletrodo impresso modificado
diretamente com a proteina A nas diluigcdes de 1:10 (a) e 1:20 (b) e com tempo de incubacéo
de 2 h; imobilizagdo do anticorpo monoclonal anti-S. aureus na diluicdo de 1:50 e com o
tempo de incubacdo de 2 h sobre a superficie de ouro contendo a proteina A adicionada
diretamente nas diluicdes de 1:10 (c) e 1:20 (d). Eletrodo de trabalho: Au-Pd (98/2%).
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A imobilizacdo de anticorpos monoclonais anti- S. aureus sobre a proteina A
ocorre devido a uma interacdo entre a porcdo F. do anticorpo com a porgcdo NH»-
terminal da proteina. O dominio da proteina A que se liga com a IgG consiste de trés
o-hélices anti-paralelas, sendo que a terceira se rompe quando a proteina é
complexada com a regido F. da IgG. Na Figura 27 pode-se observar um modelo
molecular de 1IgG1 humana onde os residuos possuem cores diferentes para melhor

ilustrar as caracteristicas da molécula.

Ser131 Cys 220
Lys 214

Glu 233
Leu 234
Leu 235
Gly 236
Gly 237
Pro 238

Ala327 & - _ Pro 331
Jy pa— % P 0 auss
Tyr 296 — 4 —— Lys 320
=~ — — Lys 322
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His 310 Gin 311

lle 253 —— o, Ser 254
s lle 253
Met 252

His 435

Asn 434 Asn 434
e His 433

carbohydrate

Met 252

Figura 27. Representacdo de modelo molecular de residuos funcionais de IgG humana.

Disponivel em: http://www.path.cam.ac.uk/~mrc7/functions/iglfunc.html

A Figura 28 € uma representacdo molecular do sitio de ligacdo da porcéo F,
em cor vermelho, de uma IgG humana para a proteina A, em cor verde,

correspondendo a interface entre os dominios CH, e CH3 da porc¢éo F..
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Figura 28. Modelo molecular da porcao F. da IgG (vermelho) se ligando com a proteina A

(em verde). Disponivel em: http://www.path.cam.ac.uk/~mrc7/functions/fcrnpa.jpg.

A Figura 29 esta representando esquematicamente as modificacdes e
imobilizacdes realizadas no eletrodo e caracterizadas eletroquimicamente na Figura
23.

Porcéo F. do Ac

Proteina A

Figura 29. Representacdo esquematica da ligacdo da proteina A com a superficie do

eletrodo (Et) e desta com a porgdo F. do anticorpo.

Com base nos resultados de impedancia mostrados nas Figuras 23 d e 30a em
gue a proteina A foi adicionada diretamente na superficie de ouro na diluicdo de 1:20

e incubacgao de 12 h, diferentes tempos de incubacgéo e diluicdo de 1:20 para os
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anticorpos anti-S.aureus foram estudados. Para os tempos de incubacdo dos
anticorpos de 3 e 6 h, Figuras 30c e 30b, respectivamente, ndo se observou
diferencas significativas entre os resultados de impedancia. Diferenca expressiva
ocorreu entre 0s arcos capacitivos correspondentes aos anticorpos imobilizados nos
diferentes tempos de incubagdo e 0 que contém somente a proteina A imobilizada
na superficie do eletrodo de trabalho. O decréscimo nos valores de impedancia é
indicativo do processo de lixiviacdo da proteina A e conclui-se que a imobilizacao
direta da proteina A ndo é o melhor procedimento analitico para o desenvolvimento
do imunossensor. Assim, uma nova metodologia para a imobilizacdo da proteina A

passa a ser estudada empregando monocamadas auto-organizadas (SAMS).

T T T T T T T T T T T T T T T 1
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Figura 30. Diagramas no plano complexo em solugo tamp&o PBS 0,1 mol L™ (pH 7,5) na
presenca do par redox Fe(CN)e™* 1 x 10 mol L* para eletrodo impresso modificado
diretamente com a proteina A na diluicdo de 1:20 e com tempo de incubacgdo de 12 h (a);
imobilizagc&do do anticorpo monoclonal anti-S. aureus nas diluicées de 1:20 sobre a superficie
de ouro contendo a proteina A adicionada diretamente com tempos de incubacéo de 6 (b) e
3 h (c). Eletrodo de trabalho: Au-Pd (98/2%).
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Utilizou-se cistamina para modificacdo do eletrodo de trabalho nas
concentracdes de 4 x 102 e 2 x 102 mol L™, para avaliar o melhor recobrimento da
superficie. Conforme observado na Figura 31 e na ampliacao da regido referente as
altas frequéncias, os resultados de impedancia para as concentracdes de cistamina
4 x 102 (Figura 31b) e 2 x 102 (Figura 31c) mostraram-se similares. Verifica-se um
pequeno arco capacitivo em altas a médias frequéncias e um processo difusional
acentuado para ambas as superficies recobertas com SAM CYS. A modificacdo com
CYS apresentou um padréo difusional de transferéncia de elétrons bem significativo
0 que pode ser justificado pela formacdo de uma camada com irregularidades ou

defeitos permitindo assim a transferéncia de elétrons.
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Figura 31. Diagramas no plano complexo para eletrodo impresso sem modificacdo (a),
modificado com cistamina nas concentracdes de 4 x 10 (b) e 2 x 10 mol L™* (c) em solug&o
tampdo PBS 0,1 mol L™ (pH 7,5) na presenca do par redox Fe(CN)¢™ 1 x 10 mol L™,
Eletrodo de trabalho: Au-Pd (98/2%). Inserto: ampliacdo dos resultados na regido de altas

frequéncias.
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As ligacOes da cistamina com a superficie do ouro é do tipo tiol onde o atomo
de enxofre forma ligagbes Au-S, ficando seus grupos amino livres ativos para
ligagbes com outros grupos da monocamada. Estas ligacbes podem levar a
formacéo de cadeias carbdnicas curtas e espacadas resultando uma monocamada
com pouco grau de organizacdo o que justifica a diminuicdo da impedancia
observada na Figura 31(b) e (c). Isto sugere que a reacdo de transferéncia de
elétrons ocorre como se nao houvesse uma barreira de espessura significativa e que
a CYS nao estd bloqueando totalmente a superficie do eletrodo favorecendo um
processo de difusdo das espécies eletroativas permitindo a passagem das mesmas
para superficie do eletrodo através das areas nao recobertas. A presenca de um
excesso de cargas positivas sobre o amino grupo também contribui para a
diminuicdo da impedancia real e imaginaria do arco capacitivo (FERREIRA et al.,
2009).

A cistamina € um dissulfeto, portanto possui dois atomos de enxofre ligados
entre si, como mostra a Figura 32, tendo nas outras extremidades o grupo amina
(NH2). Quando ha imobilizacéo da cistamina, ocorre o rompimento das ligacdes S-S
e cada enxofre serd adsorvido na superficie do eletrodo, isto se da devido a alta

afinidade do enxofre pelo Au.

H,N /\/SxS/’\V/NHz

Figura 32. Estrutura da molécula de cistamina

O atomo de enxofre da molécula propicia a ligacdo de uma cadeia de
hidrocarbonetos de comprimentos variados a superficie do metal, o que pode ocorrer
por ligacdes covalentes, enquanto que a estabilizacdo da estrutura das moléculas

vizinhas ocorre por interacdes de van der Waals, conforme mostra a Figura 33.
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Figura 33. Representacdo esquematica da superficie de ouro com monocamada de
cistamina (CYS) clivada

Quando o GA ¢é adicionado sobre a monocamada de CYS o grupo carbonila do
GA reage com o grupo amina da CYS ficando o outro grupo carbonila (GA) livre na
superficie, conforme observado na Figura 34. O GA em solucédo tampdao tem seu pH
reduzido sugerindo que os grupos aldeidos do GA adquirem cargas negativas e

reagem com a CYS atraves da formacéo da base de Schiff (HAYAT, 2000).

CHZ— CH—-N=CH-CH>;-CH>,-CH>,—- COH

CH,—-CH,-N=CH-CH,-CH,-CH,- COH
: AN J/
Y \

CYS GA

Figura 34. Representacado esquematica da ligacdo CYS-GA a superficie do ouro. Adaptado

de: Ferreira; Yamanaka; Benedetti, 2007.

A Figura 35 (a - g) mostra as etapas de construcdo do imunossensor e
imunoensaio na presenca do analito (S. aureus). Na modificacdo do eletrodo com
CYS, incubacédo por 2 h, (Figura 35b) e CYS-GA (Figura 35c) verificou-se um
comportamento representado inicialmente por um semicirculo tipico da resisténcia

de transferéncia de elétrons seguido de um processo difusional.
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Figura 35. Diagramas no plano complexo para eletrodo impresso sem modificagéo (a) e nas
modificagcdes com CYS 2 x 102 mol L™ (b), CYS-GA (c), imobilizagées da proteina A sobre a
SAM de cistamina via glutaraldeido (d) e anticorpo sobre a proteina A (e), bloqueio da
superficie de trabalho com SAB (f) e imunoensaio antigeno-anticorpo na superficie do
transdutor (g) em solucdo tampdo PBS 0,1 mol L™ (pH 7,5) na presenca do par redox
Fe(CN)¢*™ 1 x 10 mol L™. Eletrodo de trabalho: Au-Pd (98/2%).

A imobilizacdo da proteina A (Figura 35d) sobre o eletrodo modificado com

CYS-GA mostrou um aumento de impedancia bem caracterizado em comparagao
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aos recobrimentos com as SAMs. Na interacdo GA - proteina A, 0s grupos amino da
proteina se ligam com o grupo aldeido do GA através da formacdo de base de
Schiff. Entre os fatores que influenciam a interacdo GA — proteina A, o pH é
considerado um dos mais importantes. O aumento do pH geralmente aumenta a
capacidade de ligacdo do GA, ou seja um aumento na concentracdo de ions-H
acelera a ligacdo do GA, sendo que o pH considerado ideal para ligagbes com
proteinas é 7,5 a 8,0, um pouco superior ao fisioldgico que € entre 7,2 a 7,4
(HAYAT, 2000).

O eletrodo modificado com CYS-GA-proteina A, no qual se imobilizou os
anticorpos anti-S. aureus apresentou um aumento da impedancia real e imaginaria
do arco capacitivo, 0 que representa um maior grau de resisténcia a transferéncia de
elétrons (Figura 35e). O resultado de impedéncia foi significativo com o bloqueio
com soroalbumina bovina (Figura 35f). A principal finalidade deste bloqueio é
preencher as irregularidades da superficie apds as modificacdes evitando assim as
reacdes inespecificas no imunoensaio. No estudo preliminar empregando S. aureus
como antigeno especifico para o anticorpo monoclonal, observou-se um significativo
aumento do arco capacitivo, 0 que mostra a ocorréncia da interacdo antigeno-
anticorpo (Figura 35g). Novos imunoensaios serdo de fundamental importancia para
assegurar os resultados do imunossensor impedimétrico.

Na etapa de aplicacdo do imunossensor em amostras contendo S. aureus, a
reacdo de afinidade antigeno (analito) - anticorpo envolve as regides determinantes
de complementaridade ou CDRs (complementarity determining regions) conforme
mostra a Figura 36. Na porcdo N-terminal dos anticorpos localizam-se os fragmentos
Fa» onde se encontram os dois sitios de ligacdo (CDRs) ao antigeno as quais se
ligam por complementaridade ao epitopo do antigeno. Esta regido hipervariavel
forma cinco ou seis alcas que compreendem um total de cerca de cinquenta
residuos de aminoacidos, os quais participam na formacdo do paratopo da molécula
de Ig. Assim, o paratopo é constituido de peptideos contendo aminoacidos que séo
complementares aqueles que sdo constituintes do epitopo do antigeno. A maior
forca que atua na atracdo primaria entre epitopos e paratopos sdo as interacdes
hidrofobicas e eletrostaticas (VAN REGENMORTEL; ALTSCHUH, 2002).

A Figura 36 representa o processo de interacdo Ag-Ac, no qual ocorrem
multiplas reacdes quimicas, ndo covalentes, sendo individualmente fracas (ligacdes

de hidrogénio, forcas eletrostaticas, forcas de van der Waals e ligagbes hidrofébicas,
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conforme representado na Figura 6), mas em conjunto vao conferir uma forca de
coesdo consideravel. As reacfes seguem um padrdo onde a molécula se amolda a
outra por mecanismo de inducdo. H4& uma complementaridade entre os sitios de

ligacéo especificos e um encaixe entre as moléculas.

Anticorpo

Complexo atno-anticorpo

Figura 36. Ligacdo da IgG com o antigeno. Adaptado de: Nelson; Cox (2008). In: Lehninger

Principles of Biochemistry.
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4. CONCLUSOES

Imunossensor impedimétrico para deteccdo de S. aureus, em areas criticas
hospitalares (Centro Cirdrgicos e Unidades de Terapias Intensivas - UTIs) foi
desenvolvido neste trabalho. Optou-se pela utilizagéo de eletrodos impressos (SPE)
devido ao baixo custo, praticidade, facil operacionalizacdo, descartavel e a facilidade
de miniaturizacdo. Varios experimentos eletroquimicos (EIE e VC) e nao
eletroquimicos foram realizados durante a construgdo do imunossensor.

A imobilizacéo direta da proteina A sobre a superficie do eletrodo de trabalho
impresso ndo mostrou ser um procedimento analitico adequado para o
desenvolvimento do imunossensor, principalmente quando os anticorpos anti-S.
aureus foram imobilizados sobre a camada protéica em que se observou um
decréscimo nos valores de impedancia indicando um processo de lixiviagdo da
proteina A. Com base nos resultados obtidos, optou-se pela imobilizacéo da proteina
A empregando monocamadas auto-organizadas (SAMS).

Estudos voltamétricos mostraram que a utilizacdo da SAM de cistamina nao
proporciona um bom recobrimento da superficie eletrodica. Um maior grau de
resisténcia na transferéncia de elétrons, caracterizando um maior recobrimento da
superficie do eletrodo, foi observado nas etapas subsequentes da construcdo do
imunossensor quando o eletrodo modificado com CYS-GA, proteina A, imobilizacéo
dos anticorpos anti-S. aureus e bloqueio com BSA.

As medidas EIS e VC mostraram os melhores resultados com SAM CYS
2 x 10? mol L™* e GA 2,5% com tempos de incubacdo de 2 e 1 h, respectivamente;
imobilizacbes da proteina A 1:20 (overnight) e Ac monoclonais anti-S. aureus
(tincub = 3 h) e etapa de bloqueio com SAB 0,5% (tincun = 1 h).

Na reacdo de imunoensaio, em estudo preliminar, utilizou-se S. aureus como
antigeno especifico para o anticorpo monoclonal. A interacdo antigeno-anticorpo foi
observada por medida de impedancia a qual apresentava um significativo aumento
do arco capacitivo. Outros imunoensaios serdo de fundamental importancia para
assegurar os resultados do imunossensor impedimétrico.

O imunossensor impedimétrico devera atuar como uma ferramenta analitica de
fundamental importancia para deteccdo de S. aureus em areas criticas hospitalares

(Centros Cirargicos e UTIs).
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Com a possibilidade de deteccdo de bactérias em ambientes criticos
hospitalares as ComissGes e 0Orgdos responsaveis pelo Controle da Infeccdo
Hospitalar podem monitorar a efetividade das medidas preventivas e de
biosseguranca que estdo sendo aplicadas nestes ambientes e em casos de

contaminacao poder revé-las e adequa-las.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Com base nos resultados obtidos, outros experimentos deverdo ser realizados
dentro do processo de otimizacdo da metodologia analitica para melhor garantir a
eficiéncia do imunossensor impedimétrico. A construcdo da parte eletrénica do
dispositivo, conforme mostra a Figura abaixo, com coleta de amostras de ar seré
fundamental para a implantacdo tecnoldgica. Novas perspectivas também sao
colocadas no desenvolvimento do imunossensor para deteccdo de outras bactérias

patogénicas do ambito hospitalar.

Solugdo Ferri/Ferro
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| ntroducéo

As atividades desenvolvidas nas areas de salde possuem um grau de
complexidade crescente, tendo em seu contexto o envolvimento de vérias profissdes e
especialidades que atuam de forma interdisciplinar tendendo a uma transdisciplinaridade.
Todo este processo objetiva propiciar uma atengdo global a salude do individuo. Estas
atividades formam um complexo de procedimentos que abrangem desde a atencdo primaria ao
paciente até procedimentos altamente complicados, adentrando nos meandros da engenharia
genética, quando do desenvolvimento de estudos com DNA recombinante. Esta diversidade
de campos de atuacdo das areas de salde e afins vem expor os individuos em seus locais de
trabalno a uma gama de riscos, carecendo entdo de metodologias bem planejadas,
normatizadas e executadas em consonancia aos principios que regem a biosseguranca, a qual,
caracterizada por sua multidisciplinaridade, vislumbra a prevengdo, minimizagdo ou mesmo

remediacdo dos perigos inerentes a estas atividades.

Os principios que norteiam a Biosseguranga devem ser conhecidos e aplicados
em todas as esferas das areas de saude, vindo a permitir um atendimento seguro, pautado na
qualidade, propiciando a protecdo dos seres vivos e preservacdo do meio ambiente. Afirma-se,
em consonancia com essa assertiva, que o profissional de satde deve possuir conhecimentos
técnico-cientificos que assegure, no desempenho de suas atividades, isencdo de prejuizos quer
para si proprio como para os demais individuos envolvidos no contexto. Estes conhecimentos
muitas vezes podem transcender sua area de atuacdo, mais Sdo sumamente necessarios, para
gue se possam gerir 0s servigos que estdo sendo prestados com autonomia e dominio do saber

fazer.

Os cuidados pertinentes ao escopo da Biosseguranca abrangem: as instalacdes
fisicas, aplicacdes das precaucdes padrdo (nesta, a higiene das maos como manobra isolada de
fundamental importancia para o controle de infeccdo cruzada), a imunizacdo do profissional,
o uso de Equipamentos de Prote¢do Individual (EPI’s), desinfecgdo superficies e esterilizacéo
de instrumentos reutilizaveis, limpeza das caixas d’agua, controle da qualidade do ar interno,
o0 descarte dos residuos entre outros. Além disso, nos locais de salde, é necesséria a existéncia
de normas, setores e comissdes competentes, responsaveis pela elaboracdo, formacéo,

informacdo e monitoramento do cumprimento destas condutas de Biosseguranca.
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Os riscos aos quais os profissionais de salde e demais pessoas estdo expostas
tém vérias origens: fisicos, quimicos, bioldgicos, biotecnoldgicos, ergondmicos e acidentes.
Estes riscos séo caracterizados por: emissdes de radiagéo, calor e frio extremo, liberagédo e/ou
manipulacdo de substancias quimicas, estresse, contato com plantas, insetos e animais
peconhentos, presenca de agentes microbianos infecciosos e/ou seus metabolitos, postura
ergonomicamente incorreta, acidentes com materiais elétricos, dentre outros. Os riscos podem
ser, em alguns casos, cumulativos, levando a transtornos da salude de ordem e grau variados.
Dentre eles os agentes bioldgicos constituem-se no risco ocupacional mais antigo e comum,
antes mesmo dos riscos quimicos e fisicos, quando o trabalhador ja experimentava exposicdo
a grande numero de agentes bioldégicos (MASTROENI, 2006). Atualmente, torna-se
imprescindivel conhecer e aplicar normas, protocolos e manobras diversas, especificas para
cada caso, com intuito Unico, conter qualquer fator que leve a predisposi¢cdo ou facilitacdo ao

adoecimento do individuo.

Uma abordagem dos principios basicos que regem a Biosseguranca deve ser
feita, contemplando as &reas de salide, iniciando-se pelas condutas comuns a todas as
profissdes, estendendo-se pelas peculiaridades de algumas, para que sejam enfatizados e
sedimentados os conhecimentos minimos necessarios aos profissionais no exercicio de suas

funcoes.

Todas as profissdes da sadde: medicina, odontologia, farméacia, enfermagem,
nutricdo, fisioterapia, terapia ocupacional, educacdo fisica, fonoaudiologia e psicologia
(Resolugdo ne 287/98, CNS) devem conter em seu cerne, desde a graduacdo, conhecimentos
sobre Normas de Biosseguranca para que na formacdo profissional fiquem sedimentados tais

saberes.

Com relacdo ao ensino de ciéncias da saude, as instituicGes de ensino superior,
devem conter em sua grade curricular competéncias e habilidades referentes a Biosseguranca,
de forma inter e transdisciplinar, essencialmente nas atividades praticas ou qualquer outra
atividade onde houver riscos de contaminacdo da comunidade académica e outros atores.
Ademais, todas as atividades clinicas e laboratoriais devem ser regidas por condutas
criteriosas adequadas as suas peculiaridades e explicitamente conhecidas e registradas em
manual disponivel para todos aqueles que convivem no ambiente de ensino. Vale ressaltar que

as pessoas que prestam servicos terceirizados, principalmente servigcos de limpeza, devem
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possuir treinamento ou serem treinados, neste campo de conhecimento, para o desempenho de

suas atividades e insergdo no contexto biosseguro.

J& no ambito hospitalar ou clinico/ambulatorial existem leis que regem a
obrigatoriedade do controle de infecgdo, aléem dos servigos, programas e comissdes para gerir
esta prestacdo de servicos, objetivando prevenir as tdo indesejaveis infeccbes hospitalares.
Estas se tornaram um problema de grande abrangéncia, tanto a nivel nacional como
internacional o que motivou a acao conjunta dos paises para interceptar este epifendmeno, que
se tornou um retrato da qualidade da assisténcia médico-hospitalar dos estados, municipios e
paises. Assim, o controle de infeccdo hospitalar tem se tornado um grande desafio para todos,
tanto no ambito dos paises desenvolvidos, em desenvolvimento e subdesenvolvidos, na
premissa de evitar danos aos pacientes e altos custos em tratamento. Sabe-se que os indices
estatisticos da infeccdo hospitalar alcancam uma media mundial em torno de 5% entre 0s
pacientes internados, ja no Brasil esta ocorréncia € de 15,5% (SILVA, 2003) dados bastante
preocupantes por ocupar o terceiro lugar entre as maiores causas de morte, ficando atras
apenas de acidentes de transito e doencas vasculares. Apoés a divulgacdo destes indices,
houve um incremento da vigilancia epidemiologica no Brasil objetivando maior controle e
melhoria das a¢des a saude, foi entdo expedida a Portaria 2616, de 12 de maio de 1998, pelo
MS, regendo o controle de infeccdo hospitalar onde as Comissdes de Controle de Infeccéo
Hospitalar (CCIH) passam a ser consultores do Programa de Controle de Infeccdo Hospitalar
(PCIH) tendo como executores os membros do Servico de Controle de Infeccdo Hospitalar
(SCIH), objetivando a premente necessidade da acdo conjunta de todos os individuos
envolvidos no processo, pois as infeccdes hospitalares atingem ndo s6 o paciente, mais

qualguer pessoa que esteja em contato com o hospital, inclusive a equipe de salde.

No ambito das demais areas da salde tém ocorrido grandes avangos, porém
carecem de melhores acdes delineadas para sedimentacdo técnico-educacional de normas
vigentes levando em consideracdo que as doengas infecto-contagiosas tém-se destacado como

as principais fontes de transmissao de microrganismos para pacientes e profissionais.

Em todas as areas de atuacdo (medicina, odontologia, farmacia, enfermagem,
nutricdo, fisioterapia, terapia ocupacional, educacédo fisica, fonoaudiologia e psicologia) o uso
de Equipamentos de Protecdo Individual (EPI), independente de diagndstico ou suspeita de
infeccdo por parte do paciente, torna-se obrigatorio durante o atendimento dos mesmos, além

de outras condutas inseridas nas precaucdes padrdo. No entanto, ndo se tem tornado rotina nas
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atividades laborais de alguns destes profissionais. Deve haver também a preocupagdo com a
contengdo bioldgica dos microrganismos nas superficies, no processamento dos materiais
reutilizaveis e rouparia aplicando adequadamente as técnicas de limpeza, desinfeccdo e/ou
esterilizacdo, de acordo com as indicacbes. Também o descarte de materiais, que foram
utilizados, deve se dado através de um gerenciamento adequado até a disposicdo final dos
residuos. Todo profissional é responsavel pelo residuo gerado e isto é valido para os
atendimentos domiciliares ou home care, tendo em vista o fato de ndo haver uma

regulamentacéo oficial que os gerencie nestes locais (Fabricio et al.,2004).

Em todas as esferas do setor de salde, publica, privada, institucional,
beneficente etc., devem existir protocolos para notificacdes de acidentes pds-exposicdo a
materiais bioldgicos. Nas instituicbes de ensino superior é de responsabilidade da
coordenacdo ou diretoria do curso a disponibilizacdo destes meios de condutas para prestar
atendimento imediato ao aluno, docente ou paciente acidentado. Estes protocolos devem
contemplar os acidentes envolvendo principalmente microrganismos patogénicos que podem
ser transmitidos por feridas com perfuragdo (picadas de agulha) ou lesGes por objetos
perfurocortantes. Tem sido dada énfase aos riscos de contaminagdo ocupacional pelo virus
HIV, hepatites B e C, embora pelo menos uns 20 outros microrganismos estejam envolvidos
nesta contaminacdo (SCHEIDT et al., 2006).

Esta publicacdo visa ser um instrumento formativo e/ou informativo para
estudantes e profissionais das areas de saude e bioldgicas, contribuindo para nortear e arraigar

conhecimentos imprescindiveis ao desempenho profissional seguro e de qualidade.
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Capitulo 1 — Principios Basicos de Biosseguranca

1. Conceitos de Biosseguranca

O termo Biosseguranga surgiu com a preocupagdo relativa aos riscos
ocupacionais dos trabalhadores de laboratorios que manipulavam agentes bioldgicos.
Atualmente, esta preocupacdo transpde as areas limitrofes dos organismos geneticamente

modificados, transcendendo com a preocupacdo a salde e ao meio ambiente.

Na busca pela etimologia da palavra encontra-se que o seu componente “bio”
é de origem grega significando vida e “seguranca”, de acordo com o dicionario do Aurélio,
significa qualidade ou condicé@o de seguro, depreende-se entdo que Biossegurancga significa,
no sentido estrito da palavra, seguranca da vida ou vida segura (Costa, 2005).

Encontra-se na literatura varios conceitos com conotacdes pouco divergentes,
algumas focadas nos organismos modificados geneticamente e outras tendo na sua esséncia o
cuidado com os riscos das mais variadas etiologias. Algumas defini¢cGes serdo apresentadas a

seguir, com o objetivo de analise e reflexdo sobre o tema:

e Segundo Teixeira & Valle (2002):
A Biosseguranca é 0 conjunto de acgdes voltadas para prevencéo,
minimizacdo ou eliminacdo de riscos inerentes as atividades de pesquisa,
producdo, ensino, desenvolvimento tecnologico e prestacdo de servicos,
riscos que podem comprometer a saude do homem, dos animais, das plantas

e do ambiente ou qualidade dos trabalhos desenvolvidos.

e Conceito sobre Biosseguranca designado pela Portaria

131/2003, da Presidéncia da Fundagdo Osvaldo Cruz:

Conjunto de saberes direcionados, acbes de prevencdo, minimizacdo ou
eliminacdo de riscos inerentes das as atividades de pesquisa, producao,
ensino, desenvolvimento tecnol6gico e prestacdo de servicos, as quais
possam comprometer a salde do homem, dos animais, das plantas e do

ambiente ou qualidade dos trabalhos desenvolvidos.
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Dentre 0s conceitos 0 mais preconizado na literatura € o citado por Teixeira &
Valle (2003), onde a grande diferenga no contexto encontra-se em uma como “conjunto de
acdes” e na outra “conjunto de saberes”, mas fica explicito a preocupacdo com a protecao no
inter-relacionamento entre homem, animal e meio ambiente, onde a alteracdo em um destes

fatores pode desencadear um desequilibrio entre os mesmos.

e Conceito segundo as Diretrizes gerais para o trabalho em contencdo
com material biolégico do Ministério da Saude (2006a): “... condi¢do de seguranga alcangada
por meio de um conjunto de agGes destinadas a prevenir, controlar, reduzir ou eliminar riscos
inerentes as atividades que possam comprometer a salde humana, animal, vegetal e o

ambiente”.

e Mastroeni (2006) conceitua Biosseguranca ou seguranca bioldgica
como: “... aplicacdo do conhecimento, técnicas e equipamentos com a finalidade de prevenir
a exposicao do trabalhador, laboratdrio e ambiente a agentes potencialmente infecciosos ou

biorriscos.”

Observa-se que o foco central de todas as definigdes reside na abordagem
técnico-cientifica de riscos, provenientes das mais variadas atividades realizadas, estes uma
vez identificados pode-se fazer uma valoragdo para uma previsibilidade das conseqliéncias

danosas que possam advir.

Ademais, ndo se deve relegar a provisoriedade dos conceitos cientificos, que
decorrem do préprio dinamismo da ciéncia (Pereira et al., 2009) o que leva-se a concluir que a

Biosseguranca é um processo dinamico, operacional e funcional.
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Capitulo 2— Breve Historico da Biosseguranca

No ano de 1970 o homem j& possuia ferramentas poderosas para dar o
arranque para era biotecnoldgica, pois os cientistas detinham a estrutura da molécula de DNA,
descoberta em 1953 (Crick, 1974) e as enzimas de restricdo, descobertas em 1970 (Roberts,
2005). Porém, no ano de 1971, com avangos dos experimentos, houve a possibilidade de
realizacdo de uma pesquisa, nos Estados Unidos, onde cientistas pretendiam fazer a
transferéncia do DNA viral do virus simio SV40 (virus tumorais de DNA), que como muitos
outros virus, podem infectar células de mamiferos em cultura e em fase de crescimento
transformando células normais em cancerosas (Oda, 1999). Assim, 0s cientistas se reuniram
para discutir sobre os possiveis riscos da tecnologia do DNA recombinante, sendo que em
junho de 1973, na Conferéncia de Gordon foi pedida a moratoria das pesquisas com esta
tecnologia para que fossem definidas regras ou normas claras de seguranca para a

manipulacdo genética.

O cerne da construgdo do termo Biosseguranca teve seu inicio no ano de
1975, durante a reunido no Centro de Convencdes de Asilomar, localizado em Pacific Grove,
na Califérnia, quando entdo a comunidade cientifica debatia sobre os impactos da engenharia
genética na sociedade e de onde surgiram as primeiras diretrizes de seguranca (Neves et al.,
2007). A moratoria desta proposta levou a adocdo de mecanismos de controle destas
tecnologias sendo que, o controle regulatorio ficaria a critério de cada pais, de acordo com
suas especificidades normativas. Esta reunido foi um marco na ética aplicada a pesquisa,
sendo a primeira vez que se discutiram o0s aspectos da protecdo aos pesquisadores e de mais

profissionais envolvidos nas areas (Oda,1999).

Os primeiros produtos modificados geneticamente que deram inicio a
comercializacdo foi na década de 80, sendo a insulina humana pioneira, logo em seguida
apareceram outros produtos com o dominio do setor de salde. Neste mesmo periodo a World
Health Organization (WHO) definiu os chamados riscos periféricos para trabalhadores que
manipulavam agentes patogénicos, assim como aos gque estavam expostos aos riscos fisicos,

quimicos e ergondmicos (Costa & Costa, 2002).
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Uma das primeiras condutas e preocupagdes com a transmisséo das doencas
surgiu nos Estados Unidos, em 1877, através de um manual que recomendava o isolamento de
pacientes hospitalizados portadores de doencas infecciosas em instalagdes separadas, surgindo
assim 0s hospitais para tratamento de doencas infecciosas, porém a infeccdo nosocomial
continuou a ocorrer devido a falhas na implementacdo do sistema. Com passar do tempo estas

normas foram modificadas e adequadas aos avangos das doengas. (Garner, 1996)

Em 1970, o CDC (Centers for Disease Control and Prevention) americano,
introduziu o sistema de Precaucdes de Isolamento, através de um manual intitulado
“Técnicas de Isolamento para uso em Hospitais™, especifico para doencas, uma politica bem
diferente e com instrucBes praticas para evitar a propagacdo de doencas dentro do ambito
hospitalar. A Precaucdo por Barreiras (lavagem das méos e uso de luvas) no contexto destas
normas foi muito utilizada. (Garner, 1996 & Tietjen et al., 2003)

Em 1985, devido ao surgimento do advento do virus HIV/AIDS foram
elaboradas orientacGes para protecdo da saude do trabalhador, principalmente os da area de
salde, com o objetivo de prevenir a infeccdo pelo HIV e outras doencgas transmitidas pelo
sangue, estas orientacfes ficaram conhecidas como Precaucfes Universais (C.D.C, 1985
apud C.D.C. 2003). Devido a natureza assintomatica destas infecgdes, com auséncia de sinais
e sintomas em sua fase inicial, estas medidas tiveram que abranger todas as pessoas que
procurassem atendimento de salde, independente de estarem doentes ou ndo (Tietjen et al.,
2003).

Logo apos a implantacdo das Precaucdes Universais surgiu, em 1987, o que
se chamou de Isolamento das Substéncias do Corpo (body substance isolation) — um novo
sistema de precaucdes, com foco na protecdo da saude do trabalhador e do paciente
relacionando cuidados ndo s6 com o sangue mais também todas as substancias umidas e
potencialmente infectantes do corpo (secrecdes e excrecdes). Ela se baseou principalmente no
uso das luvas antes de manipular membranas mucosas; pele com solucdo de continuidade e
fluidos de varias naturezas (sangue, sémen, secre¢cdes vaginais, drenagem de feridas, escarro,

saliva, liquido amni6tico) (Siegel et al, 2007).

Em 1996, novas diretrizes foram estabelecidas pelo C.D.C. (Centers for
Disease Control and Prevention), desta vez havia uma abordagem em dois niveis: Precaugdes
Padrao, estratégia primaria para prevencdo de infeccbes nosocomiais que devem ser aplicadas

a todas as pessoas infectadas ou ndo, e as Precaucgdes baseadas na Transmissdo, aplicadas
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somente a pacientes internados, esta abrange: transmissdo pelo ar, goticulas e contato (Tietjen
et al., 2003).

A primeira Lei de Biosseguranga, surgida no Brasil, foi a Lei n° 8.794 de 05
de janeiro de 1995 que disciplinava a manipulacdo e uso dos organismos modificados
geneticamente normatizando a pesquisa em contengéo, experimentacdo em campo, transporte,
importacgdo, producdo, armazenamento e comercializacdo. Tal lei proibia as pesquisas com
embrides e criava a CTNBio (Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca) , para funcionar
com um 6rgdo de consulta dos Ministérios da Saude, Meio Ambiente e Agricultura.

As demais leis em vigor, que contemplam a area de salde, serdo apresentadas

concomitantemente com os temas relacionados.
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Capitulo 3 — Areas de Abrangéncias da Biosseguranca

O conceito de Biosseguranga foi construido com a preocupacdo de proteger
os trabalhadores em pesquisas que envolvessem manipulacdo genética. A Figura 1 justifica a
concomitancia da Biosseguranca com a biotecnologia. Esta é caracterizada pela sua
multidisciplinaridade e, por possuir ampla abrangéncia sem limitagbes bem estabelecidas.
Sabe-se da sua importancia e aplicacdo em varias areas de conhecimento, ndo havendo uma

enumeracao precisa destas areas.

AREAS DE
SAUDE
INDUSTRIA i
ALIMENTICIA AGROPECUARIA

BIOSSEGURANCA
(BIOTECNOLOGIA)

INDUSTRIA
FARMACEUTICA

JORNALISMO ARQUITETURA

Fig.01 — Algumas éreas de abrangéncia da Biosseguranca, com énfase inicial na biotecnologia

A evolucdo da engenharia genética e das técnicas de producdo alimentar,
pratica freqiente em nossa sociedade, dos organismos geneticamente modificados (OGMs),
elaborados em laboratério com técnicas avancadas que permite alterar sua estrutura genética,
fez com que as atividades e projetos que os envolvam tivessem suas acdes regulamentadas
objetivando a protecdo e a preservacdo da biosfera assim como do mercado consumidor. E o
caso da Lei de Biosseguranca (Lei n.° 11.105/05, que revogou a anterior Lei n.° 8.974/95), da
Lei de Protecdo de Cultivares (Lei n.° 9.456/97), do Tratado de Cartagena e da aplicacdo do
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Principio 21 da Convencdo das Nac¢Bes Unidas Sobre a Biodiversidade, conhecida como Rio-
92 ou Eco-92.

Atualmente, as tecnologias de producdo de alimentos geneticamente
modificados mais desenvolvidas utilizam o método da transformacdo utilizando
Agrobacterium tumefaciens ou método bioldgico e método de bombardeamento com
microprojéteis. No primeiro, induz-se o gene com a caracteristica desejada na agrobactéria,
que por sua vez sera transferido para o vegetal escolhido; no segundo método, encobrem-se
particulas microscopicas do metal tungsténio ou ouro com 0s genes desejados e, através da
aceleracdo particulas, atiram-se 0s mesmos contra as paredes das células vegetais, as quais
atravessam a parede e membranas celulares e nucleares liberando no nicleo fragmentos de
DNA, onde o DNA exodgeno se integra ao DNA cromossdmico. Em ambos os casos, as
células receptoras sdo colocadas em placas de vidro, onde germinardo antes de serem
transferidas para o solo (Homrich, 2008). No Brasil, todas estas praticas sdo gerenciadas por
Leis de Biosseguranca tendo como orgao fiscalizador e regulador € a CTNBio (Comissao
Técnica Nacional de Biosseguranca).

No ambito do direito temos como um de seus ramos o biodireito que pode se
caracterizar por abranger um conjunto de medidas ou leis juridicas visando fazer cumprir a
obrigatoriedade das condutas e acfes éticas que permeiam os procedimentos clinicos e/ou
cientificos. O biodireito entdo regula as atividades e relacdes desenvolvidas pelas biociéncias

e biotecnologias, com o fim de manter a integridade e dignidade humana frente ao progresso.

A arquitetura tem seu papel preponderante de grande relevancia, com relacéo
aos projetos arquitetdnicos dos estabelecimentos de salde, os quais devem ser projetados com
base na funcionalidade e seguranca dos mesmos baseando-se nos graus de riscos e niveis de
Biosseguranca que sdo executados nestes ambientes. O projeto arquitetdnico destes locais
deve ser pautado no levantamento das condicGes de seguranca estabelecendo uma relagédo
entre espaco e atividades em termos de requisitos funcionais e ambientais (Simas & Cardoso
2008).

O jornalismo, com similaridade as demais areas, vislumbra a analise,
divulgacdo e interpretacdo dos fatos geralmente voltados, quando da divulgacdo de temas
cientificos, para historico do problema ou mais resumidamente para a conclusdo dos fatos

caracterizando o jornalismo cientifico ou mesmo o jornalismo ambiental. Em Biosseguranga
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requer conhecimentos amplos para que todos os eventos sejam informados com precisdo e

clareza, cuja matéria terd papel formativo eou informativo para os leitores.

A ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) divide com os
estados e municipios a responsabilidade pelo controle de qualidade dos medicamentos e
inspecdo dos fabricantes através da vigilancia pds-comercializacdo, das acbes de
farmacovigilancia e da regulacdo da promogéo de medicamentos. Assim, a Resolugdo RDC
17/2010 que dispde sobre as Boas Préticas de Fabricacdo de Medicamentos contem instrugdes
gue normatizam a fabricacdo dos medicamentos objetivando a Garantia de Qualidade a qual
incorpora as BPF (Boas Préticas de Fabricacdo) e outros fatores, incluindo o projeto e o

desenvolvimento de um produto.
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PARTE II-

ATIVIDADES LABORAIS NAS AREAS DE SAUDE E
MEDIDAS DE BIOSSEGURANCA

Capitulo 4: Biosseguranca nas Areas de Salde

Capitulo 5: Atividades Profissionais das Areas de Satde e sua
Contextualizacdo na Biosseguranca

Capitulo 6: Infeccdo nos Ambientes de Salde

Capitulo 7: Infeccdo Hospitalar
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Capitulo 4 — Biosseguranca nas Areas de Satide

De acordo com a Resolugdo 287/98 de 08 de outubro de 1998, do Conselho

Nacional de Salde, as seguintes areas sao consideradas de salde:

1. Assistentes Socialis;

2. Bidlogos;

3. Biomédicos;

4. Profissionais de Educacdo Fisica;

5. Enfermeiros;

6. Farmacéuticos;

7. Fisioterapeutas;

8. Fonoauditlogos;

9. Médicos;

10. Médicos Veterinarios;

11. Nutricionistas;

12. Odontologos;

13. Psicélogos; e

14. Terapeutas Ocupacionais.

A Resolucdo 287/98, no seu paragrafo Il esclarece que, com referéncia aos
itens 1, 2, 3 e 10, a caracterizacdo como profissional de salde deve ater-se a dispositivos
legais e aos Conselhos de Classe dessas categorias (CNS, 1998).

Para estes profissionais a aplicacdo das normas de Biosseguranca nos
ambientes de trabalho, principalmente, hospitais, clinicas, consultérios, Instituicdes de Ensino
Superior, laboratérios de satude publica (LACENSs), hemocentros, laboratorios de analises
clinicas, atendimento domiciliar, clinicas veterinarias, entre outros, ocorre de forma peculiar e
diferenciada, pautada nas atividades que sdo desenvolvidas e regidas pelas politicas de

vigilancia em salde.
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Os servigos de salde tém muitas areas insalubres, de graduacdo variavel,
dependente do grau de complexidade dos servigos, do tipo de atendimento prestado e da
funcdo do profissional. Atualmente, as agdes de Biosseguranca nas areas de salde sdo
resultantes da preocupacado, tanto por parte da Comisséo de Controle de Infeccdo Hospitalar
(CCIH) quanto pelos Servigos de Controle de Infeccdo Hospitalar (SCIH). A CCIH tem por
objetivo manter os indices de infec¢des nos valores considerados aceitos pelo Ministério da
Saude, seguindo normas e portarias especificas, além de promover a¢des que previnam as
infeccOes causadas pela quebra de rotinas e falta de compromisso dos profissionais. A
utilizacdo de precaugdes bésicas auxilia os profissionais nas condutas técnicas adequadas a
prestacdo dos servigos, através do uso correto de Equipamento de Protecéo Individual (EPI),
de acordo com a Norma Regulamentadora n° 6 (NR-6), aprovada pela Portaria n°21/2001. As
Precaugdes juntamente com as Boas Praticas de Laboratdrios e outras normatizagcdes
internacionais, federais, estaduais e municipais, foram desenvolvidas para serem aplicadas de

acordo com as especificidades das atividades de cada local.

As medidas de Precauc6es podem ser classificadas em:

o Precaucdes Padrao

o Precaucdes Baseadas na Transmissdo, sendo esta dividida em
precaucao de contato, precaucado aérea e precaucao por goticulas (Siegel, 2007).

As Precaucbes Padrao devem ser aplicadas a todos os pacientes
independentes de diagnostico de seu estado infeccioso ou ndo; em todas as situa¢des quando
houver a possibilidade de exposicdo a fluidos corporais, secrecdes, excrecdes (exceto suor),
pele descontinua e membranas mucosas. Portanto, todos os profissionais da area de saude
devem segui-las ndo importando o estado de saude do paciente.

Precaucdes Baseadas na Transmissdo devem ser aplicadas somente para
pacientes com suspeita ou confirmacdo de infeccBes epidemiologicamente importantes,
ocasionadas por patdgenos de transmissdo aérea ou por contato, este contato pode ser direto
(pessoa — pessoa) ou indireto (através de objetos intermediarios). Nas Precaucdes por
Contato ha uma énfase com os cuidados de higienizacdo das maos e uso de luvas, com trocas
entre 0 atendimento de um paciente e outro e, cuidados com objetos e equipamentos. Na
Precaucdo Aérea preocupa-se em reduzir o risco de transmissdo de agentes infecciosos
veiculados pelo ar (particulas <5um) no caso aerossoéis. Ocorre quando o nucleo da goticula
contendo 0 microrganismo ou poeira permanece longo tempo no ar. Na Precaugédo por

Goticulas a indicacdo é para reduzir a transmissdo por agentes infecciosos veiculados pelo ar,
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mais através de particulas com >5um que podem alcancgar distdncia de 1m da fonte de
infeccdo, estas podem ser geradas por tosse, espirro, fala ou realizacdo de alguns
procedimentos (Figueiredo & Leite, 2006).

Mesmo com todos os cuidados preconizados por diversas leis, portarias,
resolucBes e normas técnicas do Ministério da Saide, Ministério do Trabalho e Secretarias
Estaduais e Municipais, todos os quesitos relacionados a Biosseguranca, em geral, ndo séo
suficientemente seguidos pelos profissionais da area da salde predispondo a contaminacgao

cruzada que pode se instalar quando da atengéo e cuidado ao paciente.
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Capitulo 5 — Atividades Profissionais das Areas de Saude
e sua Contextualizacéo na Biosseguranca

As atividades laborais especificas de cada especialidade da &rea de saude
devem ser regidas pelas Precaugbes Padrdo e PrecaucOes baseadas na Transmissao,
adicionalmente, dependendo de cada procedimento, outras condutas devem ser incorporadas.
Elaboracdo de protocolos, em forma de manual, para cada setor de trabalho deve ser
efetivada, ficando sob responsabilidade da administragdo gerir as comissdes que executam
estas atividades e, estas comissdes, tem como um de seus objetivos a aplicabilidade dos
protocolos pelos trabalhadores.

A seguir discorre-se sobre algumas areas de salde e suas atividades especificas
para possibilitar a inter-relacdo do trabalho de cada profissional com a adocao das Precaugdes
ou similares. A omissdo das areas de Servigo Social, Biologia, Biomedicina e Medicina
Veterinaria devem-se ao que estipula a Resolucdo 287/98 CNS que vincula sua

caracterizacdo, como da area de saude, a dispositivos legais e ao conselho de classe.

5.1. Educacéo Fisica
De acordo com a Resolugdo CONFEF ne 046/2002 no seu Art 1° ¢
determinado o campo de atuacdo do profissional de educacéo fisica sendo que o profissional
de Educacdo Fisica é especialista em atividades fisicas, nas suas diversas manifestacbes —
ginasticas, exercicios fisicos, desportos, jogos, lutas, capoeira, artes marciais, dancas,
atividades ritmicas, expressivas e acrobaticas, musculacdo, lazer, recreacdo, reabilitacdo,
ergonomia, relaxamento corporal, ioga, exercicios compensatérios a atividade laboral e do

cotidiano e outras praticas corporais.

Depreende-se que, os profissionais de educacdo fisica, assim como os demais
da area de salde, desempenham atividades tendo como objeto principal a saide humana. As
aplicacBes dos protocolos de Biosseguranca vdo condizer com o0s locais que estes

profissionais estejam desempenhando suas func@es e a modalidade de atividade.

Os locais onde estes profissionais desenvolvem suas atividades geralmente sao:

instituices de educacdo, empresas, instituices de administracdo e pratica desportiva,
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empresas, centros e laboratdrios de pesquisa, academias, clubes, associagdes esportivas e/ou
recreativas, hoteis, centros de recreacdo, centros de lazer, centros de estética, clinicas,
instituicGes e 6rgdos de saude, hospitais, centro de salde, asilos, centro de treinamento de
artes marciais, logradouros publicos e todos os locais onde estiverem sendo aplicadas

atividades fisicas e/ou desportivas.

Embora a diversidade de ambientes seja bastante ampla todas as acdes destes
profissionais devem ser gerenciadas pelas PrecaucGes Padrdo e Precaugdes baseadas em
Transmissao,quando em contato com seu cliente ou paciente, com fins de prevenir e evitar a

transmisséo da infeccéo.

E de fundamental importancia a limpeza, descontaminacdo e desinfeccdo de
todos 0s equipamentos que tiverem contato com seus pacientes ou clientes, independente do

local, nos seguintes momentos:

e Antes do uso pelo cliente;

e Durante a sessdo de atendimento ao paciente, se houver alguma contaminagéo
gerada por secregdes e excregoes;

e Entre cada cliente;

e Ao termino de cada turno de trabalho.

Adicionais a estas condutas enfatiza-se a importancia da lavagem das méaos
tanto pelo cliente quanto pelos profissionais e sua equipe. (Faculdade Cat6lica do Ceard/Curso
Educacéo Fisica, 2009)

Quando se trata de exercicios fisicos em piscinas alguns cuidados também
devem ser observados levando em conta os diversos tipos de piscinas que existem tais como:
piscinas particulares, coletivas, publicas, terapéuticas. O controle de qualidade da agua deve
ser rigoroso e se dar, mediante a supervisao formal, com assinatura e carimbo, do responsavel
técnico, em livro proprio e exclusivo, incluindo medigdes de cloro, pH e temperatura com
periodicidade minima de 12 horas. Sendo obrigatoria a presenca permanente do profissional
de educacdo fisica nas aulas de natacdo, hidroginastica, recreacdo e outras atividades de sua
responsabilidade. Os usuarios devem se submeter a exames médicos, obrigatoriamente, no
méximo a cada 12 meses (ANVISA, 2009). No art. 29 §1° do manual da ANVISA expde que
“a limpeza e desinfeccdo dos colchonetes, assentos dos equipamentos e/ou das areas em que
exista o contato corporal, deverd ser constante, com alcool a 70% e toalha de papel

descartavel.”
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5.2 Enfermagem

A enfermagem tem seu exercicio regulamentado, no artigo 11, da Lei n° 8.967,
de 28 de dezembro de 1994, que altera o art. 23 da Lei 7.498/86, e determina que 0s
enfermeiros possam exercer cargos de direcdo do 6rgao de enfermagem em instituicdo de
salde, publica e privada, além de chefia de servicos e de unidade de enfermagem; o
enfermeiro pode ainda organizar e dirigir os servigos de enfermagem e de suas atividades
técnicas e auxiliares nas empresas prestadoras desses servicos; pode ainda prestar consultoria,
auditoria e emissdo de parecer sobre matéria de enfermagem; consulta de enfermagem; é
funcdo do enfermeiro a prescricdo da assisténcia de enfermagem; os cuidados diretos de
enfermagem a pacientes graves com risco de vida e cuidados de maior complexidade técnica
e gque exijam conhecimentos de base cientifica e capacidade de tomar decises imediatas.

As diversas especialidades da enfermagem estdo contempladas na Resolugédo
COFEN - 290/2004, onde se encontram nominadas 42 especialidades de competéncia do
enfermeiro.Dentre os locais assistenciais da enfermagem temos: centros de satde, hospitais
centrais e distritais, designadamente hospitais gerais, pediatricos, psiquiatricos e
maternidades. Nos hospitais podem estar ligados a determinado servico ou departamento:
medicina, cirurgia, pediatria, ginecologia/obstetricia, ortopedia, psiquiatria/neurologia,
unidade de cuidados intensivos, urgéncias, dentre outros. No setor privado, podem trabalhar
em hospitais privados, clinicas, policlinicas, centros de enfermagem, lares de idosos, creches,
instituicoes de solidariedade social, empresas prestadoras de cuidados de satude ao domicilio,
empresas em geral (como enfermeiros do trabalho) e estabelecimentos de ensino (como
docentes). Os enfermeiros atuam ainda junto a comunidade com ac¢des de coordenacdo e
auditoria servigos de enfermagem e implementam acGes para a promocdo da saude dentre
outros.

Melo et al. (2006) realizaram estudo sobre a compreensdo das Precaucdes
Padrdo pelos enfermeiros de um hospital publico de Goiania e constataram que, dos
entrevistados, 75,6% compreenderam as precaugdes padrdo como medidas de protecéo,
somente 1,2% ndo conseguiu expressar sua compreensdo com clareza. Esta compreenséo
aponta para uma adequacao cognitiva favoravel a implementacdo das precaucdes padrdo no
cotidiano.

Mafra et al.(2008) relatam em seu trabalho sobre “a importancia para os
enfermeiros do uso de Equipamentos de Protecdo Individual (EPI) no atendimento de suporte
avancado em um servico movel de urgéncia” que os enfermeiros tem consciéncia da

importancia do uso de EPI, porém ndo fazem uso devido com frequéncia adequada,
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comprovado pelo que foi evidenciado nas amostras — 100% usavam luvas, botas e macacéo;
41,6% utilizavam maéscaras e somente 16,6% utilizavam Oculos de protecdo em todos 0s
atendimentos, ficando evidente que é necessario que se adote mudancas para evitar

exposicOes ocupacionais no atendimento pré-hospitalar.

Todas as profissdes de saude vivenciam suas atividades em estabelecimentos
de salde, que podem ser comuns a algumas especialidades, assim sendo, ha a importancia de
se discorrer sobre as praticas da Biosseguranca em alguns estabelecimentos de salde. As
atividades desenvolvidas no hospital, em especial aqueles realizadas em setores fechados
como a UTI, sdo consideradas de risco a salde. Isto se d& porque o atendimento
proporcionado ao cliente é diferenciado, demandando agilidade e habilidade da equipe de
enfermagem, que lida ndo s6 com situacGes emergenciais nas quais o cliente pode estar em
risco de vida, mas também com tecnologias avangadas, exigindo uma permanente atualizacéo

de conhecimentos técnicos e cientificos.

5.3. Farméacia

Os farmacéuticos tém o exercicio de sua profissdo regulamentado pelo Decreto
85.878 de 01/04/1981 que no seu Art. 1° determina que sejam atribui¢des privativas dos
farmacéuticos o desempenho de fungdes de dispensacdo ou manipulacdo de formulas
magistrais e farmacopéicas, quando a servico do publico em geral ou mesmo de natureza
privada; a eles também € permitido o assessoramento e responsabilidade técnica nas
atividades exercidas em estabelecimentos industriais farmacéuticos em que se fabriquem
produtos que tenham indicacGes e/ou acdes terapéuticas, anestésicos ou auxiliares de
diagndstico, ou capazes de criar dependéncia fisica ou psiquica. Assessorar ou ser responsavel
por 6rgdos, laboratorios, setores ou estabelecimentos farmacéuticos em que se executem
controle e/ou inspecdo de qualidade, analise prévia, analise de controle e fiscal de produtos
que tenham destinacdo terapéutica, anestésica ou auxiliar de diagnosticos ou capazes de
determinar dependéncia fisica ou psiquica. Estes também devem ser 0s responsaveis em
laboratdrios, setores ou estabelecimentos farmacéuticos em que se pratique extragdo,
purificacdo, controle de qualidade, inspecdo de qualidade, analise prévia, analise de controle e
andlise fiscal de insumos farmacéuticos de origem vegetal, animal e mineral.

As atividades dos farmacéuticos podem ser desenvolvidas em varios locais

como: drogarias e farmacias de manipulacdo, homeopéticas e antroposoficas, hospitais,
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clinicas, seguradoras de saude e outras instituicdes. Além das industrias de medicamentos,
alimentos, cosméticos, fitoterapicos, correlatos, kits reagentes, dentre outras. Na salde
coletiva e legislacdo. Na pesquisa e educacdo e em outras oportunidades como empresas de
biotecnologia, nanotecnologia, gases medicinais, entre outras.

Segundo Resolucéo da Diretoria Colegiada — RDC 214 de 12 de dezembro de
2006 (ANVISA), em seu Anexo |, o qual estabelece requisitos minimos de Boas Praticas de
Manipulacdo em Farmécias (BPMF) a serem observados durante a manipulacdo, conservagao
e dispensacdo de preparacdes magistrais, oficinais e de outros produtos de interesse da salde
bem como para aquisicdo de matérias-primas e materiais de embalagens. As diretrizes
englobam as exigéncias minimas para as instalacfes fisicas de uma farméacia que deve
possuir: areas ou salas para as atividades administrativas; area ou sala de armazenamento;
area ou sala de controle de qualidade; sala ou local de pesagem de matérias-primas; sala de
manipulacdo; area de dispensacdo; vestiario; sala de paramentacdo sanitarios; area ou local
para lavagem de utensilios e materiais de embalagem; deposito de material de limpeza.

O Manual de Biosseguranca (Universidade Federal da Bahia, 2001) também
aborda sobre as Normas de Biosseguranca nos ambientes farmacéuticos e enfatiza sua grande
relevancia, os mesmos devem ser seguidos de acordo com a especificidade dos

procedimentos:

e Farmécias de Dispensacgao

o A utilizacdo de Equipamentos de Protecdo Individual deve ser respeitada dentro dos
mesmos padrbes preconizados pelas Precaucfes Padrao.
o A lavagem das méaos é imprescindivel.

o O cuidado com os medicamentos devem obedecer as recomendacdes da Vigilancia
Sanitaria.
o A comercializacdo dos perfuro cortantes deve ser observada com cuidado.

O descarte de medicamentos vencidos ou com embalagens violadas devem ser estruturados

O

e programados com antecedéncia sob o auxilio da Vigilancia Sanitaria e das instituicdes de
descarte de residuos toxicos. Deve cumprir 0 que normatiza a Portaria de n°802 de 08 de
outubro de 1998 (ANVISA) que institui Sistema de Controle e Fiscalizacdo em toda a
cadeia dos produtos farmacéuticos no seu inciso VIII do art. 13: “identificar e devolver, ao
titular do registro, os produtos com prazo de validade vencido, mediante operagdo com
nota fiscal, ou, na impossibilidade desta devolucdo, solicitar orientacdo a autoridade

sanitaria competente de sua regido.”
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e Farmécias de Manipulacao
A manipulagéo deve ser cuidadosa e com precaugéo conforme aconselhamento
e indicacdo para manipulacdo de drogas toxicas. As recomendacdes da utilizacdo de EPI e
também equipamentos de Protecdo Coletiva devem ser seguidos, incluindo cabine ou capelas
para manipulacdo dos produtos quimicos. O armazenamento das drogas deve cumprir o que

recomenda o fornecedor ou fabricante.

As Boas Préticas de Manipulacdo devem cumprir rigorosamente o que estipula
a Resolucéo da Diretoria Colegiada — RDC ne 214 de 12 e dezembro de 2006(ANVISA), no
Anexo |, item 3.3 - sobre Saude, Higiene, Vestuario e Conduta, preconiza:

o O funcionario deve ser afastado temporaria ou definitivamente de suas atividades quando
for portador de solucdo de continuidade com lesdo exposta (cortes ou feridas) em
obediéncia a legislacdo especifica.

o Nao sera permitido o uso de cosméticos, joias ou quaisquer objetos de adorno de uso
pessoal em areas de pesagem e manipulagéo.

o Todas as condicGes de risco relacionadas aos produtos que estdo sendo manipulados, ao
ambiente, aos equipamentos ou as pessoas devem ser informadas aos superiores imediatos.

o Os equipamentos de protecdo Individual (EPI) devem ser fornecidos, gratuitamente, em
quantidade suficiente e reposicdo periodica pelas farmacias, além da orientacdo quanto ao
uso, manutencdo, conservacao e descarte.

o Os manipuladores de produtos estéreis devem atender a um alto nivel de higiene e serem
instruidos quanto a lavagem correta das méos e antebragcos, com escovacdo das unhas,
utilizando antisseptico padronizado, que deve ser realizada na sala de paramentacdo onde
também deve ser feita a paramentacdo do manipulador.

o A exigéncia de higiene pessoal e paramentagdo devem ser extensivas a todas as pessoas
que tiverem acesso a sala de manipulacéo.

o A farmécia deve dispor de vestiario para a guarda dos pertences dos funcionarios e
colocacéo de uniformes.

o Os funcionérios envolvidos na manipulacdo de preparagdes estéreis devem estar
uniformizados para protecdo da preparacdo contra a contaminacdo e, estes uniformes
devem ser trocados a cada sessdo de manipulacdo para assegurar uma higiene apropriada.

o O tecido dos uniformes ndo deve liberar particulas ou fibras e deve proteger quanto a

liberacdo de particulas naturais do corpo.
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o Os uniformes, luvas e mascaras devem ser estéreis e trocados a cada sessdo de
manipulacdo. As luvas estéreis devem ser trocadas a cada duas horas de trabalho de
manipulacdo e sempre que sua integridade estiver comprometida.

o As superficies de trabalho, inclusive as internas da capela de fluxo laminar devem ser
limpas e desinfetadas antes e depois de cada sessdo de manipulacdo efetuando os

respectivos registros.

e Farmacia de Unidade Hospitalar
Segundo Resolugdo CFF n°300 de 30 de janeiro de 1997, no seu art. I
conceitua Farmacia de Unidade Hospitalar como: “unidade clinica de assisténcia técnica e
administrativa, dirigida por farmacéutico, integrada funcional e hierarquicamente as

atividades hospitalares.”

A farmécia hospitalar deve primar, em suas atividades, pela auséncia de erros

que possam colocar em risco a terapéutica e consequentemente a satde do paciente.

A farmécia hospitalar tem suas funcdes reguladas pela Resolugdo CFF n°300
de 30 de janeiro de 1997, que em seu Art. 2° determina que a mesma tem que garantir a
qualidade de assisténcia prestada ao paciente atraves do uso seguro e racional de
medicamentos e seus correlatos e que estes sejam adequados a saude individual e coletiva no
ambito assistencial, preventivo, docente e de investigacdo, devendo possuir um ndmero

suficiente de farmacéuticos para 0 bom desempenho da assisténcia farmacéutica.

As acbes de Biosseguranca devem obedecer as mesmas normas preconizadas
pela Instituicdo, conforme seu Art 4 ° item | - “cumprir e fazer cumprir a legislacao atinente

as atividades hospitalares e relativas a assisténcia farmacéutica.”

5.4 . Fisioterapia e Terapia Ocupacional

As profissOes de Fisioterapia e Terapia Ocupacional sdo regulamentadas pelo
Decreto lei ne 938 de 13 de outubro de 1969 e Resolucao n © 8 do COFFITO de 31 de agosto
de 2007, que prover no seu Art. 3°: “constituem atos privativos do Fisioterapeuta:
prescrever, ministrar e supervisionar terapia fisica, que objetive preservar, manter,

desenvolver ou restaurar a integridade de 6rgdo, sistema ou fun¢do do corpo humano.”
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As especialidades da fisioterapia encontram-se distribuidas em varias
Resolucbes do COFFITO sob os n % 188, 189, 219, 260, 337, 351, 362, 363, 364 e 365, sendo
as quatro ultimas sdo mais recentes, de 20 de maio de 2009.

Os fisioterapeutas podem atuar em diversos estabelecimentos como: hospitais
(enfermarias clinicas e cirdrgicas, unidades de terapia intensiva, ambulatérios), consultérios,
centros de reabilitagdo, na promoc¢do de salde coletiva (programas institucionais, acdes
basicas de saude, fisioterapia do trabalho, vigilancia sanitaria), na educacdo (docéncia,
atividades de extensdo, pesquisa, supervisdo técnica e administrativa, direcdo e coordenacao
de cursos), além de industrias (producdo de equipamentos de uso da fisioterapia ou na
prevencdo de doencas ocupacionais) e forte atuacdo no esporte (clubes e academias na
prevencdo / tratamento de lesdes esportivas) e estética.

De acordo com o Protocolo das Acdes de Vigilancia Sanitaria — ANVISA
(2007) para clinicas ou consultério de fisioterapia as acdes de vigilancia consistem em:
condicdes adequadas de acondicionamento e funcionamento dos equipamentos, aparelhos,
materiais e mobiliarios; observar os procedimentos de manutencdo sistematica - preventiva e
corretiva dos equipamentos; verificar as técnicas e rotinas de descontaminacéo e limpeza de
superficies e ambientes, de assepsia e desinfeccdo dos equipamentos, bem como, da
obrigatoriedade de uso de lengois/campos descartaveis ou de utilizacdo individual/pessoal,

observar a identificacdo, e a concentracao dos produtos usados na limpeza e desinfeccao.

Os fisioterapeutas possuem uma clientela que variam desde atletas a individuos
imunodeprimidos, e devido a isso, 0s planos para implementacdo de normas e procedimentos
de controle de infeccdo devem adequar-se a esta variedade de pacientes e a possibilidade de

disseminacdo de doencas contagiosas para esses pacientes.

Ainda no Decreto lei ne 938 de 13 de outubro de 1969 e resolucdo também fica
estipulado as funcdes dos Terapeutas Ocupacionais no Art. 4°. “constituem atos privativos do
Terapeuta Ocupacional: prescrever, ministrar e supervisionar terapia ocupacional,
objetivando preservar, manter, desenvolver ou restaurar a capacidade funcional do cliente a
fim de habilita-lo ao melhor desempenho fisico e mental possivel, no lar, na escola, no

trabalho e na comunidade”.
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As diversas especialidades da terapia ocupacional estdo contempladas na
Resolucdo COFFITO n °371 de 06 de novembro de 2009, onde se encontram nominadas sete

especialidades de competéncia do terapeuta ocupacional.

Os locais de atuacdo profissional do terapeuta ocupacional também séo
abrangentes, tais como: hospitais, clinicas, centros de reabilitacio e/ou de atencdo
psicossocial, unidades basicas de saude, unidades de convivéncia e escolas que atendem
criangas e adolescentes portadores de necessidades especiais sdo alguns dos locais em que
esses profissionais atuam. A populacdo atendida pelo profissional € numericamente
significativa e a politica de salde, de educagdo e outros programas sociais podem favorecer

ou ndo o campo de atuagéo do terapeuta ocupacional.

O terapeuta ocupacional, assim como todos os profissionais de reabilitacédo,
depende de sua habilidade técnica e da resposta do paciente para alcangar seu objetivo
terapéutico. Assim, estes profissionais sao impulsionados a buscar o aprofundamento de seus
principios e procedimentos devendo aprender a prevenir, preparar e promover O
desenvolvimento humano, reconhecendo que o envolvimento terapéutico e a motivagdo sao
fundamentais para a reabilitacdo. Este envolvimento clinico/terapéutico como paciente exige
que estes profissionais conhegcam e apliqguem medidas de Biosseguranca em todas as suas

tarefas laborais.

Assim as normas de Biosseguranca a serem aplicadas por estes profissionais
também variam de acordo com o ambiente de trabalho e condigédo de saude do paciente, sendo

as mesmas aplicadas nas outras areas de saude.

5.5. Fonoaudiologia

O exercicio da profissdo do fonoaudi6logo esta regido pela Lei 6.965 de 9 de
dezembro de 1981 e regulamentada pelo Decreto n°87.218 de 31 de maio de 1982 que
normatiza para estes profissionais o desenvolvimento do trabalho de prevencdo no que se
refere a area de comunicacdo escrita e oral, voz e audicdo; que participem de equipes de
diagnostico, realizando a avaliacdo da comunicacdo oral e escrita, voz e audicdo; realizem
terapia fonoaudioldgica dos problemas de comunicacgdo oral e escrita, voz e audicdo; realizem
o aperfeicoamento dos padrdes da voz e fala;colaborem em assuntos fonoaudiolégicos ligados

a outras ciéncias; além de projetar, dirigir ou efetuar pesquisas fonoaudiolégicas promovidas
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por entidades publicas, privadas, autarquicas e mistas; lecionar teoria e préatica
fonoaudioldgicas; dirigir servicos de fonoaudiologia em estabelecimentos publicos, privados,
autarquicos e mistos; supervisionar profissionais e alunos em trabalhos tedricos e préaticos de
Fonoaudiologia.

A prética na fonoaudiologia extrapola o ambiente de consultérios e clinicas
multiprofissionais, atingindo também instituicdes hospitalares, maternidades, escolas, postos
de salde, creches e asilos, clinicas-escola, além do atendimento em domicilio e home-care.
Desta maneira, com o relacionamento entre as diversas areas da saude, o fonoaudi6logo
depara-se com a necessidade de execucdo de procedimentos e rotinas de areas afins que
determinam a necessidade de seguir cuidados especificos durante a fonoterapia e adotar
medidas de controle de infec¢gdes. Assim como todo profissional da area da salde, o
fonoaudiologo, independente do seu ambiente de trabalho, deve desenvolver um sentido de
responsabilidade com relacdo a sua propria seguranca e de seus pacientes. Para tal, é
necessaria a aquisicdo de conhecimentos acerca de como os danos podem ser provocados e de
gue maneira se pode evita-los, a fim de incorporar préaticas seguras as rotinas diarias (CFFa,
2007).

Nesta area as medidas de precaucdo devem ser conhecidas e adotadas em todos
0s casos de contato fisico com o paciente, estas condutas devem ser similares as das outras

areas do setor de saude.

5.6. Medicina

De acordo com Art. 4° do Projeto de lei n° 268 de dezembro de 2002, que
dispde sobre o exercicio da medicina fica decretado quanto as atividades privativas do médico
a formulacdo do diagnostico nosoldgico; prescricdo terapéutica medicamentosa; a intervencao
cirdrgica; a indicacdo e a execucdo de procedimentos diagnosticos e terapéuticos invasivos; a
determinacéo do progndstico.

Segundo pesquisa realizada por Machado (1996), a maioria dos medicos
indicou exercer a Medicina no consultorio (74,7%) e no setor publico (69,7%); uma menor
porcentagem o fez com referéncia ao setor privado (59,3%). Comparativamente, na presente
pesquisa se observou uma reducdo do nimero de médicos que atuam no consultério (67%) e
no setor privado (53,8%); porém, segue inalterada a porcentagem dos que exercem sua

profissdo no setor publico (69,7%). Considerou-se também o exercicio da Medicina no setor
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filantropico (20,3%) e como docente (18,9%), o que sugere a diversidade de campos de
atuacdo do médico. A este respeito, criou-se um indice do nimero de atividades exercidas
pelo médico, o que também foi feito na pesquisa prévia.

O trabalho no setor pablico tem sido realizado principalmente nos hospitais
publicos (56,6%), assim como na pesquisa anterior (55,1%). Entretanto, os postos e unidades
basicas de saude, onde antes trabalhavam 1,3% dos médicos, atualmente s&o ocupados por
14,3%. Ja no setor privado a maioria atua em instituices que tém convénios exclusivos com
planos privados de saude (48,2%) e em unidades que atendem, ao mesmo tempo, planos e
SUS (28,7%).

Os hospitais sdo considerados ambientes que podem predispor, aqueles que
nele trabalhem ou circulem a fatores de riscos de graus e tipos variaveis, principalmente com
relacdo as doencas infectocontagiosas e aquelas contraidas em contato direto com pacientes
e/ou com artigos e equipamentos contaminados com material organico. A grande variedade
de servicos existentes a nivel hospitalar tais como: administrativos, ambulatoriais,
atendimentos clinicos/cirargicos, lavanderia, refeitorio, manutengéo, caldeiras, almoxarifado,
laboratdrio, centro cirurgico, raios-X, isolamento, Unidade de Terapia Intensiva, tende a
predispor as pessoas as contrair doencas ou se expor a acidentes.

No Brasil, a Lei n® 9431 de 6 de janeiro de 1997 dispGe sobre a
obrigatoriedade da manutencdo pelos hospitais do pais de um programa de controle de
infeccdes hospitalares e a Portaria n° 2.616/MS/GM de 12 de maio de 1998 gue norteia a sua
operacionalizacdo por meio da organizacdo de uma Comissdo de Controle de Infeccédo
Hospitalar (CCIH) e Servico de Controle de infeccdo Hospitalar (SCIH).Assim, embora haja
uma politica que gerencie as acdes de CIH nos hospitais os servigcos oferecidos sdo variados
ndo se obtendo uma operacionalizacdo completa em do processo de trabalho recomendado.

Nas clinicas, muitas vezes o0s individuos infectados ndo podem ser
identificados quanto a sua salde geral. Dessa forma, recomenda-se que medidas e protocolos
de controle de infeccdo dependam do procedimento a ser realizado e ndo do paciente a serem

atendidos para cumprimento das PrecaucGes Padréo.

5.7. Nutricao

Segundo a Lei n°8.234 de 17 de setembro de 1991 os nutricionistas podem

exercer atividades de direcdo, coordenacdo, supervisdo e docéncia nos cursos de graduacéo
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em nutricdo e areas afins, assim como também nos servi¢os de alimentacdo, nutricdo e
estudos de dietéticos, através de planejamento, organizacdo, direcdo, supervisdo e avaliacdo
destes. Podem também exercer cargos de auditoria, consultoria e assessoria em nutricdo e
dietética; prestarem assisténcia e educagdo nutricional a coletividades ou individuos, sadios
ou enfermos tanto em instituicdes publicas e privadas como em consultérios de nutricdo e
dietética.A assisténcia dietoterapica a nivel hospitalar, ambulatorial e em consultérios

prescrevendo, planejando, analisando, supervisionando e avaliando dietas para enfermos.

Na Resolu¢do CFN n°380 de 12 de dezembro de 2005, o Conselho Federal
especifica as areas de atuacdo do nutricionista:

o Alimentacdo Coletiva

o Nutrigdo Clinica

o Saude Coletiva

o Docéncia

o Industria de Alimentos

o Nutricdo em Esportes

o Marketing na Area de alimentacdo e Nutrico

Considera-se normatizacfes de Biosseguranca com relacdo a Nutricdo o que

reza os subitens relativos ao Item I, no Anexo II, desta mesma Resolu¢do “coordenar e
supervisionar métodos de controle das qualidades organolépticas das refeicbes e/ou
preparacdes, por meio de testes de andlise sensorial de alimentos; elaborar e implantar o
Manual de Boas Préaticas, avaliando e atualizando o0s procedimentos operacionais
padronizados (POP) sempre que necessario;planejar, implantar, coordenar e supervisionar as
atividades de higienizacdo de ambientes, veiculos de transporte de alimentos, equipamentos e
utensilios; planejar, coordenar, supervisionar e/ou executar programas de treinamento,

atualizacgdo e aperfeicoamento de colaboradores...”

E imprescindivel a elaboracio de Manual de Boas Praticas para Manipulacio de
Alimentos (MBPMA), juntamente com a implantacdo dos Procedimentos Operacionais
Padronizados (POP), regulamentados através da Resolugdo RDC n° 275, de 21 de outubro de 2002,
e o sistema de Analise de Perigos de Pontos Criticos de Controle (APPCC) para constituirem o0s

programas de seguranca alimentar.

A RDC n° 216/04 — ANVISA preconiza todos os cuidados atinentes as areas laborais

e pessoal envolvido no preparo de alimentos como: area de preparacdo do alimento deve ser
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higienizada quantas vezes forem necessarias e imediatamente apés o término do trabalho.
Substancias odorizantes e ou desodorantes em quaisquer das suas formas ndo devem ser utilizadas
nas areas de preparacéo e armazenamento dos alimentos. Os funcionrios responsaveis pela atividade
de higienizacdo das instalagBes sanitarias devem utilizar uniformes apropriados e diferenciados
daqueles utilizados na manipulacdo de alimentos. Os manipuladores devem ter asseio pessoal,
apresentando-se com uniformes compativeis a atividade, conservados e limpos. Os uniformes devem
ser trocados, no minimo, diariamente e usados exclusivamente nas dependéncias internas do
estabelecimento. As roupas e 0s objetos pessoais devem ser guardados em local especifico e
reservados para esse fim. Os manipuladores devem lavar cuidadosamente as m&os ao chegar ao
trabalho, antes e ap6s manipular alimentos, ap6s qualquer interrupcdo do servico, apds tocar
materiais contaminados, ap6s usar 0s sanitarios e sempre que se fizer necessario. Durante a
preparacdo dos alimentos, devem ser adotadas medidas a fim de minimizar o risco de contaminagdo
cruzada. Deve-se evitar 0 contato direto ou indireto entre alimentos crus, semi-preparados e prontos

jpara 0 consumo.

Com relagdo aos Procedimentos Operacionais Padronizados — POPs devem ser
desenvolvidos, implementados e mantidos pelos estabelecimentos

produtores/industrializadores de alimentos com relagédo aos itens abaixo:
a) Higienizacdo das instalagdes, equipamentos, moveis e utensilios.
b) Controle da potabilidade da agua.
¢) Higiene e satde dos manipuladores.
d) Manejo dos residuos.
e) Manutencéo preventiva e calibracéo de equipamentos.
f) Controle integrado de vetores e pragas urbanas.
g) Selecdo das matérias-primas, ingredientes e embalagens.
h) Programa de recolhimento de alimentos.
5.8. Odontologia

O exercicio da odontologia ¢ regulamentado pela Lei de n°5.081 de 24 de

agosto de 1966, na qual no seu Art. 60 decreta compete ao cirurgido-dentista: prescrever e



148

aplicar as especialidades farmacéuticas de indicacdo em odontologia (uso interno e externo);
realizar todos os atos pertinentes aos conhecimentos adquiridos em odontologia tanto na
graduacdo como em curso de pdés-graduacdo; emitir atestados relativos a estados morbidos e
outros, para justificar faltas ao emprego ou similares; realizar procedimentos relativos a
pericia odontolegal em foro civil, criminal, trabalhista e em sede administrativa; empregar
anestesias locais e por bloqueio de nervos do terco médio da face; utilizar a analgesia e
hipnose, quando for comprovadamente habilitado e estes meios forem eficazes para o
tratamento; possuir instalacbes adequadas para pesquisas e analises clinicas relacionadas com
a especialidade, laboratdrio de prétese, aparelho de Raios X (para diagnostico) e aparelhagem
de fisioterapia; estar apto para prescrever e aplicar medicacdo de urgéncia no caso de
acidentes graves que comprometam a salde ou vida do paciente; nos casos de exercer a
funcéo de perito-odontdlogo utilizar as vias de acesso de cabeca e do pescoco para necropsias.

As especialidades exercidas pelos cirurgides dentistas encontram-se nominadas
no Art 4o da Portaria CFO ne 22/2001 de 27 de dezembro de 2001 que designa as 19
especialidades da Odontologia, adicionalmente a esta resolugdo, a Resolugdo de n°25/2002 de
16 de maio de 2002 estipula as areas de competéncia de mais cinco especialidades totalizando
vinte e quatro especialidades na odontologia.

Os dentistas, assim como as demais especialidades exercem sua profissdo nos
mais variados estabelecimentos de saude, na docéncia, em servicos publicos, privados,
filantrépicos dentre outros.

As Normas de Biosseguranca para odontologia podem ser encontradas em
varios manuais, dentre eles, Manual de Biosseguranca (CFO, 1999) e Servicos
Odontoldgicos: Prevencao e Controle de Riscos (ANVISA, 2006). As medidas basicas de
prevencdo do controle de infeccdo s@o similares as das demais areas, mais existem muitas
especificidades com relacdo a manipulagéo e processamento dos instrumentos e equipamentos
utilizados pelos dentistas, devido a sua grande proximidade da cavidade bucal e manipulacédo
de fluidos organicos (sangue, saliva, pus, entre outros).

Com relacdo a aplicabilidade das PrecaucGes Padrdo pelo menos quatro

principios preconizados devem ser seguidos:

Principio 1 — Adotar medidas para proteger a salde da equipe, tais como:

o Anamnese do paciente — histéria medica atual e pregressa; medicamentos em uso;

transfusdes de sangue; se sdo portadores de doencas sistémicas e infecciosas etc.
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o Imunizacdo da equipe de trabalho — hepatite B, influenza, triplice viral e dupla tipo
adulto, BCG — ID para os profissionais ndo reagentes ao teste tuberculinico e as
especificas as doengas regionais e populagéo.

o Lavagem das mdos — medida importante para a prevengdo e controle de infecgéo.

Alguns dados devem ser observados como o conhecimento do tipo de flora microbiana
da pele, que pode ser: residente onde os microrganismos vivem e se multiplicam
possuindo patogenicidade variavel, sendo que esta flora é constituida em sua maioria
por bactérias Gram positivas e ndo sdo removidas facilmente, porém alguns
antissépticos conseguem inativa-las. Na flora transitéria 0s microrganismos
encontram-se mais na superficie da pele sendo esta populacdo bastante variavel e
removivel com a lavagem das maos.
Outro fator relevante com relagdo a lavagem das maos e demais protecéo € o tipo de
procedimento que serd realizado no paciente se critico (com penetragdo no sistema
vascular, isto € contato com sangue); semi-critico ( com contato com as secre¢des
organicas do paciente) ou ndo-critico (ndo h& contato com nenhuma secre¢do ou
excre¢do do paciente).

o Antissepsia intra ou extrabucal, para reducdo da carga microbiana nestas areas.

Principio 2 — Evitar contato direto com matéria organica; atraves:

o Uso de Equipamento de Protecdo Individual (EPI) — gorro, méascara, Oculos de

protecdo, avental ou jaleco e luvas.

Principio 3 — Limitar a propagacdo de microrganismos, diminuindo a quantidade de
aerossois gerados durante o atendimento através do uso de: sugadores potentes com bomba a

vacuo; sistemas de filtragem de ar e uso de antissépticos bucais para o paciente.
Principio 4 — Tornar seguro o uso de artigos, pecas anatémicas e superficies.

o Cuidados com a reutilizacdo de instrumentais (Figura 2): “todo instrumental
reutilizavel empregado em servicos de salde deve ser rigorosamente limpo,
desinfetado ou esterilizado.” Devendo ser considerado o tipo de instrumental que
deverd ser reprocessado se, critico (geralmente descartdvel ou obrigatoriamente
esterilizado), semi-critico (esterilizado ou desinfetado) ou ndo-critico (limpo e
desinfetado) (CFO, 1999).
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Artigo Sujo
v

Lavagem
v

Secagem
Inspecdo visual
Preparo e embalagem
Desinfecgéo/Esterilizacéo

Armazenagem

Fig. 02 — Sequéncia do processamento de artigos — adaptado ANVISA (2006)

o Processamento de superficies e equipamentos odontolégicos — limpar e desinfetar. Os
pisos devem ser desinfetados com desinfetantes compativeis com a area a ser
processada se critica, semi-critica ou ndo critica, geralmente com hipoclorito de sddio
ou fenol sintético, atentando para o tipo de material do piso. Estes devem ser limpos e
desinfetados a cada turno ou quando contaminados durante um procedimento. Os
equipamentos e periféricos devem ser limpos com &gua e sabdo neutro e desinfetados
com alcool 70%. O recobrimento de superficies dos equipamentos com barreiras

impermedveis é importante como barreira aos contaminantes.

Outros cuidados importantes:

o Manipular cuidadosamente o material perfurocortante.

o N&o reencapar, entortar, quebrar ou retirar as agulhas das seringas. Se o paciente
precisar de complementacdo anestésica de uma unica seringa, a agulha pode ser
reencapada pela técnica de deslizar a agulha para dentro da tampa deixada sobre uma
superficie (bandeja do instrumental ou mesa auxiliar).Quando utilizamos seringas
carpules reutilizaveis (embora existam descartaveis) apds o atendimento do paciente
remover a agulha com um porta agulhas ou similares. Outra opcdo é realizar a
remocao no proprio coletor de perfuroscortantes que possui orificio para adaptacdo da

agulha.
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o Transferir os materiais e artigos, durante o trabalho a quatro médos, com toda a atencao
e, sempre que possivel, utilizando-se uma bandeja.

o Manter as caixas de descarte dispostas em locais visiveis e de facil acesso e ndo
preenché-las acima do limite de 2/3 de sua capacidade total.

o Efetuar o transporte dos residuos com cautela para evitar acidentes.

o Na&o tocar os olhos, nariz, boca, mascara ou cabelo durante a realizacdo dos
procedimentos ou manipulagdo de materiais organicos, assim como ndo se alimentar,
beber ou fumar no consultério.

o Durante os procedimentos (com luvas), ndo atender telefones, abrir portas usando a

macaneta nem tocar com as maos em locais passiveis de contaminacao.

5.9. Psicologia

A regulamentacao do exercicio da Psicologia esta inserida na Lei n°4.119/62 e
Decreto ne 53.464/64 de 21 de janeiro de 1964 que dispdem no seu Art. 4°- sobre as funcdes
do psicologo “utilizar métodos e técnicas psicoldgicas com o objetivo de: diagnostico
psicologico; orientacdo e selecdo profissional; orientacdo psicopedagogica; solugdo de

problemas de ajustamento...”

A Resolucdo 014/00, do Conselho Federal de Psicologia, instituiu o titulo
profissional de Especialista em Psicologia, dispondo sobre as normas e os procedimentos para

0 respectivo registro do titulo, tendo sido aprovada dez especialidades.

Os psicologos atuam em locais similares aos das outras areas da saude como:
servicos de psicologia em Orgdos e estabelecimentos publicos, autarquicos, paraestatais, de

economia mista e particular.

As normas de Biosseguranca devem ser preconizadas similarmente com base

nos principios das precaucdes.
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Capitulo 6 — Infeccéo nos Ambientes de Saude

Todos os setores de salde objetivam garantir a qualidade e seguranca dos
servicos oferecidos através do controle de niveis de infeccdo, com adocdo de estratégias
efetivas baseadas na prevencdo da transmissdo entre os trabalhadores da salde, pacientes e

visitantes.

Para que se instale uma infeccéo é necessaria que haja desequilibrio na cadeia
de interagdo entre hospedeiro, microrganismo e meio ambiente, conforme visualizado na

Figura 3.

Agente
Infeccioso

Hospedeiro

(homem ou

animal) (Microrganismo)

Fig. 03. Fatores que interferem na cadeia da infecgéo

A cadeia epidemiologica da infec¢do hospitalar apresenta “seis elos™: o agente
infectante; reservatorios ou fonte; vias de eliminacdo; transmissdo; penetracdo e hospedeiro

suscetivel.

O comportamento do patdgeno, que pode ser bactéria, virus, fungos, parasitas
ou prions, na populacdo esta fortemente influenciado pela relacdo harménica entre estes trés
fatores, mudancas em qualquer um deles, podem causar um desequilibrio nesta relacdo

estreita, aumentando a probabilidade de ocorrer transmisséo e doenga (Bannister et al., 2000).
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Dentre as mudancas ou situagdes que podem expor o hospedeiro — Gltimo elo
da cadeia epidemioldgica, podendo ser o paciente ou profissional que recebe a carga
microbiana e que esteja suscetivel a adquirir uma infeccdo — destaca-se: ma higiene, tipo de
trabalho, viagens, comportamento sexual, aglomeracdo, imunidade, estado nutricional e
doencas atuais ou pregressas. Nestas condicOes, deve-se levar em consideracdo também os
fatores de viruléncia do agente patogénico como sua infecciosidade, patogenicidade e
capacidade para sobreviver no hospedeiro sob diferentes condi¢cbes ambientais. Ademais, ha
outros fatores de relevancia relacionados com 0s microrganismos, como sua habilidade de
resistir as respostas imunes do hospedeiro (vacinas), utilizacdo pelo individuo de drogas,
imunossupressores e radiacdo que vem surtir importante efeito na instalacdo das doencas.
Fatores relacionados ao meio ambiente como temperatura, poeira, umidade, uso de produtos
como antibidticos, antissépticos ou antimicrobianos, podem atuar na sobrevivéncia de agentes

patogénicos fora do hospedeiro (Bannister et al., 2000 & ljaz 2009).

Outro fator preponderante na exposicdo dos servicos de saude séo as fontes —
objetos inanimados ou animados que transportam o agente infeccioso do reservatério para o
hospedeiro suscetivel. Estas fontes podem ser de origem enddgena, (agentes infecciosos que
colonizam previamente o paciente, decorrentes de sua propria microbiota), ou exogena
quando os agentes sdo de origem externa ao paciente como instrumentos contaminados ou
inoculados através de cateteres, pelas mdos do profissional, medicamentos ou soros
contaminados (Garner, 1996). Os principais fatores de risco para que ocorra uma
contaminacdo endogena podem ser a idade avancada, tempo de internacdo prolongado,
doencas de base com diabetes e obesidade, procedimentos invasivos, cateteres, ventilacdo
mecanica, cirurgias, imunossupressores como quimioprofilaxia, transplantes de 6rgédos ou
tecidos, uso de antimicrobianos, dentre outros. A determinacdo das caracteristicas dos

microrganismos € importante para identificar-se a origem da infeccéo.

Os reservatorios — habitat dos agentes infecciosos devem ser considerados
também pelos profissionais da satde, sendo os mais comuns o homem, animal ou meio
ambiente, nos quais os patdgenos existem e de onde sdo transmitidos. De acordo com
Bannister et al, (2000), esta transmissdo pode ocorrer de pessoa para pessoa, por
contaminacdo horizontal, entre individuos da mesma populacdo e contaminacao vertical, da

mée para o feto.
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Ressalta-se ainda, que os meios de transmissdo dentro do ambiente de salde
podem ser variados como: i) contato direto, isto é, pelo contato que ocorre entre as pessoas;
ii) contato indireto, através de fomites ou maos dos profissionais de salde, que portam
microrganismos adquiridos e um paciente para outro; iii) fonte comum, quando ha um objeto,
produto ou medicamento contaminado que é utilizado por um ou mais pacientes; iv)
goticulas, produzidas por um paciente e atingindo outro, com distancia de até um metro; v)
aerossois, goticulas expelidas que, apos o ressecamento se transformam em nlcleos de
goticulas com dimensdo menor que 5um podendo ficar por um longo periodo em suspensao e
atingirem longas distancias (tipo de transmissédo da tuberculose, sarampo e varicela); e vi)
vetores, com atuacdo de varios elementos, como insetos (Mandall et al., 2004 & HPS, 2009).
Assim, o conhecimento destas rotas é de grande relevancia para que o profissional neste

entendimento procure evitar ou interceptar as transmissdes de doencas.

A infeccdo é a consequiéncia de danos que decorrem da invasdo, multiplicacéo,
elaboragdo de toxinas e/ou outros metabolitos microbianas no hospedeiro. Pode haver
manifestacdo imunologica e aparecimento de sinais e sintomas que caracterizam a doenga ou
sindrome. Entende-se por doenca infecciosa manifestacdo com sinais e sintomas clinicos
relacionados ao agente etiologico, sendo que este geralmente ndo pertence a microbiota
humana normal, tendo sua origem exdgena. Na sindrome infecciosa os sinais e sintomas ndo
estdo relacionados com o agente etiologico e estes geralmente pertencem a microbiota

humana normal.
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Capitulo 7 — Infeccao Hospitalar

As atividades em estabelecimentos de salde requerem um esforco conjunto
para que se apliquem as préaticas de controle de infec¢do envolvendo ndo s6 os trabalhadores
mais essencialmente as politicas publicas sociais. No ambiente hospitalar, a responsabilidade
da conscientizacdo e atuacdo efetiva, deve ser voltada para a prevencéo e controle da infecgéo
hospitalar (CIH), embora se saiba que nem toda IH possa ser prevenida — devido a microbiota
enddgena do paciente ser a principal fonte de IH. Porém ha estimativas de que 20% a 30% das
infeccbes adquiridas nos hospitais sdo passiveis de prevencdo (Pereira et al., 2005). A
infeccdo hospitalar é oriunda de situacbes em que o paciente sofre alteragdes em suas
condi¢des organicas e imunoldgicas — doenca de base, estado nutricional, idade, dentre outros

fatores, deixando-o mais suscetivel a adquirir infeccbes

No Brasil, as praticas de controle de infeccdo hospitalar sdo regidas pela lei ne
9.341/97 do Ministério da Salde, que dispGe sobre a obrigatoriedade da manutencdo de
programa de controle de infec¢des hospitalares (PCIH) pelos hospitais do pais e pela Portaria
ne 2616 de 12 de maio de 1998, que expedem diretrizes e normas para a prevencdo e o
controle das infeccBGes hospitalares. No Anexo Il desta portaria, conceituam-se as infeccoes
nosocomiais: “Infeccdo Hospitalar ¢ aquela adquirida apds a internagdo do paciente e que se
manifesta durante a internacdo ou apds a alta, quando puder ser relacionada com a internacéo
ou procedimentos hospitalares”. A “Infec¢do Comunitaria ¢ a infec¢do constatada ou em
incubacgdo no ato da admissdo do paciente, desde que ndo relacionada com internagédo anterior
no mesmo hospital”. Ademais, a ANVISA, através da Resolucdo - RDC n° 48, de 2 de junho
de 2000, edita um Roteiro de Inspecdo do Programa de Controle de Infeccdo Hospitalar, onde
esta contido uma sistematica para avaliacdo do cumprimento das ac6es do Programa de
Controle de Infeccdo Hospitalar. Desde a publicagdo das orientagdes dos “Centers for
Diseases Control” (CDCs), em 1983, e outros estudos, pesquisas nacionais e internacionais,
substanciais alteragdes ocorreram nos conceitos de transmissdo, prevencdo e controle de
infeccdo hospitalar. (MS, 1998)

As infeccdes hospitalares sdo as mais frequentes e importantes complicacdes
ocorridas em pacientes hospitalizados, enquanto as estatisticas apresentavam taxas de
incidéncia de IH que variavam e 3,5% a 15,5% nos EUA e prevaléncia de 9,2% no Reino

Unido. Nos paises latino-americanos avaliavam-se taxas de prevaléncia variando de 5% a
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70%. No Brasil, estima-se que 5% a 15% dos pacientes internados contraem alguma infeccéo
hospitalar (Lacerda, 2003). Uma infec¢do hospitalar acresce, em média, 5 a 10 dias ao periodo
de internacdo do paciente. Além disso, 0s gastos relacionados a procedimentos diagndsticos e
terapéuticos da infecgdo hospitalar fazem com que o custo seja elevado, sem se cogitar nos
danos relacionados ao paciente.

Dentre as sindromes mais importantes envolvendo infeccBes de origem
hospitalar, ndo so pela sua frequéncia como também pela gravidade e sua morbi-mortalidade,
destacam-se: infecges do trato urinario; infeccbes das vias respiratorias; infecches da
corrente sanguinea; infeccBes do sitio cirdrgico; outras localizagdes de infecgfes hospitalares.
Vale ressaltar que a infecgdo hospitalar ndo é uma doenca infecciosa simples. Esta condigédo
provém das praticas de assisténcia a saude principalmente aquelas consideradas invasivas.
Assim sendo, a infec¢do hospitalar deve ser analisada no &mbito da assisténcia a satde como

forma de implementacé@o de uma politica preventiva (Lacerda, 2003).

Segundo Pereira (2005), os microrganismos que predominam nas IH raramente
causam infeccGes em outras situacoes, por apresentarem baixa viruléncia, mas em decorréncia
do elevado inoculo e da queda de resisténcia do hospedeiro, o processo infeccioso pode se
desenvolver. Aproximadamente dois tercos das IH sdo de origem autdgena, significando o
desenvolvimento da infeccdo a partir da microbiota do paciente, que pode ter origem
comunitaria ou intra-hospitalar. Em ambos as situacdes, a colonizacdo precede a infeccao,
sendo dificil determinar se o paciente trouxe o microrganismo da comunidade ou adquiriu de

fonte exdgena durante a internagéo.

Diferentes microrganismos como bactérias, fungos, e virus podem causar
infeccdes hospitalares. O grupo de patdgenos, no entanto, que se destaca é o das bactérias que
constituem a microbiota humana e que normalmente ndo trazem risco a individuos saudaveis,
mas podem causar infeccdo em individuos com estado clinico comprometido — sendo
denominadas bactérias oportunistas. Muitos organismos bacterianos podem causar IH,
destacando-se Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulase negativo, Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Pseudomonas aeruginosa,
Streptococcus dentre outros. O segundo grupo de importdncia médica nas infeccbes
hospitalares sdo os fungos, sendo a Candida albicans e Aspergillus os patdgenos mais
frequentes. Os fungos sdo responsaveis por aproximadamente 8% das infecgdes hospitalares.

As viroses representam por volta de 5% das infec¢es, e os virus entéricos e com habilidade
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de transmisséo aerea sdo 0s mais importantes no ambiente nosocomial (David 1998 & ljaz et
al., 2008).
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PARTE IlI-
CONTROLE DE INFECCAO NOS AMBIENTES DE SAUDE

Capitulo 8: Métodos de Controle e Prevencao das Infeccdes nos
Servicos de Saude
Capitulo 9: Precaucgdes Padréo:
9.1- Higienizacédo das Maos;
9.2 - Uso Adequado de Equipamentos de Protecéo
Individual;
9.3 - Cuidados com Instrumentos e Equipamentos;
9.4- Limpeza do Ambiente;
9.5- Materiais Perfurocortantes;
9.6- Manejo da Roupa Suja/Contaminada.
Capitulo 10: Precaucdes Baseadas na Transmissao
10.1- PrecaucOes Aéreas ou Respiratdrias (Aerossois)
10.2- PrecaucgOes Respiratorias para Goticulas

10.3- Precauc0es por Contato
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Capitulo 8 — Métodos de Controle de Infeccao nos
Servicos de Saude

Segundo a Norma Regulamentadora n° 32 “entende-se por servicos de salde
qualquer edificacdo destinada a prestacdo de assisténcia a salde da populacdo, e todas as
acOes de promocao, recuperacdo, assisténcia, pesquisa e ensino em salde em qualquer nivel
de complexidade” (MTE, 2005).

Nestes locais 0s profissionais estdo expostos a riscos de varias origens: fisicos,
quimicos, biologicos entre outros, sendo que através da NR ne 9 fica estabelecido que estes
riscos sdo denominados de riscos ambientais assim conceituados: “consideram-se riscos
ambientais 0s agentes fisicos, quimicos e biologicos existentes nos ambientes de trabalho que,
em funcéo de sua natureza, concentracéo ou intensidade e tempo de exposicao, sdo capazes de
causar danos a saude do trabalhador”. Esta mesma norma estipula a obrigatoriedade da
elaboracdo e implementacdo do Programa de Prevencdo de Riscos Ambientais (PPRA) por
parte dos empregadores e instituicdes que admitam trabalhadores como empregados com o
objetivo de preservar a saude e integridade dos trabalhadores.

Com énfase aos agentes biologicos, a NR n° 32 conceitua: “consideram-se
Agentes Bioldgicos os microrganismos, geneticamente modificados ou ndo; as culturas de

células; os parasitas; as toxinas e os prions” ¢ estipula as medidas de prote¢ao (MTE , 2005).
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Capitulo 9 — Precaucdes Padrao

As novas diretrizes estabelecidas pela Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) em 1996, abrangem as Precaucbes Padrdo e as PrecaucOes baseadas por

Transmissao.

As precaucfes padrdo sdo consideradas as estratégias mais importantes para o
sucesso no controle de infeccdo nos servigos de salde. Elas sdo utilizadas para todos 0s
pacientes independentes de diagnostico ou percepcdo de um estado de infeccdo. A sua
aplicagdo destina-se a reduzir o risco de transmissdo de microrganismos a partir de fontes

conhecidas ou desconhecidas dentro do sistema de salde. (Osborne, 2003)

Segundo Rosdahl & Kowalski (2007), colocar uma barreira fisica, mecanica ou
quimica entre o microrganismo e o individuo sdo meios altamente efetivos para prevenir a
propagacao de infeccdes. Além disso, existem algumas a¢des que criam barreiras de protecéo
para prevenir as infec¢bes entre pacientes, profissionais, acompanhantes ou visitantes, dentre

elas:

e Considerar cada pessoa como potencialmente infectada ou suscetivel a
infeccéo;

e Lavar as mdos, 0 mais importante procedimento para controle da
infeccdo cruzada;

e Usar luvas, antes da manipulacao de substancias Umidas do organismo
— pele com solucdo de continuidade, membranas mucosas, sangue e
outros fluidos corporais, instrumentais, materiais e residuos
contaminados, ou antes, de procedimentos invasivos.

e Uso de barreiras fisicas, 6culos de protecdo, méascara e aventais
sempre que houver possibilidade de derramamento ou respingo de
qualquer fluido.

e Uso de agentes antissépticos, para limpeza de pele e membranas
mucosas — antes de cirurgias, curativos e para lavagem das maos.

e Uso de praticas seguras de trabalho, ndo reencapar ou dobrar agulhas,

Seguranca na passagem de instrumentos cortantes e suturas.
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e Descartar de forma segura os residuos infecciosos.
e Processar adequadamente instrumentos reutilizaveis e outros itens.
Além destas condutas é fortemente recomendavel a vacinagdo preventiva de

todos os profissionais da area de saude.

As Precaucbes Padréo, que deve ser adotada por todos os profissionais de
salde, tem como componentes essenciais, segundo Tietjen et al., (2003), os seguintes

principios:

9.1. Higienizacdo das Maos — € um processo de remoc¢do mecanica dos
microrganismos potencialmente patogénicos que fazem parte da microbiota transitéria das
maos além de sujidade, oleosidade, pelos e células descamativas. Este termo abrange a
higienizacdo simples, higienizacdo antisséptica, friccdo antisséptica e antissepsia cirdrgica das
méaos. As méos devem ser lavadas rotineiramente — antes e apds contato com o paciente;
quando forem contaminadas com sangue ou outros fluidos; apds a retirada das luvas e antes e
apos cada procedimento relativo aos cuidados com o paciente (ANVISA, 2007).

A higienizacdo das maos deve ser conduzida em uma ordem sequencial, conforme

figura abaixo:
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Fig. 03- Sequéncia da lavagem das maos.
Fonte : http://www.sissaude.com.br/sissaude/userfiles/maos.jpg

As técnicas para higienizar as maos sdo eleitas de acordo com o0s
procedimentos que forem realizados: higienizacdo simples — com duracdo média de 10-15

segundos; friccdo antisséptica, duracdo média de 1 minuto e a antissepsia cirurgica,
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primeira lavagem 5 minutos e as subsequentes 3 minutos. (ANCA & NHMRC, 2004). A
higienizacdo simples (com &gua e sabd0) estd indicada quando as mé&os estiverem
visivelmente sujas ou contaminadas com sangue e outros fluuidos corporais, ao iniciar o turno
de trabalho, ap6s ir ao banheiro,antes e depois das refeicdes, antes de preparo e manipulacdo
de alimentos e medicamentos. A higienizacdo com preparacdo alcodlica tem sua indicacdo
quando o profissional for ter contato com o paciente, ap6s contato com o paciente, antes da
realizacdo de procedimentos assistenciais e manipulagdo de dispositivos invasivos, antes de
calcar luvas para insercdo de dispositivos invasivos que ndo requeiram preparo cirdrgico, apds
exposic¢éo a fluidos corporais, a0 mudar de um sitio corporal contaminado para outro limpo,
apoOs contato com objetos inanimados e superficies proximas ao paciente, antes e apds a
remocdo de luvas. A higienizacdo antisséptica é recomendada nos casos de precaucdo de
contato nos casos de pacientes portadores de microrganismos multirresistentes e em casos de
surtos. A degermacao da pele esta indicada no pré-operatorio, antes de qualquer procedimento

cirdrgico e antes da realizacdo de procedimentos invasivos (ANVISA,2007).

9.2 Uso Adequado de Equipamentos de Protecéo Individual (EPI)
)] Luvas
a) Esterilizadas — usadas para procedimentos cirdrgicos e invasivos.
b) Borracha/Latex — usadas para manipulacdo de sangue, fluidos corpdreos,
secrecdes, pele rompida, membranas mucosas e itens contaminados.

c) As luvas devem ser removidas apds manipulacéo destes materiais.

d) Trocar as luvas entre procedimentos e entre contato com pacientes.

e) As luvas devem ser descartadas apos cada procedimento.

f) Lavar as maos imediatamente ap0s a remocao das luvas.

i) Mascaras, Oculos e Protetores Faciais.
Estes devem ser utilizados para protecdo das membranas mucosas dos olhos,
nariz e boca na execucdo de procedimentos assistenciais que possam gerar respingos de
sangue, fluidos corporais, secrecdes e excrecdes. Um exemplo peculiar sdo 0s ocorridos nos

atendimentos odontolégicos quando da utilizacdo da caneta de alta rotacéo.

iii) Aventais ou Jalecos
O ideal é a utilizacdo de aventais descartaveis a cada paciente evitando assim

contaminar a roupa com respingos provenientes do paciente.
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Protege a pele e a roupa de respingos de sangue, fluidos corporais, secregdes e
excregoes.

Estudo realizado por Carvalho et al., (2009), sobre o uso do jaleco mostrou que
0s mesmos sdo veiculos potenciais para a transmissdo de microrganismos, quando utilizados
indevidamente, podendo vir atuar como fonte de infeccdo associada aos profissionais de
saude.

iv) Botas de Borracha ou Protetor de Borracha Descartavel

Deve ser usado em grandes areas com piso contaminado por derramamento.

9.3 Cuidados com os Equipamentos
Manipular equipamentos sujos de forma a evitar o contato com a pele ou
membranas mucosas e para evitar a contaminacdo de roupa ou ambiente. Limpar oS
equipamentos reutilizaveis antes do proximo uso.
9.4 Limpeza do Ambiente
Deve haver cuidados rotineiros de limpeza e desinfeccdo dos equipamentos e

mobiliarios nas areas de assisténcia ao paciente.

9.5 Materiais Perfurocortantes
Evite reencapar agulhas usadas. Evite retirar agulhas usadas das seringas
descartaveis. Evite dobrar, quebrar ou manipular agulhas utilizando as maos.

Coloque os residuos ou materiais utilizados em recipientes coletores apropriados.

9.6 Manejo de Roupa Suja/Roupa Contaminada
Deve existir um protocolo especifico para o gerenciamento da roupa suja
hospitalar. Os funcionarios devem fazer uso de luvas e mascaras durante todo o tempo de
manipulacdo, este manuseio da roupa deve ser em horario apropriado. As roupas sujas devem
ser coletas em sacos apropriados e as contaminadas por sangue coletadas em sacos para roupa

com o rotulo risco bioldgico.
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Capitulo 10- Precaucdes Baseadas na Transmissao ou

Precaucdes Adicionais

Sdo utilizadas quando o paciente é reconhecidamente infectado ou suspeito de
infeccdo por patdgenos que sdo transmitidos pelo ar, goticulas, aerossol ou através de uma
combinacgdo de rotas de transmissdo. Estas precaucOes séo utilizadas quando as Precaucoes
Padrdo ndo sdo suficientes para interromper a infeccdo e incluem as Precaucbes Aéreas, as
Precaucbes por Goticulas e as Precaucdes por Contato (Australian Government-ANCA,
2004).

10.1 Precaugdes Aéreas ou Respiratdrias (Aerossois)

Cassettari et al., (2009) enfatiza que os agentes bioldgicos dispersos por via
aerea podem se disseminar no ambiente quando o doente ou portador fala, tosse ou espirra,
contaminando e expondo aqueles que ali circulem. Outra situacdo importante refere-se ao
Trabalhador de Sadde que realiza procedimentos em pacientes com doengas ou condi¢cdes
clinicas que gerem goticulas ou aerossois que contenham patogenos.

O CDC (2003), discorre quanto as infecgbes respiratorias que podem ser
adquiridas pela exposicdo ao patdgeno contido na goticula ou no nucleo da goticula
(aerossois). A propagacéo de doengas infecciosas atraves do ar por nucleo de goticulas € uma
forma de transmissao indireta. Os nucleos de goticulas sao residuos de goticulas que, quando
em suspensdo no ar, secam e produzem particulas que alcancam o tamanho de 1 a 5 um.
Caracteristicas das particulas: conter microrganismos potencialmente vidveis; estar protegida
por uma camada de protecdo seca; ficar indefinidamente suspensas no ar e ser transportadas a
longas distancias. Os microrganismos patogénicos que podem ser transmitidos através de
nucleo de goticulas incluem o Mycobacterium tuberculosis,virus do sarampo, virus da variola
e 0 virus da varicela zoster virus (VZV).

WHO (2004) e CDC (2003) recomendam as seguintes medidas de Precaucdo
Respiratdria para os aerossdis ou nucleo de goticulas:

o Implementacdo das Precaucdes Padréo;
o Colocar o paciente em quarto privativo que tenha preferencialmente fluxo de ar com
pressdo negativa;

o Manter as portas fechadas;
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o Qualquer pessoa que entrar no quarto deve utilizar uma mascara respiradora de alta
filtracdo (ex. N95)
o Limitar a circulacdo e transporte do paciente. Se o transporte for necessario, limitar a

dispersdo de nucleos de goticulas, pela utilizagdo de méascara no paciente.

10.2- Precaucdes Respiratorias para Goticulas

De acordo com a Organizacdo Mundial de Salde, a exposicdo aos
microrganismos das goticulas (através da aerolisacdo das secrecdes orais e nasais de pacientes
infectados) constitui uma forma de transmissdo por contato direto. Quando as goticulas sdo
produzidas através do espirro ou da tosse, uma nuvem de particulas infecciosas > 5 um ¢é
expelida, resultando em uma exposi¢cdo potencial de pessoas suscetiveis dentro de uma area
de menos de 1 metro da fonte, exemplos de patdgenos transmitidos por estas vias sao: virus
influenza, rinovirus, adenovirus e virus sincicial respiratério (RSV).

WHO (2004) recomenda as seguintes medidas de Precaucdo Respiratdria para as

goticulas:
o Implementacéo das Precaucdes Padréo;
o Colocar o paciente em quarto privativo (ou em quarto com outro paciente infectado

com 0 mesmo patdgeno)
o Usar méascaras cirargicas quando estiver trabalhando 1 a 2 metros do paciente;
o Colocar mascara cirdrgica no paciente se houver necessidade de desloca-lo.

Comunicar o diagnostico do paciente a area onde for transportado.

10.3- Precauc0es por Contato

Devem ser utilizadas para os pacientes com diagndstico ou suspeita de doencas
graves oriundas de patdgenos facilmente transmitido pelo contato direto com o paciente ou
por contato indireto com outros itens do ambiente hospitalar. Exemplos de doencgas que
necessitam de infeccdes por contato: bactérias multirresistentes; Clostridium difficile, difteria
cuténea; enterovirus; hepatite A; herpes simplex, herpes zoster, impétigo, abcessos, celulite ou
Glceras de decubito, ou outras infec¢bes por Staphylococcus aureus; parainfluenza, VSR,

rotavirus entre outros.

RecomendacGes para Precaugdes por Contato, segundo WHO (2004) e CDC (2003):
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Implementacgéo das Precaucdes Padréo;

Colocar o paciente em quarto privativo (ou em quarto com outro paciente infectado
com 0 mesmo patdgeno);

Usar luvas limpas, ndo estéreis quando entrar no quarto;

Usar avental, limpo, ndo estéril sempre que houver possibilidade de contato com o
paciente, superficies ou outros itens do quarto;

Limitar a circulacdo e transporte do paciente do quarto, a transferéncia do mesmo deve
se restringir a fins essenciais. Se o transporte for necessario, use todas as medidas de

Precaucdes para minimizar o risco de transmisséo.
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PARTE IV-
BIOSSEGURANCA APLICADA AOS LOCAIS DE SAUDE

Capitulo 11: Biosseguranca nos Estabelecimentos de Saude:
11.1- Projetos Fisicos dos Estabelecimentos de Salde
11.2- Renovagcao de Ar nas Areas Criticas
11.3-Processamento de Roupas Sujas/Contaminadas
11.4- Limpeza e Desinfeccéo das Superficies
Capitulo 12: Biosseguranca Hospitalar

Capitulo 13: Biosseguranca nas Clinicas e Consultérios
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Capitulo 11 — Biosseguranca nos Estabelecimentos de Saude

Os estabelecimentos de saude séo locais que podem funcionar como nichos
para microrganismos, contribuindo sobremaneira para disseminacdo dos mesmos e

contaminando os que ali circulem.

11.1 Projetos Fisicos de Estabelecimentos de Saude

Para o funcionamento adequado os estabelecimentos de salde estes devem
cumprir as normas legais como instrumento de agdo sanitaria como as estabelecidas pela
Resolucdo (ANVISA) — RDC n° 50, de 21 de fevereiro de 2002 que substitui a Portaria MS ne
1884/94, a qual dispbe sobre o Regulamento Técnico para planejamento, programacao,
elaboracdo e avaliagdo de projetos fisicos de estabelecimentos assistenciais de saude:

“Art 1o - Aprovar o Regulamento Tecnico destinado ao planejamento,

programacdo, elaboracdo, avaliacdo e aprovacdo de projetos fisicos de

estabelecimentos assistenciais de saude, em anexo a esta Resolucdo a ser
observado em todo territério nacional, na area publica e privada
compreendendo:

a) as construcdes novas de estabelecimentos assistenciais de saude de todo o
pais;

b) as areas a serem ampliadas de estabelecimentos assistenciais de saude ja
existentes;

c) as reformas de estabelecimentos assistenciais de salde ja existentes e 0s
anteriormente ndo destinados a estabelecimentos de satde.”

A importancia da arquitetura para os estabelecimentos de salde pauta-se nas
prevencdes das infeccdes hospitalares tendo uma conotacdo de barreiras, protecoes, meios e
recursos fisicos, funcionais e operacionais relacionados com as pessoas, ambientes,
circulacdes, praticas, equipamentos, instalacdes, materiais e fluidos.

Além dos cuidados com a estrutura fisica, outras normas devem ser seguidas
para execucdo de um trabalho seguro nestes ambientes. Nos setores de maior transito e fluxo
de pessoas, as sinalizacBes gerais das areas restritas e permitidas devem ser freqlentes e
devem estar visiveis. As referidas sinalizacGes devem ser expressas, também, em "braile™ para

os deficientes visuais; ou com indicacao simbdlica ou monitor para os analfabetos.
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11.2 Renovagio de Ar em Areas Criticas

A localizacdo das entradas de ar externa deve ser o mais alto possivel, em
relagdo ao nivel do piso, e tem de ficar afastadas das saidas de ar, dos incineradores e das
chaminés das caldeiras; as saidas devem situar-se junto ao chdo. Todas as aberturas para

entrada e saida de ar devem possuir filtros de grande eficiéncia. (Resolugdo RDC n°50 /2002).
11.3 Processamento de Roupas Sujas/Contaminadas

Na Resolugdo RDC ne50 /2002, no seu item B.1.4, determina que o
processamento de roupas sujas/contaminadas deve obedecer as seguintes regras: o fluxo da
roupa nos estabelecimentos assistenciais de salde pode ser agente de transmissdo da infeccao
hospitalar. Nos estabelecimentos de salde, as principais barreiras do fluxo de roupa séo:

12) Pré-classificacdo de roupa na origem: através de carros porta-saco
(duplo ou triplo), dotados de tampa acionada por pé.

2%) Sala de recepcdo, classificacdo, pesagem e lavagem de roupa suja:
ambiente altamente contaminado que necessita requisitos arquitetonicos
proprios como: banheiro, exaustdo mecanizada com pressao negativa, local
para recebimento de sacos de roupa por carros, tubuldo ou monta cargas,
espaco para carga de maquina de lavar, ponto de agua para lavagem do
ambiente, pisos e paredes lavaveis, ralos, interfone ou similar e visores. Pisos e
paredes devem ser de material resistente e lavavel. A conduta nessa area deve

prever equipamento de protecao individual aos funcionarios.

32) Lavagem de Roupa: independente do porte da lavanderia, deve-se usar
sempre maquinas de lavar de porta dupla ou de barreira, onde a roupa suja €
inserida pela porta da maqguina situada do lado da sala de recebimento,
pesagem e classificacdo por um operador e, apds lavada, retirada do lado limpo
através de outra porta. A comunicacao entre as duas areas é feita somente por

visores e interfones.

Assim o processamento da roupa deve seguir a seguinte sequéncia: recepgdo —
classificacdo / pesagem — lavagem / centrifugagdo — selecéo (relavagem ou conserto se for o

caso) — secagem / calandragem — passagem / prensagem — selec¢do para costura (conserto e
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relavagem ou baixa, se for o caso) — dobragem — preparo de pacotes — armazenamento —

distribuicéo.

11.4 Limpeza e Desinfec¢do das Superficies

Os cuidados com a limpeza, descontaminacdo e desinfec¢do das superficies
tem sua relevancia, pois estas atuam como fontes inanimadas tais como as superficies fixas
(teto, paredes, chdo) e moveis (equipamentos, carrinhos, mesas) onde 0S microrganismos

ficam sedimentados principalmente ap6s manipulacdo de areas contaminadas.

A limpeza e desinfeccdo das superficies devem ser regulares e periodicas
sempre ao termino de um turno (limpeza terminal) ou eventualmente quando houver

contaminag&o visivel.

Segundo Lacerda (2003), a limpeza das areas criticas sao mais rigorosas, sendo
que a utilizacdo de maquinas que efetuam a lavagem e aspira¢do concomitantementes do piso
(limpeza molhada) € mais efetiva que a limpeza imida. Nos centros cirargicos a limpeza deve
ser realizada antes, durante e ap0s cada procedimento cirargico e ao final de cada dia. O po
deve ser retirado de todas as superficies horizontais com tecido limpo embebido com um
produto quimico (escolhido de acordo com as normas do estabelecimento) para que ndo haja
dispersdo do p6. Apds a remocédo do pd a desinfeccdo das superficies, embora seja discutida,

deve ser realizada.
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Capitulo 12 — Biosseguranca Hospitalar

As areas hospitalares, e de demais estabelecimentos de saude, s&o classificadas
de acordo com o risco de contaminagao (Lacerda, 2003):

o Areas Criticas
Sdo as areas que oferecem risco potencial para aquisicdo de infecgdo seja pelos
procedimentos invasivos realizados, ou pela presenca de pacientes susceptiveis as infecgdes.
Ex.: centro cirurgico e obstétrico, bercario, UTI, hemodialise, laboratério, CME, banco de
sangue e area suja de lavanderia.
o Areas Semicriticas
Sé&o todos os compartimentos ocupados por pacientes com doencas infecciosas
de baixa transmissibilidade e doencas ndo infecciosas. Ex.: enfermarias, apartamentos e
ambulatorios.
o Areas Nao-criticas
Todas as areas ndo ocupadas por pacientes e aquelas destinadas a exames de

pacientes. Ex.: escritorios, almoxarifado, setor de radiologia e consultorios.

Esta classificacdo norteia as medidas de precaucdo que devem ser aplicadas.
Segundo Lacerda (2003) para as areas criticas (ou restrita) ha a indicacdo de utilizacdo de
roupa privativa, gorro, mascara e luvas, isto é as barreiras fisicas sdo essenciais; areas
semicriticas, utilizacdo de aventais e luvas quando na execucéo de procedimentos e areas ndo
criticas (ou irrestrita) é desejavel o uso das barreiras fisicas, mas podem ser utilizadas roupas

comuns e a circulacdo de pessoas € livre.

Assim a Resolugao RDC n°50 /2002 no seu subitem 6.1, do item 6, da parte III,
determina: “as precaugdes padrdo constituem-se de barreiras e énfase nos cuidados com
certos procedimentos, visando evitar que a equipe de assisténcia tenha contato direto ou
indireto com os diversos liquidos corporais, agulhas, instrumentos e equipamentos encontram-

se inclusos nos contatos indiretos.”

Ha uma énfase com relacdo a estas medidas preventivas e de controle de
infeccdo de servicos de saude referindo-se as precaucdes como de pratica geral (aplicacdo das
precaucbes padrdo a todos os pacientes, durante todo o periodo de internacéo,
independentemente do diagndstico do paciente) e préatica especifica (aplica-se sempre que o0

paciente apresentar doenca infecciosa, com possibilidade de transmissdo de pessoa a pessoa
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e/ou colonizagdo por germes multirresistentes) conforme listagem organizada pela CDC.
Consiste em suplementar as precaugdes universais com isolamento de bloqueio (IB) e com
precaucGes com materiais infectantes (PMI). O isolamento de bloqueio consiste na utilizagéo
de barreiras fisicas e cuidados especiais, para impedir que os germes envolvidos se

transmitam.

Processamento de Artigos
O reprocessamento de artigos € o processo a ser aplicado a artigos hospitalares
com a finalidade de reutiliza-los. Estes devem considerar a classificacdo para aplicacdo dos
cuidados devidos. De acordo com MS (2001), os artigos hospitalares s&do definidos de acordo
com o grau de risco de aquisicdo de infec¢des, nas seguintes categorias: criticos, semicriticos
e nao criticos, o que ird nortear o processo de desinfeccéo ou esterilizacdo a ser utilizado.
o Artigos Criticos
S&o aqueles que tém alto risco de infeccdo, se estiverem contaminados com
qualguer microrganismo ou esporos. S&o artigos que entram em contato direto com os tecidos
ou tratos estéreis devendo passar pelo processo de esterilizacdo. Ex: instrumentais cirdrgicos;
metais sem fio de corte; tubos de latex, acrilico,silicone; vidrarias e borracha para aspiracao;
fibra Optica; endoscopio; laringoscopios;etc.
o Artigos Semicriticos
S&@o aqueles que entram em contato com a pele ndo integra e membranas
mucosas. Devem, no minimo, serem submetidos a desinfeccdo. Em alguns casos, pelo risco
de tornarem-se criticos devem ser esterilizados (rompimento acidental de mucosas). Ex:
inaladores; méascaras de nebulizacdo; Ambu; canula de Guedel; laminas de laringoscopios;
espéculos vaginais; etc.
o Artigos N&o-criticos
Sdo aqueles que entram em contato com a pele integra, portanto
necessitam apenas serem desinfetados (desinfeccdo de médio e baixo nivel), quando forem
reutilizados em pacientes objetivando bloquear a transmissdo de microrganismos. EX:
termdmetros; esfigminomandmetros; comadres; bacias; cubas, dentre outros.
Os métodos de reprocessamento dos instrumentais hospitalares devem
seguir a ordem de: descontaminacdo (discutida por alguns autores); limpeza; secagem;
desinfeccdo (para os artigos a serem desinfetados, pode ser de alto, médio e baixo nivel);

empacotamento (quando necessario); esterilizacdo e armazenamento (MS, 2001).
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Vale ressaltar que a Resolugdo  RDC n°8 de 27 de fevereiro de
2009 (ANVISA), no seu Art 2¢ regulamenta: “a suspensdo da esterilizacdo quimica por
imersdo, utilizando agentes esterilizantes liquido para o instrumental cirdrgico e outros
produtos para saude.”

Esta Resolucdo aplica-se aos servicos de salde que realizam procedimentos
cirtrgicos e diagndsticos por videoscospia com penetracdo de pele, mucosas adjacentes,
tecidos sub-epiteliais e sistema vascular, cirurgias abdominais e pélvicas convencionais,

cirurgias plasticas com o auxilio de épticas, mamoplastias e procedimentos de lipoaspiragdo.”
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Capitulo 13 — Biosseguranca nas Clinicas e Consultérios

O fluxo de clientes e/ou pacientes e visitantes é inquestionavel e seu controle
deve ser recomendado. As sinalizagdes das areas restritas e permitidas devem ser permanentes
e devem estar visiveis. O sistema de limpeza, desinfeccdo e assepsia devem ser iguais aos das
instalagdes hospitalares. A utilizacdo de equipamento de protecédo individual é indispenséavel e
recomendavel para cada caso individualmente.

Os trabalhadores nestes ambientes deve aplicar as precaucfes padrao,
principalmente com relacéo a utilizagdo das barreiras fisicas e lavagem das méos. Os cabelos
devem estar amarrados. Os jalecos e aventais devem ser retirados quando o profissional for
deixar o ambiente, esta vestimenta deve ser acondicionada em sacos plasticos para posterior
processamento. Na entrada e na saida das clinicas deve haver uma pia larga, com indicacgdes
ou sinalizagdes de assepsia e desinfeccdo, que deve estar visivel e acessivel (Universidade
Federal da Bahia, 2001).

Os consultérios odontolégicos tém suas normas regidas em manuais e
legislacBes especificas. Todas as orientacbes podem ser encontradas no manual- Servigos

Odontoldgicos: Prevencao e Controle de Riscos, MSc (2006).
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PARTE V-
BIOSSEGURANCA NOS AMBIENTES LABORATORIAIS

Capitulo 14: Laboratorios de Ensino e Pesquisa:
14.1- Laboratérios Nivel de Seguranca 1
14.2- Laboratérios Nivel de Seguranca 2
14.3- Laboratérios Nivel de Seguranca 3
14.4- Laboratérios Nivel de Seguranca 4

Capitulo 15: Gerenciamento de Residuos de Servicos de Saude
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Capitulo 14 — Laboratoérios de Ensino e Pesquisa

Especial atencdo tem que ser voltada para as atividades nos laboratorios de
ensino e salde. As atividades laboratoriais executadas adequadamente e bem planejadas
previnem a exposicdo indevida a agentes considerados de riscos a saude e a acidentes. Estes
procedimentos sdo denominados — boas préaticas de laboratério (Hirata & Mancini Filho,
2002).

Segundo o Manual da Universidade Federal da Bahia (2001) hd uma
necessidade do delineamento prévio das atividades que a serem desenvolvidas pelas instancias
laboratoriais. Dentre estas, encontra-se fortemente indicado a andlise dos seguintes dados:
capacitacdo técnica; espaco fisico e distribuicdo de setores; tipos de atividades desenvolvidas;
fluxo de atividades; fluxo de pessoas; determinacdo de potenciais riscos dos varios tipos de
acidentes (mapa de risco); identificacéo de riscos bioldgicos, fisicos e quimicos; confecgédo de
um manual de procedimentos operacionais padrdo; indicacdo de providéncias a serem
adotadas em situacOes emergenciais; indicacdo de atividades em situagdes urgentes e
emergentes; instrucdo de imunizacdo da equipe; instrucdo de primeiros-socorros; divulgacéo
interna da lista de enderecos de notificacdo e informagdo na Secretaria de Salude e setores

relacionados com a salde.

Segundo Teixeira & Valle (2002) a avaliacdo de risco incorpora acbes que
objetivam o reconhecimento ou a identificagdo dos agentes biologicos e a probabilidade do
dano proveniente destes. Tal analise sera orientada por varios critérios que dizem respeito ndo
S0 ao agente biolégico manipulado, mas também ao tipo de ensaio realizado, ao proprio
trabalhador e, quando pertinente, a espécie animal utilizada no ensaio. Os agentes biologicos
estdo classificados em quatro grupos, onde sdo considerados como critérios: a patogenicidade
para 0 homem; a viruléncia; o modo de transmissao; a endemicidade e a existéncia ou nao de

profilaxia e de terapéuticas eficazes.

Assim, segundo Manual de Classificacdo de Riscos de Agentes Bioldgicos, do

Ministério da Saude (2006c) os microrganismos podem ser classificados:

o Classe de Risco 1 (baixo risco individual e para a coletividade):
Incluem os agentes que ndo possuem capacidade comprovada de causar doengca em pessoas ou

animais sadios.
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o Classe de Risco 2 (moderado risco individual e limitado risco para a
comunidade):Incluem os agentes que podem causar doenga no homem ou animais, porém nédo
apresentam riscos sérios para os profissionais do laboratdrio, para a comunidade, para animais
e para 0 meio ambiente. Os agentes desta classe, quando ndo existentes no pais, devem ter sua
importacao restrita, sujeita a prévia autorizacdo das autoridades competentes.

o Classe de Risco 3 (alto risco individual e risco moderado para a
comunidade): Incluem os agentes que usualmente causam doencas humanas ou animais
graves que podem ser tratadas por medicamentos ou medidas terapéuticas gerais, representa
risco moderado para a comunidade e para 0 meio ambiente. Os agentes desta classe, quando
ndo existentes no pais, devem ter sua importacdo restrita, sujeita a prévia autorizagdo das
autoridades competentes.

o Classe de Risco 4 (alto risco individual e alto risco para a
comunidade): Incluem os agentes de alto risco bioldgico (agentes virais) que causam doencas
humanas e animais de alta gravidade e capazes de se disseminar na comunidade e no meio
ambiente. Os agentes desta classe, quando ndo existentes no pais, devem ter sua importacao
proibida e caso sejam identificados ou se tenha suspeita de sua presenga no pais, os materiais
suspeitos de conter estes agentes devem ser manipulados com 0s niveis maximos de
seguranca disponiveis e devem ser destruidos por processos fisicos (autoclavacdo) ou por
processos quimicos de reconhecida eficacia e posteriormente incinerados.

Para manipulacdo dos agentes bioldgicos, nos laboratorios, existem 4 Niveis de
Biosseguranca que estdo relacionados com os riscos crescentes de seguranca (MS, 2006b)
14.1 Laboratorio Nivel de Biosseguranca 1
Desenvolve atividades com agentes de riscos bioldgicos de classe I. Este tipo
de laboratdrio ndo requer caracteristicas especiais na arquitetura, apenas bom planejamento e
funcionalidade. O trabalho pode ser desenvolvido em bancada aberta, e a contencdo esta
baseada nas Boas Praticas de Laboratdrios e no uso adequado de EPIs.
14.2 Laboratorio Nivel de Biosseguranca 2
Desenvolve atividades com agentes de risco biolégicos 2 em laboratorios
clinicos , de diagnostico, laborat6rios-escolas; universidades e outros. Podem ser manipulados
em bancada aberta, mas, dependendo da demanda de amostras, do volume do microrganismo
e da possibilidade de formacdo de aerossdis, recomenda-se 0 uso de Cabines de Seguranca
Biologica e de centrifugas com copos de seguranca. O uso de boas préaticas de laboratério

(BPL) e EPIs fornecem protecdo adequada.
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14.3 Laboratdrio Nivel de Biosseguranca 3
Desenvolve atividades com agentes de risco biolégicos 3 em laboratérios
clinicos , de diagndstico, laboratorios de ensino superior; de pesquisa ou de producdo. Neste
tipo de laboratorio é exigido um desenho arquiteténico e construgdo mais elaborada. No NB-3
destacam-se as barreiras primarias e secundarias para protecdo dos trabalhadores de areas
contiguas, a comunidade e 0 meio ambiente. Toda manipulacdo deve ser feita com CSB ou
outro equipamento e contencdo fisica. Estes laboratérios devem ser registrados junto as

autoridades sanitarias locais, estaduais, nacionais e/ou nacionais.

14.4 Laboratdrio Nivel de Biosseguranca 4
Desenvolve atividades com agentes de risco bioldgicos 4 que apresentam
elevado risco individual e comunitario, representando um grande perigo para as pessoas e
animais. S&o de facil transmissibilidade por aerossois ndo existindo profilaxia e tratamento,
podendo levar a pessoa a Obito. Todas as manipulacfes devem estar restritas as CSB classe 11
ou Ill, com roupas de pressdo positiva, ventiladas por sistemas de suporte de vida. Os
trabalhadores devem possuir treinamento completo e especifico, direcionado a manipulacao

de microrganismos altamente perigosos.
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Capitulo 15 — Gerenciamento de Residuos dos Servicos de Saude

De acordo com Mastroeni (2006), os residuos gerados pelos servicos de saude
devem obedecer a uma estratégia que consiste no seu acompanhamento desde o local de
geracdo até sua disposicdo final. Devem também ser aplicados critérios para os residuos
produzidos por laboratdrios. Todas as etapas do gerenciamento sdo de responsabilidade do
gerador do residuo, tanto dentro como fora do local onde foi gerado, mesmo quando ha
contratacdo de servicos de transporte, tratamento e disposicao final.

As etapas a serem seguidas para 0 gerenciamento dos residuos sao:
caracterizacdo; segregacdo; acondicionamento; tratamento; armazenamento; transporte e
disposicdo final. Todas estas etapas estdo disponibilizadas no Manual de Gerenciamento de
Residuos de Servicos de Saude (2006) do Ministerio da Saude.

No Brasil, 6rgdos como a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria ANVISA e
0 Conselho Nacional do Meio Ambiente — CONAMA tém assumido o papel de orientar,
definir regras e regular a conduta dos diferentes agentes, no que se refere a geragdo e ao
manejo dos residuos de servicos de saude, com o0 objetivo de preservar a saude e 0 meio

ambiente, garantindo a sua sustentabilidade.
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