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1. REQUISICAO DE EXAMES MICROBIOLOGICOS

Deve-se lembrar que o envolvimento do médico com o laboratério de microbiologia pode com
freqiéncia ser muito Gtil para ambos, propiciando melhor orientacdo técnica, mais objetividade,
facilitando a interpretagdo de resultados, etc.

A importéncia do relacionamento médico com o laboratério deve-se ao fato de que a microbiologia
envolve etapas interpretativas para muitos exames. Por exemplo, aqueles que envolvem flora
(mucosas), ou no caso de agentes especificos em que sdao fundamentais a escolha de meios seletivos,
0 uso de meios enriquecedores, o uso de suplementos, a ampliagdo do tempo de cultivo, a variagao na
temperatura de incubacgdo, a adicdo de novos testes, etc.

O médico muitas vezes considera um desperdicio de tempo o preenchimento de uma requisicdo de
exame microbioldgico.

O microbiologista ou responsavel pela rotina deverad conferir as requisices ou pedidos de exame de
cada material para verificar a existéncia de pedido.

Os itens abaixo servem apenas de roteiro para destacar informagdes que podem ser muito Uteis e
valorizadas em diferentes etapas do processamento do exame.

= Identificagdo clara do paciente (modelo 1)

= InformacGes sobre o paciente que sdo relevantes para o diagnostico do processo infecioso (modelo
2)

* Descrigdo da amostra (modelo 3)

= Natureza do Teste Solicitado (modelo 4)

Fatores que podem comprometer o exame microbioldgico:

= Hipdtese diagndstica mal elaborada.

= Informacgdes mal colhidas, incompletas, ou nao devidamente interpretadas, etc.
» Requisicdo inadequada da analise laboratorial.

= Coleta, conservagao e transporte inadequados.

= Falhas técnicas no processamento da analise.

= Demora na liberacao de resultado.

= Ma interpretagdo dos resultados.

MODELOS PARA REQUISICAO DE EXAMES MICROBIOLOGICOS

MoDELO 1

Nome Sobrenome Iniciais

Registro n.° (do hospital ou servigo)

Data de nascimento / / (evitar confusdo com homonimos e com a faixa etaria)
Sexo: M() F() (por exemplo, a interpretagdo de bacteriluria pode ser diferente para a mulher)
Clinica ( ) Leito ( ) Ambulatorio ( )

Campo para identificacdao do exame no Laboratério (nimero da analise microbioldgica e se¢do do
laboratorio)
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MODELO 2

Hipotese diagnéstica

Dados clinicos (descrever objetivamente os achados clinicos mais significativos, lesdes cutaneas ou de
mucosas, local e caracteristicas do sitio de infecgdo, etc.)

Dados epidemiologicos relevantes (viagem ou excursdo, se vive em area endémica de alguma doenca
infecciosa como maléria, riquetsioses, cdlera, etc.; doenga ocupacional, por exemplo, contato com animais;
acidentes - mordida, trauma, picada de carrapato, enchentes, etc.; envolvimento em surto de infecgao
hospitalar, etc.)

Outros dados laboratoriais importantes (dados laboratoriais que evidenciem o sitio do processo infeccioso:
RX, tomografia, urina rotina, hemograma, etc.)

Provavel origem do processo infeccioso: comunitario ( ) hospitalar ( )

Relacionado ao procedimento invasivo? Qual? (se hospitalar e se relacionado ao procedimento invasivo -
sonda vesical, cateter, traqueostomia, dialise, alimentagdo parenteral, cirurgia)

Cirurgia? Qual?

Existe infeccao em outra topografia? Qual?

Fez uso nos ultimos dez dias de antibiéticos? Quais? (descrever os motivos do uso)

Existe comprometimento imunolégico? Sim ( ) Né&o ( )

(prematuridade, transplante de 6rgaos, uso de imunossupressores, diabetes, cancer, aids, leucemia, anemia
falciforme, talassemia, hemofilia, esplenectomia, cirrose, etc.; doenga oportunista? Qual?)

E paciente transferido ou de alta de outro hospital nos tltimos 30 dias? Sim ( ) Nio ( )

E portador, colonizado ou infectado de bactérias multirresistentes? Sim ( ) N3o ( )

Para urocultura informar: sintomatico ( ) assintomatico ( )

Data do pedido / /

Nome legivel do médico/CRM, carimbo e/ou telefone de contato (facilita a comunicagdo para situagoes
emergenciais. Por exemplo, isolamento de M. tuberculosis, isolamento de nova cepa multirresistente, etc)

Data / / hora da coleta

Nome e identificacdo de quem colheu o material (permite reavaliagao de procedimentos e reciclagem, por
exemplo, quando se detecta excesso de contaminacao em uroculturas, etc)

Observagdes (comentarios, quando necessarios, sobre o procedimento de coleta. Por exemplo, acidentes ou
dificuldades para obtencdo do material, condigdes do paciente, quantidade, etc)
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MODELO 3

Hemocultura: Sangue periférico ( ) Sangue colhido de cateter ( )
Urocultura: Jato médio ( ) Sonda de alivio ( ) Sonda vesical de demora ( )
Pungdo suprapubica ( ) Saco coletor ( )
Trato Respiratoério: Orofaringe ( ) Escarro ( ) Aspirado Traqueal ( )
Lavado bronco-alveolar ( ) Escovado bronquico ( )
Outros ( )

LesOes, secregoes, abscessos ( )

Descrever topografia:

Nivel da coleta: superficial ( ) profunda ( )
Via de obtengdo do material: Pungao ( ) Swab ( ) Raspado ( )
Drenagem ( ) Fistula( ) Outros ( )
Liquidos cavitarios: Liquor ( ) Liquido pleural ( ) Pericardico ( )
Sinovial ( ) Ascitico ( )
Proteses ( ) Pontas de cateter ( )
Outros:
MODELO 4
Exame microscopico: A fresco ( )
Campo escuro ( )
Direto ( )
Com coloragao: Gram ()
Ziehl ()
Giemsa ( )
Outro ()
Pesquisa de: Pneumocistis carinii () Cryptosporidium ( ) Isospora belli ( )
Cultura: Rotina bacteriolégica ( )

Rotina para fungos ( )
Rotina para micobactérias ( )
Rotina para virus ( )

Especificos: Rotina para anaerébios ( )
Micoplasma ( )
Legionella spp. ( )
Helicobacter spp. ( )

Outros testes: (em geral realizados sob consulta)
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EXAMES ESPECIAIS DE INTERESSE DA CCIH

= Controle de medicamentos
= Frascos de soros

= Bolsas de sangue

= Portadores

= Equipamentos

= Outros

TESTES ESPECIAIS

= Aglutinacdo com latex para meningite.

= Testes imunoldgicos diretamente no material clinico: Chlamydia trachomatis (genital),
Streptococcus pyogenes (orofaringe).

= Pesquisa de toxinas (S. aureus, Limulus teste para endotoxinas de Gram (-) Clostridium difficile
etc.)

= Tipagem para fins epidemiolégicos em investigacdo de surtos ou fontes de infeccao hospitalar.

* PCR (polimerase chain reaction) para micobactérias, etc.

= Exames quantitativos (exceto os de rotina, como urina, cateter vascular e lavado broncoalveolar).
Por exemplo, hemocultura de sangue periférico ou de cateter, bidpsia de tecidos, liquido de dialise
peritoneal, etc.

TESTE DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

» Rotina (Kirby - Baner).

= Antibiograma com drogas ndo padronizadas.

» OQutros testes - Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), E-test.

= Pesquisa de antimicrobianos no sangue, LCR, etc., poder bactericida do soro.
= Teste de sensibilidade de fungos a drogas, etc.
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2. COLETA, TRANSPORTE E CONSERVAGCAO DE AMOSTRA

INTRODUGAO

Todo resultado liberado pelo laboratério de microbiologia é consequéncia da qualidade da amostra
recebida. O material coletado deve ser representativo do processo infeccioso investigado, devendo ser
eleito o melhor sitio da lesdo, evitando contaminagdo com as areas adjacentes.

A coleta e o transporte inadequados podem ocasionar falhas no isolamento do agente etioldgico e
favorecer o desenvolvimento da flora contaminante, induzindo a um tratamento ndo apropriado.
Portanto, procedimentos adequados de coleta devem ser adotados para evitar o isolamento de um
“falso” agente etioldgico, resultando numa orientagdo terapéutica inadequada.

O profissional responsavel pela coleta serd também responsavel por identificar de forma legivel e
correta o material a ser encaminhado ao laboratério de microbiologia.

Na amostra devem estar identificados:

= Nome e registro do paciente

= Leito ou ambulatério e especialidade
» Material colhido

» Data, hora e quem realizou a coleta

ASPECTOS BASICOS DA COLETA E DO TRANSPORTE DE AMOSTRA

COLETA

Quem coleta o material deve ser devidamente treinado e periodicamente reciclado nesta atividade.
Deve saber que o material devera ser destinado, o mais brevemente possivel, ao laboratério. Deve
conhecer ou obter instrugbes sobre conservagao e/ou transporte do material caso este ndo possa ser
realizado imediatamente.

Consideracoes gerais da coleta microbiolégica

= Colher antes da antibioticoterapia, sempre que possivel.

= Instruir claramente o paciente sobre o procedimento.

= Observar a anti-sepsia na coleta de todos os materiais clinicos.

= Colher do local onde o microrganismo suspeito tenha maior probabilidade de ser isolado.

= Considerar o estagio da doenga na escolha do material. Patégenos entéricos causadores de
diarréia, estdo presentes em maior quantidade e sdo mais facilmente isolados durante a fase
aguda ou diarréica do processo infeccioso intestinal. Na suspeita de febre tifdide, a fase da doenca
ira determinar o melhor local da coleta (sangue/fezes).

= Quantidade suficiente de material deve ser coletado para permitir uma completa analise
microbioldgica. Caso a quantidade seja pequena, priorizar os exames.

¢ pedido do exame deve conter as informagbes descritas no mddulo anterior (ver requisicdo de
exame).

Consideracgoes de seguranga

= Utilizar as barreiras de protegdo necessarias a cada procedimento.
* Toda amostra deve ser tratada como potencialmente patogénica.
= Usar frascos e meios de transporte apropriados.

= N&o manusear a amostra em transito: paciente e laboratério.
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* Nao contaminar a superficie externa do frasco de coleta e verificar se ele estad firmemente vedado.
(caso ocorram respingos ou contaminagdao na parte externa do frasco, fazer descontaminacao com
alcool 70% ou outra solugdo descontaminante disponivel)

= N&o contaminar a requisicdo médica que acompanha o material.

= As amostras deverdo ser transportadas em sacos plasticos fechados.

= Identificar claramente a amostra coletada, com todos os dados necessarios.

» Colocar a identificacdo no frasco de coleta e nunca na tampa ou sobre rétulos.

= Encaminhar os materiais imediatamente ao laboratoério.
TRANSPORTE DAS AMOSTRAS

Transportar as amostras IMEDIATAMENTE ao laboratério para:

= Assegurar a sobrevivéncia e isolamento do microrganismo, pois o laboratério de microbiologia
trabalha basicamente em fungdo da viabilidade dos microrganismos.

» Evitar o contato prolongado dos microorganismos com anestésicos utilizados durante a coleta, pois
eles poderao exercer atividade bactericida.

= Evitar erros de interpretagdo nas culturas quantitativas, principalmente urina e lavado

broncoalveolar.

* Consultar o laboratério para verificar a disponibilidade dos meios de transporte.

Tempo critico para entrega da amostra ao laboratorio e meios de transporte

Amostra

Tempo Critico

Frascos e Meios de Transporte

Liquor
Liquido pleural

Swab

Suspeita de
anaerodbios

Feridas e tecidos

Hemocultura

Trato respiratério
Trato gastrointestinal
Urina

Fezes

Imediatamente (nao refrigerar)
Imediatamente (nao refrigerar)

Imediatamente (nao refrigerar)

30 minutos

30 minutos de ou até 12 horas
(meio de transporte)

30 minutos (ndo refrigerar)

30 minutos
1 hora
1 hora ou refrigerada até 24 horas

12 horas se em meio de transporte

Tubo seco estéril
Tubo seco estéril

Tubo seco estéril ou meio semi-solido (Stuart,
Amies)

Meio de transporte apropriado Evitar o transporte
em seringa com agulha

Meio de transporte apropriado

Frascos com meios de cultura para rotina manual
ou automatizada

Tubo seco estéril
Tubo seco estéril
Pote seco estéril

Cary Blair meio modificado para transporte de
fezes, com pH 8,4. Boa recuperagdao também
para Vibrio sp e Campylobacter sp

CRITERIOS DE REJEICAO PARA AMOSTRAS CLINICAS

O recebimento criterioso das amostras clinicas pelo laboratério de microbiologia garante uma melhor
correlacgdo clinico/laboratorial.

O microbiologista ou responsavel pela rotina devera verificar se a amostra estd apropriadamente

identificada, se a quantidade de material é suficiente e observar o aspecto da amostra - purulento,
limpido, hemorragico, etc.
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Principais erros de identificagdao

= Discrepancia entre a identificacdo da amostra e o pedido médico.
*= Falta de identificagdo da amostra.

= Origem da amostra ou tipo de amostra nao identificada.

» Teste a ser realizado ndo especificado.

Amostras Inadequadas

» Material clinico recebido em solugdo de fixagdo (formalina).
= Ponta de cateter de Foley.

= Material conservado inadequadamente com relagdo a temperatura (urinas colhidas ha mais de 24
horas, que ficaram guardadas em geladeira, ou colhidas ha mais de duas horas, sem refrigeragao).

* Frascos ndo estéreis.

* Presenca de vazamentos, frascos quebrados ou sem tampa, com contaminagdo na superficie
externa.

= Mais de uma amostra de urina, fezes, escarro, ferida colhida no mesmo dia e da mesma origem.
= Swab Unico com multiplas requisicoes de testes microbioldgicos.
= Swab seco.

» Culturas para anaerodbios recebidas em condigcdes ndo apropriadas.

Amostras com as caracteristicas acima descritas sdo inadequadas e demandam um contato prévio
com o médico solicitante para melhores esclarecimentos.

Amostras nao recomendadas para o exame microbiolégico por fornecerem resultados
questionaveis

Amostra Procedimento

Swab de amostra de queimadura processar biopsia ou aspirado
Swab de Ulcera de decubito processar bidpsia ou aspirado
Swab de abscesso perirretal processar biopsia ou aspirado
Swab de lesdo de gangrena processar bidpsia ou aspirado
Swab de lesdo periodontal processar bidpsia ou aspirado
Swab de Ulcera varicosa processar biopsia ou aspirado
Vomito nao processar

Material de colostomia ndo processar

Ponta de cateter de Foley nao processar

Aspirado gastrico de recém-nascido ndo processar

INSTRUGOES PARA HEMOCULTURAS

TECNICAS DE COLETA

»= Colher antes da administragdo de antibidticos.
* Lavar as maos e seca-las.

= Remover os selos da tampa dos frascos de hemocultura e fazer assepsia prévia nas tampas com
alcool 70%.
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» Garrotear o braco do paciente e selecionar uma veia adequada. Esta area ndo devera mais ser
tocada com os dedos. Fazer a anti-sepsia com alcool 70% de forma circular e de dentro para fora.
Aplicar solugdo de iodo (tintura de iodo 1% a 2% ou PVPI 10%) também com movimentos
circulares e de dentro para fora. Para acdo adequada do iodo, deixar secar por um a dois minutos
antes de efetuar a coleta.

» Coletar a quantidade de sangue e o numero de amostras recomendados de acordo com as
orientacoOes descritas ou se discriminadas no pedido médico.

= Remover o iodo do brago do paciente com alcool 70% para evitar reacdo alérgica.

= Identificar cada frasco com todas as informacgdes padronizadas e enviar ao laboratério juntamente
com a solicitagdo médica devidamente preenchida.

Observagoes:

= N&o é recomendada a técnica de coleta através de cateteres ou canulas quando se podem utilizar
pungdes venosas.

= Puncles arteriais ndo trazem beneficios na recuperacdo dos microrganismos quando comparadas
com pungdes venosas.

= N&o se recomenda a troca de agulhas entre a pungao de coleta e distribuicdo do sangue no frasco
de hemocultura.

*» Método de coleta do sangue e o volume coletado influenciam diretamente no sucesso de
recuperacao de microrganismos e uma interpretacdo adequada dos resultados.

» Cada instituicdo devera ter suas normas de coleta particularizadas de acordo com o tipo de
sistema utilizado (manual x automatizado) e do tipo de paciente.

Fatores que influenciam diretamente os resultados de hemoculturas:

Volume de sangue coletado por frasco:

O volume ideal corresponde a 10% do volume total do frasco de coleta. Quanto maior o volume de
sangue inoculado no meio de cultura, por amostra, melhor recuperagdao do microrganismo,
respeitando-se a proporgao sangue/meio citada, pois o sangue em desproporgdo com o meio pode
inibir o crescimento de microrganismos. Frascos que possibilitem uma coleta de até 10 ml sdo os mais
indicados. Exemplo: frascos com 40 ml coletar de 4 ml a 5 ml de sangue. O anticoagulante
recomendado é o SPS (Polianetolsulfonato sodico).

Método de anti-sepsia:

A execucdo de técnica de anti-sepsia para reduzir os riscos de contaminagdo de hemocultura.
IDENTIFICAGCAO DOS FRASCOS E PEDIDO MEDICO

= Nome do paciente

= Hora e local da coleta

= Anotar uso de antibiéticos
*  Possivel diagndstico

TRANSPORTE

= Nunca refrigerar o frasco.
= Manter o frasco em temperatura ambiente e encaminhar o mais rapido possivel para o laboratorio.

NUMERO DE FRASCOS

» Devera ser considerado de acordo com a condicdo clinica do paciente.

= Um total de trés culturas em 24 horas costuma ser suficiente para descartar bacteremia ou
endocardite (Coletas acima de quatro amostras ndo trouxeram maior indice de recuperacdo
microbiana em diferentes trabalhos clinicos).

*» Dados recentes sugerem que o numero de frascos anaerdbios coletados deve ser adaptado de
acordo com a patologia.
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Adultos e Adolescentes

* Endocardite bacteriana aguda: coletar trés amostras de puncbes venosas diferentes (brago direito
e esquerdo), com intervalo de 15 a 30 minutos, 1 a 2 horas antes da antibioticoterapia

*» Endocardite bacteriana subaguda: coletar trés amostras, nas primeiras 24 horas, com intervalo
minimo de 15 minutos, com pungdes venosas diferentes. Colher, de preferéncia, as duas primeiras
antes do inicio da febre. Se, apos 24 horas de cultivo, ndo apresentarem crescimento bacteriano,
colher mais trés amostras.

» InfeccOes sistémicas e localizadas como sepsis aguda, meningite, osteomielite, artrite ou
pneumonia bacteriana aguda: coletar duas amostras de puncdes venosas diferentes, antes da
antibioticoterapia, com intervalos de cinco minutos entre as pungdes. Se possivel, 10 ml a 20 ml
por amostra.

= Bacteremia de origem indeterminada: coletar quatro a seis amostras de pungdes venosas
diferentes em 48 horas. Se, apos 24 horas de cultivo, ndo apresentarem crescimento bacteriano,
colher mais duas amostras.

» Paciente com picos febris requlares: coletar ndo mais que trés amostras antes do inicio da febre (1
hora); evitar o pico febril.

Criangas

= Coletar amostras com 0,5 ml a 3 ml.
* Duas culturas sdo recomendadas para diagndstico de bacteremias em recém-nascidos.

INSTRUGOES PARA PONTA DE CATETER INTRAVASCULAR

Cateteres intravenosos sdao importantes fontes de bacteremia e fungemia, bem como causadores de
complicagOes infecciosas no local da insercdo. Quando existe suspeita de colonizagdao no cateter, com
a possibilidade de evolugao para septicemia, a ponta do cateter deve ser cultivada.

TECNICAS DE RETIRADA DA PONTA DE CATETER

Cultura semi-quantitativa (Método de Maki) da ponta de cateter é importante para determinar a
relacdo entre colonizagdo do cateter e sepsis. O resultado obtido, entretanto, depende de técnicas de
retirada adequadas. Deve ser salientado que os mesmos cuidados de desinfecgao utilizados
na introducao do cateter devem ser adotados no momento da retirada. S3o eles:

= Fazer uma rigorosa anti-sepsia da pele ao redor do cateter com alcool 70%, seguida de uma
solugdo de iodo (tintura de iodo 1% a 2% ou PVPI 10%, que devera ser removida com alcool 70%
para evitar queimadura pelo iodo ou reacdo alérgica.

= Remover o cateter e, assepticamente, cortar 5 cm da parte mais distal, ou seja, a que estava mais
profundamente introduzida na pele. Nao usar tesouras embebidas em solugdes anti-sépticas.

» Colocar o pedago do cateter num frasco estéril, sem meio de cultura. O material deve ser
transportado imediatamente ao laboratério evitando sua excessiva secagem.

= A presenca de um nimero maior ou igual a 15 colonias de um Unico tipo de bactéria sugere que a
ponta de cateter pode estar sendo fonte de infecgdo.

= Cateteres aceitdveis para cultura semi-quantitativa: Central, CVP, Hickman, Broviac, periférico,
arterial, umbilical, alimentagdo parenteral e Swan-Ganz.

INSTRUCOES PARA PONTA DE SONDA VESICAL

Nao realizar cultura de ponta de sonda vesical, porque o crescimento bacteriano representa a flora da
uretra distal. Recomenda-se cultura de urina apds 48 horas da retirada da sonda na monitorizacédo de
processos infecciosos.

Uroculturas realizadas antes deste periodo podem fornecer resultados positivos sem que eles estejam,
necessariamente, associados a infecgao.
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INSTRUGOES PARA ESCARRO

Existem ocasides em que o paciente deve participar ativamente da coleta de material, como no caso
do escarro. A melhor coleta é feita sob a supervisdo direta da equipe de enfermagem ou do
fisioterapeuta.

Lembrar que este material ndo é considerado ideal para avaliagdo microbioldgica do trato respiratério.
Hemocultura, lavado brénquico ou aspirado transtraqueal podem fornecer resultados mais confiaveis.

= Orientar o paciente da importancia da coleta do escarro e ndo da saliva. As amostras de saliva sdo
impréprias para analise bacterioldgica, pois ndo representam o processo infeccioso.

*= Colher somente uma amostra por dia, se possivel o primeiro escarro da manhd, antes da ingestdo
de alimentos.

= Orientar o paciente para escovar os dentes, somente com &gua (ndo utilizar pasta dental) e
enxaguar a boca varias vezes, inclusive com gargarejos.

= Respirar fundo varias vezes e tossir profundamente, recolhendo a amostra em um frasco de boca
larga. Se o material obtido for escasso, coletar a amostra depois de nebulizagao.

= Encaminhar imediatamente ao laboratoério.

* Na suspeita de infeccdo por micobactérias ou fungos, coletar pelo menos trés amostras, em dias
consecutivos (somente uma amostra por dia).

* Em caso de pacientes com dificuldades para escarrar, esta amostra podera ser induzida por
inalagao ou ser realizada coleta por aspiragdo transtraqueal.

INSTRUCOES PARA SECRECAO TRAQUEAL

A coleta deste material é realizada em pacientes entubados, através de sonda de aspiragdo. Os
resultados microbiolégicos dessas amostras podem refletir colonizagdo local, sendo a interpretacdo
clinica extremamente complicada.

Como procedimento para diagndstico etiolégico de pneumonias hospitalares, ndo se recomenda esse
procedimento, que podera levar a condutas terapéuticas inadequadas.

INSTRUGOES PARA ASPIRADO TRANSTRAQUIAL (ATT)

O procedimento é realizado por equipe médica especializada. O material é obtido diretamente por
material transtraqueal, evitando-se contaminagdo com o trato respiratorio alto.

INSTRUGOES PARA LAVADO BRONCO-ALVEOLAR (BAL)

Utilizado para obtencgdo etioldgica das pneumonias associadas a ventilacgdo mecanica e em paciente
imunodeprimidos, sendo considerado o método mais fidedigno para investigacdo microbioldgica do
trato respiratorio inferior.

Os agentes etioldgicos da pneumonia estdo geralmente presentes em altas concentragdes nas
secrecdes pulmonares ( >10° - 10® UFC/ml). O valor de corte sugerido para distinguir colonizacdo de
infeccdo é de 10° UFC/ml. Este valor foi determinado por alguns estudos, podendo ocorrer variacdes.
O tempo do transporte da amostra € essencial, devendo estar em torno de 30 minutos, sendo o
maximo aceitavel de 1 a 2 horas. O material devera ser obtido antes das bidpsias de escovados para
se evitar excesso de sangue.

Este procedimento deve ser realizado por equipe médica especializada:

Colher as aliquotas em recipientes distintos:
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- A primeira aliquota deverd ser colocada em frasco identificado como primeira amostra
(utilizada para esfregacos microbioldgicos).

- Todas as outras amostras poderdo ser coletadas em um Unico frasco estéril (POOL). Somente
estas amostras deverdo ser utilizadas para a cultura quantitativa, evitando falsas contagens.

CULTURA PARA ANAEROBIOS DO TRATO RESPIRATORIO!

Coletar tecido pulmonar, aspirado transtraqueal, aspirado percutaneo, aspirado transcutaneo e lavado
bronquico via cateter protegido.

INSTRUGOES PARA SECRECAO DE OROFARINGE

A contaminagdo com saliva, que contém uma flora bacteriana variada, pode dificultar o
isolamento do verdadeiro agente infeccioso.

As amostras devem ser cultivadas para recuperacdo do Streptococcus pyogenes.

= Solicitar ao paciente que abra bem a boca.

= Usando abaixador de lingua e swab estéril, fazer esfregacos sobre as amigdalas e faringe
posterior, evitando tocar na lingua e na mucosa bucal.

* Procurar o material nas areas com hiperemia préximas aos pontos de supuragdo ou remover o pus
ou a placa, colhendo o material abaixo da mucosa.

= Coletar a amostra exatamente na area inflamada, evitando outros sitios na cavidade oral.
*= Colher dois swabs.

» Enviar imediatamente ao laboratério para evitar a excessiva secagem do material.

INSTRU(;f)ES PARA FLUIDOS ORGANICOS ESTEREIS
(Liquidos: Pleural, Ascitico, Biliar, de Articulacbes e outros)

* Proceder a anti-sepsia no sitio da pungdo com alcool 70% e com solucdo de iodo (tintura de iodo
1% a 2 % ou PVPI 10%), que devera ser removida apds o procedimento, com alcool de 70% para
evitar queimadura ou reacédo alérgica.

= Obter a amostra através de pungdo percutanea ou cirlrgica. Quanto maior o volume da amostra,
maior a probabilidade de isolamento do agente etioldgico. Coleta por procedimento médico.

* Encaminhar o liquido coletado em tubo seco e estéril ou inoculado diretamente nos frascos do
equipamento de automacao de hemoculturas.

*» Transportar imediatamente ao laboratéorio, com a orientacdo do tipo de cultura (aerdbia,
anaerdbia, fungos, micobactérias, etc.) necessariamente especificada no pedido médico.
LIQUOR

Procedimento realizado por equipe médica especializada.

= Recomenda-se jejum.

» Caso a coleta permita somente a disponibilidade de um tubo, o laboratério de microbiologia devera
ser o primeiro a manipula-lo. Caso haja coleta de dois ou mais tubos, o Laboratorio de
Microbiologia devera ficar com o tubo que contiver menos sangue.

= Ao transportar a amostra, nunca refrigerar.

» Transportar a amostra imediatamente ao laboratério, acompanhada de pedido médico
adequadamente preenchido, nos casos de paciente com idade critica.

= Os exames a serem realizados devem ser especificados e priorizados de acordo com o volume
coletado.
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INSTRUGOES PARA FERIDAS, ABSCESSOS E EXSUDATOS

O termo “secrecao de ferida” ndo é apropriado como informacdo da origem do material coletado. O
sitio anatémico especifico, bem como as informacdes adicionais (material de ferida superficial ou
profunda), sdo extremamente valiosos para o laboratério, auxiliando na interpretagdo dos resultados.

* As margens e superficie da lesdo devem ser descontaminadas com solugdo de povidine iodine
(PVPI) e soro fisiolégico (metade/metade).
* Proceder a limpeza com solugdo fisioldgica.

= Coletar o material purulento localizado na parte mais profunda da ferida, utilizando-se, de
preferéncia, aspirado com seringa e agulha. Quando a pungdao com agulha ndo for possivel, aspirar
0 material somente com seringa tipo insulina.

= Swabs (menos recomendados) serdo utilizados quando os procedimentos acima citados nao forem
possiveis. A escarificagdo das bordas apods anti-sepsia pode produzir material seroso que é
adequado para cultura.

Observacgoes:
= A descontaminacgdo da superficie das lesGes ou abscessos abertos, antes da coleta do material, é

critica para interpretacao do resultado.

= N&o coletar o pus emergente. O material das margens da lesdo e a parte mais profunda do sitio
escolhido sdo mais representativos e possuem maior viabilidade de microrganismos.

= A cultura de lesGes secas e crostas ndo é recomendada, a menos que a obtengdo de exsudato ndo
seja possivel.

* A coleta de ferida de queimadura deve ser realizada apds extensa limpeza e debridamento da
lesdo. Bidpsia da pele é a técnica mais recomendada.

CULTURA PARA ANAEROBIOS DE SECRECOES DE FERIDAS E ABSCESSOS

Aspirar o material com agulha e seringa apds descontaminacdo da superficie com PVPI a 10%,
deixando em contato com a superficie por um minuto. Quando o uso de agulha for contra-indicado,
aspirar o material com cateter plastico flexivel ou diretamente com seringa, sem agulha.

INSTRUGCOES PARA AMOSTRAS DE TECIDO SUBCUTANEO E AMOSTRAS DE PELE

A superficie da ferida de queimadura estara colonizada pela microbiota do prdprio paciente e/ ou pelos
microrganismos do meio ambiente em que se encontra. Quando a colonizacdo de bactérias for grande,
pode ocorrer infeccdo subcutanea, resultando numa bacteremia. Cultura somente da superficie pode
levar a erros e é desaconselhavel. Portanto, bidpsia de tecido profundo é o mais indicado.

Os microrganismos ndo ficam distribuidos somente na ferida queimada. Por isso, recomenda-se
coletar amostras de areas adjacentes da queimadura.

» Desinfetar a superficie com solucdo de iodo (tintura de iodo 1% a 2 % ou PVPI a 10%), que
devera ser removida com alcool 70% para evitar queimadura e reacdo alérgica. No caso de
pacientes queimados usar solucdo aquosa de PVPI a 10% e ou solugao fisioldgica.

= Deixar secar antes de coletar a amostra.

» Coletar amostra de puncdo de bidpsia (3 mm a 4 mm) para cultura.

CONSIDERAGOES PARA COLETA DE TECIDO SUBCUTANEO E AMOSTRAS DE TECIDO

Cultura Procedimento
Bactéria Aspirado ou amostra de bidpsia sdo preferiveis ao invés de swab
Anaerdbio N&do é comum para queimaduras, Ulceras, nédulos ou infecgoes

superficiais da pele; usado para mordeduras e traumas
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Fungo Usada para diagnosticar dermatofitos, leveduras, filamentos e fungos
dimorficos

Micobactéria Util no diagndstico de M. marimum, M. fortuitum e M. chelonei

INSTRUGCOES PARA BIOPSIA DA PELE

= Descontaminar a superficie com solucdo de iodo (tintura de iodo 1% a 2 % ou PVPI a 10%), que
devera ser removida com solugdo fisioldgica para evitar queimadura e reacdo alérgica.

= Procedimento médico, coletar 3 mm a 4 mm de amostra.

= Colocar num recipiente estéril, sem formalina, com meio de cultura liquido forne-cido pelo
laboratorio.

INSTRUGCOES PARA TECIDO OSSEO

= Obter amostra 6ssea através de bidpsia ou curetagem.
* Colocar num recipiente estéril contendo NaCl 0,85% estéril (solugdo fisioldgica).
= N3ao usar formalina.

INSTRUCOES PARA LESOES SUPERFICIAIS - coleta para fungos - micoldgico direto

= Limpar a superficie com agua destilada ou soro fisioldgico estéreis; nao utilizar iodo.
= Usando um bisturi, raspar as bordas da lesao.

= Amostra do couro cabeludo inclui cabelo, que é seletivamente coletado para exame.
= Amostra de unha - obter raspado e/ou material abaixo da unha.

Os materiais obtidos podem ser colocados em placa de Petri estéril e identificados separadamente
para cada sitio a ser investigado (por exemplo, unha da mao direita, raspado do pé esquerdo, raspado
da regiao plantar, etc.).

INSTRUGOES PARA SECRECAO DE OUVIDO

CONDUTO AUDITIVO EXTERNO E MEDIO (ATE A MEMBRANA TIMPANICA).
= Remover secrecdo superficial com um swab umedecido em salina estéril e com outro swab obter
material fazendo rotacdo no canal.

= Inserir ,em seguida, no meio de transporte (Stuart).
CONDUTO AUDITIVO INTERNO

* Membrana timpanica rompida: o médico deve proceder como no item anterior e com espéculo ou
cone de otoscopio coletar material com swab e em seguida inserir no meio de transporte. Com
outro swab, fazer esfregaco para coloragdao Gram.

* Membrana integra: usar seringa para puncionar a membrana ou sistema apropriado para
aspiracdo e coletor, que deverdo ser encaminhados imediata-mente ao laboratério para
processamento ou introduzir em meio de transporte para conservacdo e fazer lamina para
bacterioscopia.

INSTRUGOES PARA SECRECAO OCULAR
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As culturas deverdo ser coletadas antes da aplicacdo de antibidticos, solugdes, colirios ou outros
medicamentos.

Desprezar a secregdao purulenta superficial e, com swab colher o material da parte interna da
palpebra inferior.

Identificar corretamente a amostra e enviar imediatamente ao laboratdrio, evitando a excessiva
secagem do material.

INSTRUGOES PARA MATERIAL GENITAL

AMOSTRAS E SiTIOS GENITAIS PARA CULTURA

Nao indicados para o Cultivo de Indicados para o Cultivo de
Anaerdbios Anaerdbios
Endocérvix Placenta (origem de cesarea)
TRATO Vagina Enqometrlo
FEMININO Uretra Falépio de Trompa
Placenta Aspirado cervical
Vulva Ovario
externo feminino Genital Glandulas de Bartholin
Perineo
TRATO Uretra

MASCULINO Fluido prostatico

Fluido Seminal

Observacgoes:

A selecdo de materiais genitais, bem como sua coleta adequada, sdo fatores importantes na
interpretacdo das culturas deste tipo de material, uma vez que estes possuem uma quantidade
grande de microrganismos comensais.

Culturas vaginais de rotina ndo sao indicadas pelo motivo acima exposto.
Culturas anaerdbias sdo limitadas a certos materiais, conforme tabela anterior.

Muitos agentes de infeccdo genital em mulheres sdo limitados a certos sitios anatomicos, conforme
tabela a seqguir.

Nos casos de suspeita de infeccdo por Chlamydia trachomatis devera ser solicitado exame por
imunofluorescéncia ou por biologia molecular (PCR). Pode ocorrer associacdao entre infeccées por
Chlamydia trachomatis e Neisseria gonorrhoeae.

Material purulento, proveniente da glandula de Bartholin, podera ser obtido diretamente do ducto,
apo6s massagem digital ou colhida através de seringa.

Endométrio: este tipo de material € melhor coletado por curetagem. Recomenda-se o uso de
swabs protegidos para coleta via cérvix, para evitar contaminacdo com a flora vaginal.

DIP (Doenga Inflamatoria Pélvica):o material é coletado por técnica invasiva. O liquido peritoneal
pode ser coletado por aspiracdo do fundo de saco vaginal (culdocentese). Material retirado
diretamente dos ovarios ou trompas é coletado cirurgicamente.

Vulva: raspados, aspirados ou bidpsia ndo tém muito valor para cultura a ndo ser em casos de
suspeita de sifilis. Nos casos de suspeita de sifilis, a lesdo devera sofrer uma abrasdo cuidadosa
com gaze seca até que um fluido seroso comece a fluir, tomando cuidado para evitar
sangramento, o que acarreta interferéncia no exame em campo escuro. Apds o acumulo de fluido
seroso, colocar uma gota em uma lamina limpa e examinar imediatamente.

DIU (Dispositivo Intra-Uterino): deve ser removido pelo médico evitando-se contaminagdo cervical
ou vaginal. Coloque todo o DIU dentro de um recipiente estéril para ser transportado para o
laboratério.

Cultura semi-quantitativa para Mycoplasma hominis e Ureaplasma urealyticum podem ser
realizadas com kits comercializados. Consultar a bula para maiores informagdes. Infecgdes por
Chlamydia trachomatis: nao aceitar secrecdo vaginal para pesquisa de Chlamydia, uma vez que
este microrganismo ndo pode crescer nas células epiteliais escamosas da vagina Chlamydia sdo
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parasitas intracelulares obrigatérios do epitélio colunar do cérvix. Realizar coleta de material
endocervical, raspando-se o endocérvix para obter células e secrecdo. O swab devera ser
inoculado imediatamente em meio de transporte especial ou preparar as laminas para coloragdo
especial.

= Deteccdo de estreptococos do grupo “B” em mulheres: culturas cervicais ndo sdo aceitaveis e ndo
se devem utilizar espéculos. Sugere-se coleta com swab do intrdito vaginal e outro do orificio
anorretal. Os swabs devem ser colocados em meios de transporte.

» Secregdo prostatica: poderd ser coletada apdés massagem digital pelo reto, podendo ser
acompanhada de amostras de urina pré e pds-massagem. O material ejaculado também podera
ser submetido a analise.

* Na suspeita de Neisseria gonorrhoeae em mulheres, a cultura € o método de escolha, sendo o
material coletado do endocérvix. O encaminhamento deve ser feito em meio de transporte ou
plaqueado imediatamente.

SECRECAO CERVICAL E VAGINAL

Amostra a ser coletada Exames realizados Material necessario para coleta
SECRECAO VAGINAL Bacterioscopia . Swab seco para duas laminas
Cultura para fungo/aerobio Swab com meio de transporte
Bacterioscopia Swab seco para duas laminas
= Cultura para micoplasma e ureaplasma Meio de transporte especifico
SECRECAO . . o
PCR para Chlamydia Meio de transporte especifico
ENDOCERVICAL . =
PCR para HPV Meio de transporte especifico

Preparo da paciente

Recomenda-se:

= Nao estar menstruada

=  Evitar ducha e cremes vaginais na véspera da coleta
= Trés dias de abstinéncia sexual

Coleta Vaginal

* Inserir um espéculo (sem lubrificante; usar agua morna) na vagina.

= Retirar o excesso de muco cervical com swab de algodao.

= Inserir os swabs indicados, rodar por alguns segundos sobre o fundo do saco, retirar e voltar aos
meios indicados no kit:

- Swab seco: realizar as laminas para bacterioscopia da secregdo fresca.
- Swab do meio de transporte para cultura aerébia/fungos.

Coleta endocervical

» Inserir um espéculo (sem lubrificante) na vagina e retirar o excesso de muco cervical com swab de
algodao.

» Inserir os swabs indicados no canal endocervical até a ponta do swab ndo ser mais visivel, rodar
por alguns segundos, retirar evitando o contato com a parede vaginal, e voltar aos meios
indicados no kit:

- Swab seco: realizar as laminas para bacterioscopia da secrecdo fresca.

- Swab seco: Mycoplasma/Ureaplasma - mergulhar o swab dentro da solucdo do tubo fornecido
e agitar. Remover o swab e identificar o tubo.

- Swab do meio de transporte especifico para Chlamydia trachomatis - mergulhar o swab dentro
da solugdo do tubo fornecido e agitar vigorosamente.

= Comprimir o swab contra a parede do tubo. Qualquer excesso de muco deve ser retirado da
amostra.

= Remover o swab e identificar o tubo.
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Cultura para anaerébios do trato genital feminino

» Descontaminar o canal cervical com swab embebido de PVPI aquoso a 10%.
= Coletar amostra do trato genital superior de forma a obter material celular da parede uterina.

Amostras coletadas por laparoscopia, culdocenteses ou cirurgia, também sado apropriadas para cultura
de anaerdbios.

Cultura de dispositivo intra-uterino (DIU) tem valor estratégico para cultivo anaerdbio de Actinomyces
sp.

SECRECAO URETRAL
A rapidez na entrega da amostra ao laboratério depende do sucesso da cultura.

N. gonorrhoeae é uma bactéria muito sensivel e pode morrer rapidamente se ndo for semeada
imediatamente apds a coleta.
= Desprezar as primeiras gotas da secrecao.

» Coletar a secrecdo purulenta, de preferéncia pela manhd, antes da primeira miccdao ou ha pelo
menos duas horas ou mais, sem ter urinado.

»= Coletar com alca bacterioldgica descartavel ou swab estéril fino.

= Colocar a amostra em meio de transporte e realizar as laminas para bacterioscopia da secregdo
fresca.

= Encaminhar imediatamente para o laboratério.
Em pacientes assintomaticos, deve-se coletar a amostra através de massagem prostatica ou com
pequeno swab inserido alguns centimetros na uretra.

INSTRUCOES PARA SECRECAO ANAL

= Inserir o swab cerca de 1 cm do canal anal e fazer movimentos de lado a lado para coletar
material das criptas anais.

= Colocar a amostra em meio de transporte e enviar o swab imediatamente ao laboratoério.

CONSIDERACOES PARA COLETA DE SECRECOES DO TRATO ANO-GENITAL

Cultura Amostra recomendada

Bactéria Fluido prostatico, cervical, vaginal

Fungo Anal, vaginal ou cervical

Anaerdbio Aspirado do epididimo, fluido amnidtico, fluido de abscesso
Trichomonas vaginalis Vaginal, fluido prostatico

Nisseria gonorrhoeae Cervical, uretral, anal

Chlamydia trachomatis Raspado uretral ou cervical

Treponema pallidium Lesao genital

Obs.: lesGes secundarias de sifilis sdo mais comumente encontradas
em membranas mucosas e pele (incluindo palmas da mao e solas do
pé); mas qualquer parte do corpo pode ser afetada.

Haemophilus ducreyi Ulcera da &rea perianal e genitalia e nddulo inguinal

Mycoplasma hominis Canal endocervical e uretra
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INSTRUCOES PARA FEZES

Devem ser coletadas no inicio ou fase aguda da doenca, quando os patdgenos estdo usualmente
presentes em maior nimero e, preferencialmente, antes da antibioticoterapia.

= Coletar as fezes e colocar em um frasco contendo o meio para transporte (Cary Blair ou salina
glicerinada tamponada), fornecido pelo laboratério, em quantidade equivalente a uma colher de
sobremesa. Preferir sempre as porgdes mucosas e sanguinolentas.

= Fechar bem o frasco e agitar o material.

= Se a amostra ndo for entregue no laboratério em uma hora, conservar em geladeira a 4°C, no
maximo por um periodo de 12 horas. Marcar o horario da coleta.

SwAB RETAL

» Usar swab de algoddo, certificando-se de que a ponta da haste que suporta o algoddo estd bem
revestida.

* Umedecer o swab em salina estéril (ndo usar gel lubrificante) e inserir no esfincter retal, fazendo
movimentos rotatdrios.

= Ao retirar, certifique-se que existe coloracdo fecal no algoddo. O nimero de swabs depende das
investigacOes solicitadas.

= Identificar a amostra e enviar ao laboratdrio no intervalo de 30 minutos ou utilizar o meio de
transporte fornecido.

INSTRUGOES PARA URINA

A coleta deve ser feita pela manhd, preferencialmente da primeira micgdo do dia, ou entdo apds
retencdo vesical de duas a trés horas.

CRIANGAS
Assepsia rigorosa prévia dos genitais com agua e sabdo neutro, e posterior secagem com gaze estéril.
Modo de coleta:

O Ideal é jato intermedidrio (jato médio) espontdneo. Bem indicado em criancas que urinam sob
comando, usado também em lactentes. Em lactentes em que ndo se consegue coletar através do jato
médio, pode-se usar o saco coletor de urina, porém a troca deve ser realizada de 30 em 30 minutos e,
ao trocar o coletor, refazer a assepsia. Em casos especiais (RN, lactentes de baixo peso, resultados
repetidamente duvidosos) indicar pungdo vesical suprapubica, que devera ser realizada por médico.

ADULTOS SEXO FEMININO

A coleta de amostras do sexo feminino deve ser supervisionada pessoalmente por uma enfermeira ou
auxiliar treinada. O processamento laboratorial deve ser feito dentro de duas horas. Caso ndo seja
possivel, as amostras deverdo ser refrigeradas a 4°C até o momento da semeadura (no maximo de 24
horas).

= Remover toda a roupa da cintura para baixo e sentar no vaso sanitario.

= Separar as pernas tanto quanto for possivel.

» Afastar os grandes labios com uma das maos e continuar assim enquanto fizer a higiene e coleta
do material.

= Usar uma gaze embebida em sabdo neutro, lavar de frente para tras e certificar-se que esta
limpando por entre as dobras da pele, o melhor possivel.

= Enxaguar com uma gaze umedecida, sempre no sentido de frente para tras.

* Continuar afastando os grandes labios para urinar. O primeiro jato de urina deve ser desprezado
no vaso sanitario. Colher o jato médio urinario no frasco fornecido pela enfermagem (um pouco
mais da metade do frasco). Evite encher o frasco.
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= Fechar bem o frasco e caso haja algum respingo na parte externa do frasco, lave-o e enxugue-o.
ADULTOS SEXO MASCULINO

A coleta deve ser feita pela manhd, preferencialmente da primeira micgdo do dia, ou entdo apds
retengdo vesical de duas a trés horas.

Pacientes cateterizados com sistema de drenagem fechada:

= Colher a urina puncionando-se o cateter na proximidade da juncdao com o tubo de drenagem.
* Nao colher a urina da bolsa coletora.
= No pedido laboratorial devera constar que o paciente esta cateterizado.

Observacgao:

Nao aceitar, sem excegdo, as coletas de 24 horas dos materiais clinicos para cultura, particularmente
de urina para o isolamento de micobactérias, devido a possivel contaminagdo do material.

INSTRUCOES PARA ANAEROBIOS

Anaerdbios podem estar envolvidos em infecgdes nas mais diversas partes do organismo humano. A
coleta deve ser feita evitando-se contaminagdo com a flora normal enddgena. Na solicitagdo médica
deve constar também cultura para germes aerdbios. A boa comunicagdo entre o corpo clinico e o
laboratério com o fornecimento de informagbes como impressdo clinica, estado do paciente ou
suspeita de organismo incomum assegura o sucesso da cultura anaerdbia.

Sempre que possivel, mediante uma solicitacdo de cultura para anaerdbios, a amostra deve ser
coletada através de aspirado com agulha e seringa ou através de fragmentos do tecido infectado.

A coleta com swab é a menos recomendada pelas seguintes razdes:

= Material pode ser facilmente contaminado com organismos presentes na pele ou na superficie
mucosa.

= Os anaerobios ficardo expostos ao oxigénio ambiente.

» Material estd sujeito a secagem excessiva.

= A quantidade de material encaminhada é relativamente pequena.

*» Sdo menos satisfatorios que os aspirados para preparacdo de esfregacos utilizados na analise
microscépica, assim como para exame direto macroscépico (granulos de enxofre - tipico em
actinomicose).

O uso de swab com meio de transporte especifico devera ser utilizado como Ultima opgao.

AVALIACAO DAS AMOSTRAS PARA CULTURA DE ANAEROBIOS

Sitio Amostra Aceitavel Amostra Inaceitavel
- Aspirado do abscesso coletado com - Swab de orofaringe e nasofaringe
CABECA E PESCOCO agulha e seringa apds descontaminacéo  _  gwab gengival
da superficie

. . . . - Material superficial coletado com
- Material de biopsia coletado por cirurgia swab

- Swab obtido por cirurgia quando for
impraticavel a aspiracao

-  Aspirado transtraqueal - Escarro expectorado
PULMAO - Material obtido de pungao pulmonar - Escarro induzido
percutanea -  Aspirado endotraqueal Material
- Material de bidpsia obtido broncoscépico ndo coletado
cirurgicamente adequadamente

- Amostra broncoscopica obtida com
cateter “double-lumen”evitando
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contaminagao

Aspirado de abscesso obtido com

Material de bidpsia obtido por cirurgia

Fluido peritoneal obtido com agulha e

Aspirado de abscesso obtido com

Material de bidpsia obtido por cirurgia

SNC - Liquor
agulha e seringa
ABDOMEN seringa
agulha e seringa
- Bile
TRATO - Aspirado suprapubico
URINARIO

TRATO GENITAL
FEMININO

OSSOSE _
ARTICULACOES

TECIDOS MOLES

ESTOMAGO E
INTESTINO
DELGADO

INTESTINO GROSSO

Material de laparoscopia

Aspirado endometrial obtido por sucgao
ou curetagem apos descontaminagao

Material de bidpsia obtido por cirurgia

DIU (Dispositivo intrauterino), somente
para Actinomyces sp

Aspirado obtido com agulha e seringa
Material de bidpsia obtido por cirurgia

Aspirado obtido com agulha e seringa
Material de bidpsia obtido por cirurgia

Aspirado do trato sinusal obtido com
cateter plastico

Aspirado profundo de ferida aberta
obtido ap6s descontaminacgéo da pele

Somente na Sindrome de Alga Cega ou
Sindrome de Ma Absorgao

Somente para cultura ou pesquisa de
toxinas quando houver suspeita de C.
difficile ou C. botulinum

Swab aerdbio

Swab aerdbio

Urina Urina de cateter

Swab vaginal ou cervical

Material de superficie coletado
com Swab

Material de superficie coletado da
pele ou bordos da ferida

Material coletado com Swab

TEMPO DE TRANSPORTE X VOLUME DE AMOSTRA E/OU METODO COLETADO

Amostra

Aspirados:
- inferior a 1ml
- superior a 1m

Meio de transporte anaerdbio

Tecido ou material de bidpsia
- recipiente estéril
- meio de transporte ou bolsa anaerdbia

Swabs anaerdbios
- em tubo com atmosfera anaerdbia
- em meio de transporte anaerdbio

Tempo 6timo para transporte ao laboratoério

- 15 minutos - temperatura ambiente
- 30 minutos — temperatura ambiente

- 2 horas - temperatura ambiente

- 30 minutos — temperatura ambiente
- 2 horas - temperatura ambiente

- 1 hora - temperatura ambiente
- 2 horas - temperatura ambiente
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3. MICROSCOPIA E COLORACAO

DIRETO SEM COLORAGCAO

SALINA

Material
- Salina (soro -
fisioldgico - 0,85%
de cloreto de
sodio)
- Lamina
- Laminula

HipROXIDO DE POTASSIO

Material

- Hidréxido de -
Potassio em
solucdo aquosa a
10% ou 20%

- Lamina
- Laminula

EXAME EM CAMPO ESCURO

Material

- Microscopio com -
condensador de
campo escuro e,
quando possivel,
objetiva de 100X
com iris

- Lamina

- Laminula

- Salina

- Oleo de imers3o.

Indicacao

Permite observar a morfologia
bacteriana e avaliar a existéncia
de motilidade

Usada para pesquisa a fresco de
Trichomonas em secregoes,
fungos (leveduri-formes ou
filamentosos) e em diferentes
materiais, etc.

Indicacao

Usado para pesquisa de fungos
(leveduriformes e particularmente
filamentosos) em material
biolégico na presenga de muco,
restos celulares, pélos, unhas,
etc.

Facilita a microscopia por
dissolver a queratina e o muco,
destacando as estruturas
fungicas, quando presentes.

Indicacao

Para observar a motilidade de
bactérias dificilmente observadas
em microscopia direta com salina,
como €é o caso do Treponema
pallidum e da Leptospira sp

Pode ser usada também para
observar a motilidade do
Campylobacter sp e outras
bactérias
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Técnica

Gotejar a salina (uma gota) no centro
de uma Iamina de microscopia e nela

suspender uma col6énia ou uma algada
do material a ser investigado

Cobrir com uma laminula e examinar
a0 microscopio, com objetiva de 40X
ou 100X (dleo de imers&o)

Técnica

Colocar uma pequena amostra do
material a ser pesquisado no centro
da lamina

Suspender o material com uma a duas
gotas de KOH

Cobrir com laminula e aguardar 30
minutos ou

Aquecer ligeiramente a lamina para
acelerar o clareamento

Examinar com objetiva de 10X ou
40X, fechando o diafragma

As laminas poderdo ser colocadas em
camara Umida e, apos 24 horas,
realizar uma segunda leitura
microscépica

Técnica

Para o Treponema pallidum:

Atritar as bordas da lesdo suspeita
com um swab ou alca bacterioldgica

Colher o exsudato com a prépria alga
ou fazer um imprint com a lamina

Cobrir com a laminula (utilizar uma
gota de salina)

Realizar a pesquisa rapidamente

Para o Leptospira:

Utilizar a urina recém-emitida,
centrifugada e examinado o
sedimento

Em campo escuro, colocar 6leo de
imersao entre o condensador e a
parte inferior da ldmina (encostar o
condensador na lamina)

Observar com objetiva de 40X para
obter o foco

Avaliar as condigdes do material,

fazendo-se, a seguir, a bacterioscopia
por imersdo, com objetiva de 100X.



TINTA DA CHINA

Material
- Tinta da China -
(nanquim)
- Lamina
- Laminula

Indicagao

Principalmente para pesquisa de
criptococos em liquor ou outros
materiais, permitindo destacar a
capsula deste fungo contra um
fundo negro

Técnica

Suspender o sedimento do liquor ou
uma colénia do meio de cultura em
uma gota de tinta da China,
fazendo-se um filme bem delgado
entre a lamina e a laminula

- Observar com objetivas de 10X e
40X

- Caso esteja muito espesso,
adicionar uma pequena gota de
salina esterilizada na suspensao
para facilitar a observagao

- Erro comum: confundir linfécitos
com criptococos. A diferenciacéo &
feita através da observacdo do
nucleo refringente e gemulagdo do
fungo.

COLORACAO DE GRAM

A coloracdo de Gram ¢é usada para classificar bactérias com base no tamanho, morfologia celular e
comportamento diante dos corantes. No laboratério de microbiologia clinica é um teste adicional
rapido para o diagndstico de agentes infecciosos, sendo também utilizado para avaliar a qualidade da
amostra clinica analisada.

As interpretacdes dos esfregacos corados pelo Gram envolvem consideracdes relacionadas com as
caracteristicas da coloragdo, tamanho, forma e agrupamento das células. Estas caracteristicas podem
ser influenciadas por varios fatores, incluindo idade da cultura, o meio de cultivo utilizado, a atmosfera
de incubagdo e a presenca de substancias inibidoras.

N3o se pode deixar de destacar que a coloracdo de Gram somente serd um recurso rapido e util
quando for corretamente realizada (do ponto de vista técnico) e interpretada por profissionais
experientes.

UTILIZAGAO

* Para bacterioscopia da maioria dos materiais bioldgicos ou culturas de microrganismos em meios
solidos ou liquidos.

= Nas amostras analisadas de culturas jovens (<< 24h) de meio de cultura sem inibidores e
amostras clinicas recém-coletadas (sdo as que fornecem melhores resultados).

= Na verificagdao da morfologia bacteriana a partir de esfregagos de cultura em caldo.

EQUIPAMENTOS E MATERIAIS NECESSARIOS *

L] Laminas de vidro limpas e desengorduradas 7,5 L]
cm x 2,5 cm

Centrifuga e/ou citocentrifuga

L] Lata para descartar o material contaminado

. .
Tubos estéreis . .
L] Incinerador ou bico de Bunsen

=  Alca bacterioldgica p ~
¢ 9 . Oleo de imersao

L] Meio de cultura
=  Agitador tipo Vortex

L] Pipeta e ponteiras estéreis .
P P . Laminas de bisturi

. Luvas (quando necessario
(q ) =  Chapa com aquecimento brando para

. Cronémetro fixacao dos esfregacos (50°C)

= Salina estéril 0,85% =  Microscopio

L] Metanol ou etanol absoluto para fixagao
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* Observacao: Os materiais citados acima sdo opcionais, dependendo da amostra clinica coletada e
da rotina laboratorial.

ESFREGACOS

Os esfregagos devem ser preparados com um gradiente de espessura suficientemente denso para
facilitar a visualizagdo, mas, também, bastante esparso para revelar as caracteristicas do
agrupamento. Utilizar, de preferéncia, laminas limpas e novas (ndo oxidadas). Os melhores resultados
serdo obtidos se as mesmas permanecerem no alcool até o momento do uso.

Técnica para preparo do esfregaco:

» Identificar a lamina de maneira segura.

= Rolar toda a superficie do swab sobre a lamina para ndo destruir as células.
*» Fixar rapidamente na chama.

*» Quando material é escasso, demarcar a area do esfregaco.

* Proceder o método de coloracdo mais apropriado.

Material Clinico

- Rodar o swab suavemente pela ldmina limpa, evitando a destruicdo dos elementos
celulares e dos grupamentos

- Quando somente um swab for coletado, coloca-lo em um tubo estéril contendo uma
Amostra pequena quantidade de salina estéril (0,4 ml) e agitar (vortex)
coletada com . —
SER - Comprimir o swab contra as paredes do tubo e utiliza-lo para fazer o esfregaco. O
restante do material pode ser inoculado nos meios de cultura.

-  Observagao: materiais clinicos coletados com swab sdo menos recomendados para
cultura. Coletar, sempre que possivel, dois swabs: um sera utilizado para fazer o
esfregago e o outro para cultura.

- Materiais recebidos em seringas serdo transferidos para um tubo estéril e agitados
Aspirados, (vortex), quando necessario

exsudatos, etc. _  gglecionar a porcio mais purulenta ou mucosa com pipeta ou alca bacteriolégica

- Amostras muito espessas ou purulentas podem ser diluidas com uma gota de salina
estéril e espalhadas sobre uma grande area da lamina formando um esfregago delgado

- Com auxilio de alga bacteriolégica ou um palito de madeira, “pescar” uma porgao
purulenta do escarro que seja representativa

- Rolar esta porcao na parede do frasco para separar do material salivar

- Em seguida, colocar o material na extremidade de uma lamina limpa confeccionando
um esfregago delgado

- Quando a quantidade de saliva for grande e pequenas porgdes purulentas forem
visiveis, transferir a amostra para uma placa de Petri para facilitar a retirada do
material representativo

Escarro

- Alguns laboratérios utilizam a citocentrifuga (cytospin) para concentrar os liquidos
organicos e fazer os esfregagos. Este método tem sido utilizado para aumentar a
sensibilidade da coloragdao de Gram, diminuir o tempo de centrifugagao e agilizar o
resultado. Materiais aparentemente limpidos devem ser previamente centrifugados a
Liquor ou 2.000-5.000 rpm /15 minutos e o esfregaco feito a partir do sedimento
outros fluidos  _  Apgs a centrifugacdo, remover o sobrenadante com uma pipeta estéril, deixando,
organicos . .
- aproximadamente, 0,5 ml de sedimento
- Colocar uma gota do sedimento numa lamina limpa, sem espalhar e deixar secar

- Para aumentar a concentragao do fluido a ser examinado, adicionar uma segunda gota
na mesma area da ldmina, anteriormente utilizada

Urln,ad]_ato -  Homogeneizar bem o material e utilizar uma gota da amostra, sem centrifugacdo
médio

Biopsias ou - Colocar o material em uma placa de Petri estéril

fragmentos de  _  Tyjturar com auxilio de um bisturi

tecido ‘. . A . A
- Preparar os esfregacgos fazendo varios imprints numa lamina limpa, de preferéncia,

estéril
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Cultura em caldo

= Transferir uma a duas gotas para uma lamina limpa utilizando alga bacterioldgica ou pipeta;
= Espalhar suavemente o material a fim de obter um esfregago delgado.

Meio sdlido

» Utilizar uma gota de salina estéril em uma lamina limpa;

= Transferir uma pequena porcao da colénia com alca bacterioldgica;

=  Misturar suavemente para obter um esfregago levemente turvo e homogéneo.

= Observacdo: para evitar a formacgdo de aerosséis, nunca misturar o material vigorosamente.

Fixacdao do Esfregaco

Calor

Todo o esfregaco, antes de ser submetido a coloracdo, deverd estar seco (exposto ao ar), sendo
fixado com calor brando (50°C). A fixacdo excessiva e o superaquecimento irdo distorcer a morfologia
celular e a fixacdo insuficiente permitird a saida do material durante o processo de coloragdo. Deixar a
[damina esfriar antes de iniciar a coloracgéo.

Metanol ou Etanol

A fixacdo pelo metanol ou etanol também pode ser utilizada. Além de prevenir a lise das hemacias,
evita que os esfregagos, principalmente os de urina, desprendam-se no momento da coloragao. Deixar
o esfregaco secar numa superficie plana; apds, colocar uma a duas gotas de alcool (1min), drenando
0 excesso, sem lavar. Ndo aquecer a lamina antes da coloragdo.

PREPARO DO REAGENTE PARA A COLORAGCAO DE GRAM (MODIFICADO POR HUCKER)

Cristal-violeta - solugcao estoque:

Solugdo A -

Cristal-violeta 40 g
Alcool etilico a 95% 400 ml
Solugdo B -

Oxalato de aménio 16 g
Agua destilada 1600 ml

Validade das solugbes A e B: 1 ano em temperatura ambiente
Cristal-violeta - solugao de uso:

Solugao A 40 ml
Solugdo B 160 ml

= Misturar as duas solugdes.
= Deixar em repouso e filtrar apds 24 horas.

Lugol (mordente):

Iodo metalico 1g
Iodeto de potassio 29
Agua destilada 300 ml

Validade: seis meses em temperatura ambiente

= Misturar o iodo e o iodeto de potassio em um graal, até que estejam bem homogeneizados;
* Acrescentar agua lentamente para dissolugdo completa. Guardar em frasco de &mbar.

Precaugoes: a solucdo de iodo/iodeto de potassio é corrosiva. Evitar inalagdo, ingestdo ou contato
com a pele.
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Descolorantes:

élcool etilico a 95% - agente descolorante lento ou

Alcool etilico a 95% e acetona (v/v) - agente descolorante intermediario.

Exige maior habilidade por parte do operador para que ndo ocorra hiperdescoloracao.
Validade: um ano armazenado em frasco de ambar a temperatura ambiente.
Precaugoes: etanol e acetona sao inflamaveis.

Contracorante:

Solugdo de reserva -

safranina 5g
alcool etilico a 95% 500 ml

Solucao de trabalho -
solugao de reserva 10 ml
agua reagente 90 ml

Validade: um ano em temperatura ambiente ou fucsina basica a 0,1% ou 0,2% em agua reagente; e
seis meses em temperatura ambiente - frasco de ambar.

= Misturar suavemente até a dissolugdo.
COLORACAO

= Cobrir a area com a solucdo de cristal-violeta por cerca de um minuto.

= Decantar o cristal-violeta e lavar suavemente com a prépria solugdo de iodo ou agua da
torneira.(Obs.: lavagem excessiva nesta etapa pode causar a retirada do cristal violeta das células
Gram-positivas).

= Cobrir a area do esfregago com a solugdo de iodo durante cerca de um minuto.
= Descorar a ldmina com a mistura alcool-acetona (1:1), até que o solvente escorra incolor.

* Alternar com &gua corrente (jato fraco). O tempo usualmente utilizado nesta etapa é de cerca de
10 segundos. (Obs.: lavagem excessiva nesta etapa pode causar a retirada do cristal violeta das
células Gram-positivas, assim como, a pouca descoloracdo pode resultar em pouca retirada do
cristal violeta, ocasionando uma tonalidade azulada nas bactérias Gram-negativas).

= Cobrir o esfregaco com a solucdo de safranina (ou Fucsina basica 0.1% a 0.2%), por cerca de 30
segundos.

= Lavar com agua corrente.

= Deixar secar ao ar, em temperatura branda (50°C).
CoMO REPORTAR 0S RESULTADOS

As bactérias Gram-positivas retém o cristal-violeta e se apresentam com coloragdo violeta enquanto
as Gram-negativas sdo descoradas pelo alcool-acetona, sendo, portanto, coradas com o corante de
fundo (fucsina) e se apresentam roseas.

LEITURA DO GRAM

» Utilizando a objetiva de menor aumento (10X), fazer uma analise do esfregago como um todo,
avaliando:

- aqualidade da coloracao e a espessura do esfregaco;

- se o material clinico coletado é apropriado para cultura, observando a quantidade relativa de
leucocitos, hemacias, células epiteliais;

- a presenga de bactérias pertencentes a microbiota normal, indicando uma coleta inadequada
da amostra clinica;

- localizagdo e agrupamento bacteriano;

- filamentos, pseudo-hifas e leveduras.
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Passar para a objetiva de imersdo (100X) e examinar varias areas para melhor avaliacdo da
coloracdao e dos diferentes tipos de microrganismos presentes, principalmente perto de células
inflamatorias.

Sistema de Quantificagao

Células e Polimorfonucleares (PMN)
Média em 10 campos (10X de aumento) Microrganismos
Média em 15 a 20 campos (100 X aumento)

Neg. + ++ +++ + ++ +++ ++++

Neg. Raras Pouca Muitas Raros Poucos Muitos Numerosos

1-9 10-24 >>25 <<1 1-5 6-19 >>20

CAUsAS COMUNS DE ERRO

Precipitacdo do corante bb simula cocos Gram-positivos.

Uso de laminas que ndo tenham sido pré-limpas ou desengorduradas.
Espessura do esfregago PP pode corar irregularmente.
Superaquecimento na fixacdao pelo calor bb destruicao da morfologia.

A descoloragdo insuficiente com alcool-acetona permite a retencdo do cristal-violeta, o que
dificulta a observacdao de bactérias Gram-negativas. Por outro lado, esfregacos obtidos de culturas
velhas ou contendo numerosas bactérias mortas ou expostas a acdo de antibioticos apresentam
irregularidades na coloracdo. As bactérias Gram-positivas perdem a capacidadede de reter o
cristal-violeta, apresentando-se Gram-negativas; as Gram-negativas podem corar-semais
fracamente pela safranina, podendo simular a ocorréncia de infecgbes mistas (Gram-
positivas/Gram-negativas).

A discordancia de resultado entre o esfregago corado pelo Gram e a cultura pode estar relacionada
com a coleta ou meios de transportes e conservantes inadequados.

Um resultado positivo de Gram com cultura negativa pode sugerir contaminacao do corante,
presenca de agentes antimicrobianos na amostra do paciente ou falha no crescimento de
microrganismos devido as condicOes utilizadas (atmosfera, acdo seletiva dos meios de cultura,
etc.).

CONTROLE DE QUALIDADE

Verificar diariamente a aparéncia dos reagentes. Se a solucdo de cristal-violeta precipitar, refiltre
antes de usar. A evaporagao pode afetar a eficacia dos reagentes. Recomenda-seque as solugdes
de trabalho sejam trocadas regularmente, dependen-do da demanda.

Diariamente e quando novos reagentes forem preparados, corar, juntamente com os esfregagos
da rotina, laminas controles. Esfregacos de Escherichia coli (ATCC 25922) e Staphylococcus
epidermidis (ATCC 12228) ou Staphylococcus aureus (ATCC 25922) sdo preparados e fixados.
Resultados esperados:

- bacilos Gram-negativos, coloragdo rdsea.
- cocos Gram-positivos, coloragao violeta.

Sistema de revisao dos resultados do Gram:

- arevisdo didria de laminas de Gram, selecionadas pelo supervisor, pode ajudar a
determinar a necessidade de treinamento e adicionar informacgdes de relevancia clinica.

- comparar resultados da cultura com a leitura do Gram.

Fazer manutencdo preventiva e limpeza dos microscopios.

OUTRAS COLORAGOES
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ALBERT LAYBORN (CORINEBACTERIAS)

Solugao A

Azul-de-toluidina 0,15¢g
Verde-malaquita 0,20g
Acido acético glacial iml
Alcool 95 2ml
Agua destilada 100ml
Solugao B

Iodo 2g
Iodeto de potassio 3g
Agua destilada 300ml
Execugao

»  Corar trés minutos com solugdo A;

= Escorrer e, lavar com agua corrente, cobrir com solugdo B;

= ApoOs dois minutos, lavar com agua corrente rapidamente;

= Enxugar com papel de filtro e secar sem passar na chama.

= Observar o corpo bacteriano corado em verde e os granulos metacromaticos (castanho- escuro).

COLORACAO DE FLAGELOS ~-IMPREGNAGCAO PELO METODO DE RHODES

Mordente

Acido tanico, solucdo aquosa a 10% 10ml
All]men de potassio (solugdo aquosa saturada) 5ml
Oleo de anilina, solugdo saturada iml

= Dissolver, por agitacao, o precipitado que se forma.
= Completar com cloreto férrico, solugdoa 5%, 1ml.

Nitrato de prata amoniacal

» Dissolver 5g em 10ml de agua destilada.

= Separar 5ml e, ao restante, acrescentar, gota a gota, solucdo concentrada de amonio, agitando
sempre até formar-se um precipitado castanho que volta a se dissolver.

= Juntar gota a gota a solucdo inicial de nitrato de prata que se havia separado, até surgir leve
turvacao que persiste com a agitagao.

Execugao

*=  Preparar esfregaco;

*  Filtrar o mordente sobre o esfregaco e deixar trés a cinco minutos;

*= Lavar abundantemente com agua;

= Cobrir com o nitrato de prata amoniacal e aquecer suavemente até a emissao de vapores, por trés
a cinco minutos.

Resultado

Células em castanho-escuro e os flagelos mais claros em fundo ligeiramente granuloso.

COLORACAO DE ZIEHL-NEELSEN

Solugao de carbolfucsina

Fucsina basica 0,3g
Alcool etilico a 95% 10 ml
Cristais de fenol derretidos 5 ml

Agua destilada 95 ml

= Dissolver a fucsina basica no alcool e o fenol na agua. Misturar as duas solucées.
= Deixar repousar por varios dias antes de usar.
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Acido-alcool

Alcool etilico 97 ml
Acido cloridrico concentrado 3ml

Coloragao de fundo (azul-de-metileno)

Azul-de-metileno 0,3 ml
Agua destilada 100 ml
Execugao

* Cobrir a superficie da lamina com a solugdo de carbolfucsina.

= Aquecer a ldamina coberta com o corante, lentamente com auxilio de um bico de Bunsen, até a
emissdo de vapores, tomando o cuidado para ndo deixar ferver.

= Aquecer com calor baixo ou intermitente por um periodo de trés a cinco minutos.
*= Deixar a lamina esfriar.
= Lavar a lamina com agua corrente.

= Cobrir a lamina com solugdo de alcool - acido a 3% e descorar o esfregaco até que o corante ndo
drene mais da lamina.

= Lavar a lamina com agua corrente e esgotando todo residuo da mesma.
*= Cobrir a lamina com o corante de contraste (azul de metileno), por 20 a 30 segundos.
= Lavar a lamina com agua corrente e deixar secar naturalmente sem forgar com papel de filtro.

= Examinar o esfregago com objetiva de imersao no aumento de 100x.
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4. SEMEADURA EM MEIOS DE CULTURA

MATERIAL CLINICO E OS RESPECTIVOS MEIOS DE CULTURA E MICROSCOPIA

Meios de cultura para semeadura dos principais materiais clinicos e indicacdo de exames
microscopicos.

Material Meios De Cultura * Lamina
AC AS MC TIO Outro LJ SAB MYC
Abscesso profundo X X X uma
Ferida cutanea/cirdrgica X X X X X uma
Abscesso cerebral X X X X X X X duas
Abscesso pulmonar X X X X duas
Bidpsia X X X duas
Coprocultura (fezes) X SS nao
Liquido de Dialise X X X uma
Endométrio/ Amnidtico X X X uma
Escarro piogénicos X X duas
Escarro para Tuberculose X uma
Esperma/ Prostatico X X uma
Fistula/ Dreno X X nao
Ganglio X X X X X X duas
Lavado Brénquico (BAL) X X X X X uma
Liquor (LCR) X X X X X duas
Nasal/ Orofaringe X X nao
Osso (Biopsia / Aspirado) X X X uma
Ocular X X X duas
Orofaringe X X uma
Ouvido X X X uma
Peritonial/ Ascitico X X X X uma
Pleural X X X X duas
Ponta de cateter X ndo
Sangue/ Hemocultura X X uma
Uretral X X ™ uma
Urina CLED uma
Vaginal/ Endocervical X X X ™ uma

1. AC = &gar chocolate; AS = &gar sangue; MC = 4dgar Mac Conkey; TIO = caldo tioglicolato; L] = dgar Lowenstein
Jensen; SAB = agar Sabouraud; MYC = Mycosel; SS = agar Salmonella-Shigella; TM = &gar Thayer Martin
(opcional); CLED = agar CLED
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Cultura para fungos ou micobactérias

*= Para fungos: Sabouraud e Mycosel, ver orientacdo especifica para semeadura
= Para micobactérias: Lowenstein Jensen, materiais contaminados com flora devem ser previamente
descontaminados (escarro, urina, lavado bronquio-alveolar, fezes)

Coprocultura

= Recomendava-se semear em caldo enriquecedor do tipo Selenito, Tetrationato, etc., que tem valor
duvidoso, sendo atualmente indicado para pesquisa de portadores.

Escarro para tuberculose

= Deve ser conservado em geladeira ou tratado para descontaminacdo, antes de semear em
Lowenstein Jensen.

Lavado bronquico

= Homogeneizar o material em vortex;

» Centrifugar parte do material e fazer duas laminas com o sedimento;

= Se houver pedido de pesquisa de micobactérias e fungos, fazer quatro laminas;

* Semear 10 YL com alga descartavel ou calibrada e semear em Agar Chocolate para contagem de
colonias (1/100); )

= Diluir 1 ml da amostra em 9,0 ml de salina estéril, homogeneizar e semear 10 pyL em Agar
Chocolate para contagem de col6nias (1/1.000); .

= Semear desta mesma diluicdo com a alca de 1 uL em Agar Mac Conkey para contagem de col6nias
(1/10.000).

Liquido Céfalo Raquidiano (LCR)

= Centrifugar por 10 minutos/ 2.000 rpm (rotacdes por minuto), quando purulento, semear sem
centrifugar; .

= Semear em Agar Chocolate + Agar Sangue + Caldo Tioglicolato.

= Quando solicitado, pesquisar Criptococos, usando coloragdao com Tinta da China.

Ponta de cateter

= Cinco cm da ponta do cateter deve ser rolada 5 vezes sobre a placa de Agar Sangue, utilizando a
técnica semi-quantitativa de Maki.

= Quando enviado pedaco maior de cateter pode-se injetar 1 ml de salina cultivando separadamente
(ldmen); a superficie externa pode ser semeada pela técnica de Maki.

Hemoculturas positivas

=  Semear em Agar Chocolate e fazer bacterioscopia (Gram).
=  Frascos para micobactérias, fazer bacterioscopia (Ziehl).

Urina

» Dever ser semeada com alga calibrada de 10 pL em Agar CLED (Brolacin).

= Se houver pedido de bacterioscopia: colocar 10 yL da urina sobre uma Idmina nova e deixar secar,
corar pelo Gram, e verificar a presenca de bactérias.

*» Para diagndstico da tuberculose: deve ser guardada em geladeira ou descontaminada antes de
semear.

Secregao vaginal, endocervical, uretral e urina

= Fazer exame a fresco de secrecdo vaginal para pesquisa de Trichomonas;

= Centrifugar a urina para pesquisa de Trichomonas;

* Na cultura para Neisseria gonorrhoeae é suficiente Agar-Chocolate; para melhorar o isolamento,
semear material endocervical e uretral, utilizando o meio seletivo de Thayer Martin.

= Mycoplasma e Ureaplasma swab uretral ou endocervical, removendo previamente a secregdo e
colhendo as células da mucosa por rotacdo do swab no canal; usar meio de transporte especifico.

Para amostras solidas: biopsias, ganglios, amostras de tecidos, etc
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Fragmentar o material com um gral e pistilo de porcelana ou vidro estéreis contendo 1-2 ml de
salina estéril ou caldo BHI (Brain Heart Infusion) ou TSB (Tripticase Soy Broth);

Semear os fragmentos ou a porgdo liquida, e guardar o restante do material na geladeira para
eventual uso.

Estudos quantitativos sdo trabalhosos pois dependem de pesar o material sélido, tritura-lo, diluir em
volume definido de caldo (BHI, TSB ou Tioglicolato), bem como semear volume definido (10 ou 100mL
com pipeta calibrada, usando ponteira estéril). O calculo para a contagem de col6nias deve levar em
conta o numero de gramas de tecido usado e a diluicdo do caldo (UFC/grama de tecido).

Liquido de dialise

Recomenda-se fazer cultura quantitativa semeando-se como urina, com alga calibrada e contagem
de colonias, usando alca de 10 pL e liberando o resultado em UFC/ml (multiplicando por 100).
Paralelamente faz-se cultura qualitativa semeando 2 a 3 ml em 5 ml de caldo (TSB, BHI ou
Tioglicolato). No caso de cultura quantitativa negativa e qualitativa positiva, relatar: cultura
positiva para (nome da bactéria isolada), menor que 102 UFC/ml.

Casos especiais

No caso de secrecdao prostatica, em que o material é bastante escasso, e existe contaminacao
uretral, recomenda-se semear rapidamente apds a coleta com alca calibrada de 10 ml, e o
resultado deve-se relatar em UFC/mI (multiplicando o nimero de col6nias significativas do mesmo
agente por 100), como para uroculturas.

Para outros materiais escassos colhidos com swab em meio de transporte (material de vesiculas, swab
de cornea ou conjuntiva, uretral, etc.), pode-se semear diretamente o swab nos meios de cultura
indicados, ou tentar obter uma concentracdao do material do swab colocando-o em tubo estéril com 0,5
ml de salina estéril. Em seguida, agitar no vortex (mixer), centrifugar e utilizar o sedimento como
indculo, ou fazer esfregago para bacterioscopia.

Escolha de meios de cultura seletivos em relagdao ao agente

Agente Meio especifico de acordo com manuais de fabricantes

Bordetella pertussis

Brucella spp

Campylobacter jejuni
Corynebacterium diphtheriae
Legionella spp

Listeria monocytogenes
Mycoplasma/ureaplasma
Neisseria

Neisseria meningitidis

Vibrio spp

Obs: existem meios cromogénicos
especificos para diferentes patdogenos

Agar sangue Bordet-Gengou
Brucella agar
Campylobacter agar

Agar cisitina-telurito

Agar carvdo-extrato de levedura tamponado

Agar Listeria McBride

Transporte: Meio B10 Shepard Cultura: Meio A7 Shepard

Thayer Martin
Thayer Martin
TCBS

Salmonella spp. e S. typhi, E. coli O 157. Para algumas
espécies de Candida, Listeria monocytogenes, etc.

PROCEDIMENTOS PARA SEMEADURA EM MEIOS DE CULTURA

SEMEADURA QUALITATIVA

= Organizar as placas, pré-aquecidas em estufa (ideal para fastidiosos), ou a temperatura ambiente,

sobre a bancada conforme o material a ser semeado.

= Identificd-las com o nimero da amostra e iniciais do paciente.
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*= Separar as laminas correspondentes a cada exame, a serem preparadas e identifica-las.
= Homogenizar o material, quando liquido (urina, LCR, sangue, pleural, etc.).

= Escolher a porgao mais purulenta no caso de secregdes, ou no caso de fezes, a parte com sangue,
Muco ou pus.

= Os swabs deverdo ser rolados sobre os meios de cultura, seguindo a sequéncia dos mais ricos
para os mais seletivos (Agar Chocolate, Agar Sangue, Mac Conkey).

= Com material muito liquido (LCR, pleural ndo purulento) concentrar o material por centrifugacdo a
2.500 rpm (1500 g) por 10-15 minutos e semear o sedimento.

= Na semeadura de rotina pode-se utilizar placas com divisdes de dois e trés compartimentos para
racionalizagdao de gastos, mas seu uso exige maior habilidade na semeadura a fim de se obter
colonias isoladas. Ex.:

- hemocultura em placa triplice: Agar sangue, Agar chocolate e Agar Mac Conkey.

- secregdes em placa dupla: Agar sangue e Agar Mac Conkey, proceder uma semeadura que
permita o crescimento de colbnias isoladas, etc.

Técnica de Semeadura Qualitativa

A semeadura para cultivo qualitativo pode ser feito com o proprio swab (do meio de transporte), ou
amostra do material removida com alca (estéril) flambada e semeada de forma a obter um gradiente
decrescente de concentracdo do indculo, que permita o isolamento de todas as col6nias diferentes.
Recomenda-se que a semeadura e a leitura das placas sejam realizadas pelo mesmo profissional para
aprimorar a técnica de semeadura e isolamento de colbnias.

= Descarregar o material num canto da placa;

= Flambar a alga;

= Esfriar a alca em um canto do agar;

= Semear partindo da ponta da primeira semeadura.

= A cada mudanga de direcdo flambar a alca e esfria-la.

SEMEADURA QUANTITATIVA
Materiais indicados ou recomendados

= Urina

= BAL (lavado bronco alveolar)

= Aspirado traqueal

= Bidpsia de tecido

* Liquido de didlise

» Secregdo prostatica

= Cateter (técnica de Maki e outras)

Técnica de Semeadura Quantitativa

O cultivo quantitativo baseia-se na semeadura de um volume conhecido de material e a contagem do
numero de UFC (unidades formadoras de col6nia) obtidas apds incubagdo. Utilizam-se dois artificios
para o efeito de diluigdo do material:

= Uso de pequenos volumes: normalmente de 1, 10 ou 100 pL. O nimero de UFC obtido devera ser
multiplicado pelo fator de corregdo para 1 ml, relativo ao volume inoculado; 1.000, 100 ou 10,
respectivamente. Pode ser realizada utilizando-se volume de material definido por alga calibrada
ou pipeta com ponteira estéril.

= Técnicas dilucionais: costuma-se utilizar a diluicdo seriada do material em escala decimal, isto &,
1:10, 1:100, 1:1.000 ... O numero de UFC obtido devera ser multiplicado pelo fator de correcéo
para 1 ml, relativo a diluigao utilizada; 10, 100, 1.000 ..., respectivamente.

Procedimentos gerais
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= Homogeneizar o material com agitagdo manual em diferentes diregdes ou em vortex (mixer).

= Obter o volume definido pela técnica com o auxilio de uma pipeta com ponteira estéril ou alca
calibrada. No caso da alca, observar a integridade da pelicula formada até deposita-la na parte
superior da placa. Ainda com a alga, sem flambar até o final da semeadura, distribuir o material
em linha reta até a outra extremidade. Perpendicularmente, distribuir o material por toda a
superficie de maneira uniforme. Repetir o mesmo procedimento por 3 vezes, ou até que a
superficie da placa esteja seca, alterando a direcdo da estria (vide figura abaixo).

= Evitar o uso de placas Umidas e, apds semeada, ndo incubar caso haja umidade na superficie do
agar.

= Evitar o rompimento do agar, estriando o material suavemente.

* Uma suspensdo com 10° UFC/ml deve resultar em um tapete de colénias que cubra toda a
superficie do dgar de maneira uniforme, com col6nias confluentes.

a) Indéculo Inicial b) Espalhamento

INCUBACAO

A incubacao deve seguir alguns parametros determinados.

Atmosfera

* Para bactérias ndo exigentes em secregles, urina, fezes, etc. incubar em estufa em atmosfera

ambiente.

*» Para bactérias exigentes tais como: pneumococos, hemofilos e Neisserias ou fastidiosos incubar
em microaerofilia (Jarra com vela acesa de modo a obter 3-5% de CO,).

= Para Campylobacter é necessario tensdo de 5 a 10% de CO, e restricdo de O, sendo conveniente o
uso de geradores especificos.

= Para bactérias anaerdbias, incubar em sistema de anaerobiose estrita.

Temperatura

= 36°C +/- 1°C é a temperatura para a grande maioria das bactérias da rotina, incluindo os
anaerobios e micobactérias.

*» Fungos podem ser cultivados a 30°C ou 25 e 35°C.

\

= Temperatura a 42°C pode ser necessario para isolar espécies de Campylobacter, Acinetobacter
aumannii, e algumas espécies de Pseudomonas.

Umidade

* Bactérias fastidiosas e exigentes (neisserias patogénicas e hemofilos) crescem melhor se forem
incubadas num recipiente com tensdo de 5% de CO, com um chumaco de algodao embebido em
agua estéril.

Tempo

= Em geral a primeira leitura é realizada com 18 a 24 horas de incubagdo ou em casos de urgéncia
para iniciar a identificacdo e antibiograma, a partir de 6 horas é possivel visualizar crescimento de
algumas enterobactérias.

*= Para anaerdbios é recomendavel a primeira leitura com 48 a 72 horas de incubacéo.
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Para bactérias exigentes ou de crescimento lento o periodo de incubacdo pode ser bastante
prolongado: Micobactérias de 3 a 45 dias; Nocardia, 4 a 7 dias; Brucella 3 a 7 dias (hemoculturas
até 45 dias).

Leitura

Alguns aspectos sdao fundamentais na leitura inicial das placas para se estabelecer um diagndstico
presuntivo e direcionar o exame.

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS DAS COLONIAS

Tamanho

O tamanho das col6nias deverad ser considerado na placa como um todo, uma mesma cepa pode
formar col6nias de tamanhos variados em diferentes pontos da placa:

Puntiforme (<1 mm de didametro) - colonias muito pequenas, caracteristicas de bactérias mais
exigentes.

Pequena (até 2 mm de didmetro) - Shigella e Yersinia costumam crescer em MaC Conkey e
Salmonella-Shigella como col6nias pequenas e lactose negativa. Stenotrophomonas maltophilia,
Acinetobacter spp, Enterococcus spp, pneumococos, Streptococcus spp. Céndida spp e alguns
esfafilococos coagulase negativo também costumam formar colénias pequenas.

Média (até 3 mm de diametro) — Enterobactérias, ndo fermentadores e Estafilococos.

Grandes (mais de 4 mm de didmetro) - Bacillus spp, algumas enterobactérias como Klebsiella e
Enterobacter, o0 mesmo ocorre com nao fermentadores como Pseudomonas. Vale lembrar a
formagdo de véu, caracteristico do género Proteus, Comamonas e algumas cepas de
Pseudomonas.

Cor

A coloragdo dependera do meio de cultura utilizado.

Meios ndo diferenciais - pode-se identificar a coloragdo caracteristicas de alguns microrganismos:

S. aureus - amarelo

Micrococcus - amarelo

Serratia - avermelhado

Roseomonas - réseo

Pseudomonas - diferentes tons de verde e castanho
Enterococcus casseliflavus — amarelo

Meios diferenciais — a coloracdo da col6nia sofre interferéncia das reagdes que ocorrem com

substratos dos meios de cultura:

Utilizacao da lactose no Mac Conkey - vermelho

Utilizagdo da lactose no CLED - amarelo

Utilizacdo do manitol em Agar manitol salgado — amarelo

Producao de H,S no Hecktoen Enteric e Salmonella-Shigella - negro

Hemolise

Baseada na lise de hemécias contidas no Agar Sangue (5%)

Lise total - denominada beta-hemdlise, ocorre a formacdo de halo de transparéncia ao redor e/ou
sob a colonia: S. pyogenes, S. agalactiae, Listeria, S. aureus, S. haemolyticcus, Enterococcus.

Lise parcial - denominada alfa-hemodlise, ha formacdo de halo com coloracdo esverdeada: S.
viridans, S. pneumoniae, Enterococcus.

Auséncia de lise - definida como gama-hemodlise, meio de cultura inalterado: Enterococcus,
Estafilococos coagulase negativo.

Forma da colOnia

Redonda - E. coli, Klebsiella, Serratia, Stenotrophomonas, Acinetobacter, Estafilococos,
Estreptococos
Irregular - Pseudomonas, Proteus, Providencia, Morganella, Bacillus

mod III - 33



*  Producdo de véu - Proteus, Comamonas, Pseudomonas
= Filamentosas - fungos filamentosos

= Formando pontas, como estrelas - Cdndida

= Com depressao no centro - Pneumococo

= Cerebriforme - Pseudomonas stutzeri

= Elevada - Klebsiella, Bacillus

= Chata - Enterobacter, Pseudomonas

Consisténcia Cheiro

* Fridvel, quebradica - Moraxella = FEikenella corrodens - cheiro de cloro

= Mucdide - Klebsiella, Pseudomonas, =  Pseudomonas - cheiro adocicado
Bacillus = Anaerobios - cheiro fétido

= Seca - E. coli, Citrobacter, S. aureus
= Butirosa (manteiga) - Candida

Densidade

= Opaca: E. coli, Candida, S. aureus
= Brilhante: Stenotrophomonas, Pneumococo

AVALIACAO DO CRESCIMENTO E CONTAGEM
Cultura Quantitativa

= Avaliar a homogeneidade de crescimento pela placa

» Contar separadamente todas as col6nias diferentes, até 300 UFC

= Para a contagem deve-se marcar com uma caneta o verso de cada unidade contada, para evitar
que se conte duas vezes a mesma colbnia

= Contagens maiores devem ser determinadas por estimativa

- Dividir a placa em 4 ou 8 partes

- Observar a homogeneidade do crescimento e contar as partes que sejam mais
representativas do crescimento total

- Contar o numero de UFC da parte escolhida e multiplicar pelo total de partes
= Converter o nimero de UFC contadas em UFC/ml ou UFC/g, conforme o material analisado

Utilizar o fator de corregao:

do volume:
- 1 pL - multiplicar por 1.000
- 10pL — multiplicar por 100
- 100pL - multiplicar por 10

e/ou diluigao:
- diluigdo 1:10 - multiplicar por 10
- diluigdo 1:100 - multiplicar por 100
- diluigdo 1:1000 - multiplicar por 1000

Cultura Semi-quantitativa e Qualitativa

Para a maioria das culturas ndo se padroniza o volume do indculo e semeia-se o swab e/ou com a
alca, com a finalidade apenas de obter col6nias isoladas para posterior identificacdo (secregdes
cutaneo-mucosas, fezes, etc.).

Para estes materiais o objetivo pode ser encontrar um patdgeno especifico entre bactérias da
microbiota considerada normal na area de onde foi obtida a amostra clinica (S. pyogenes em
orofaringe, Salmonella e Shigella em fezes, N. gonorrhoeae em secregao uretral, etc). Outras vezes
deve-se relatar as bactérias potencialmente patogénicas e descrever a relacdo entre as col6nias
isoladas (predominio de..., presenca de... ou raras colonias de...) Ex: Cultura de ferida cirurgica =
predominio de S. aureus, presenca de P. aeruginosa e raras col6nias de E. coli, e ignorar raras
colonias de staphylococcus coagulase negativo, ou de estreptococos alfa hemoliticos, corineformes,
quando bactérias potencialmente patogénicas forem isoladas.
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5. IDENTIFICACAO

MEIOS DE CULTURA

O crescimento dos microrganismos nos diferentes meios de cultura utilizados fornece as primeiras
informagdes para a sua identificagdo. E importante conhecer o potencial de crescimento de cada meio
de cultura e adequar ao perfil bacteriano esperado para cada material.

= Agar sangue (AS) - meio rico e ndo seletivo, diferencial para a hemdlise, nele crescem a maioria
dos Gram negativo e Gram positivo, além de fungos filamentosos (bolores) e leveduras, exceto
algumas espécies de hemofilos e outros fastidiosos

» Agar chocolate (AC) - meio rico e ndo seletivo, permite o crescimento da grande maioria das
bactérias aerdbias e facultativas. Quando incubado em CO, da suporte também ao crescimento
dos microaerdfilos. Pode-se observar halos esverdeados com colbnias alfa- hemoliticas

] Agar Mac Conkey (MC) - meio seletivo para Gram negativo e diferencial para a utilizagdo de
lactose. Deve inibir o crescimento de microrganismos Gram positivo.

- Lactose positiva — coloragdao avermelhada
- Lactose negativa - coloracdo inalterada
- Como excecdo, eventualmente, podem crescer Enterococcus, Candida e Bacillus

» Agar Salmonela-Shigella (SS) - meio seletivo para Salmonela e Shigella e diferencial para a
utilizacdo de lactose (coloragdo rdsea) e produgdo de H2S (coloracdo negra)

] Agar Hecktoen Enteric (HE) - meio seletivo para Salmonela e Shigella e diferencial para a
utilizacao de lactose (coloracao alaranjada) e producdo de H2S (coloragao negra)

» Agar Thayer Martin Modificado (TMM) - meio seletivo pela adicdo de colistina, vancomicina e
nistatina inibe crescimento de enterobactérias, Gram positivos, fungos e algumas espécies de
Neisserias saprofitas. Enriquecido com a adicdo de complementos para a recuperacdo de M.
meningitidis e N. gonorrhoeae

COLORAGCAO DE GRAM

= Deve-se realizar a coloragdo de Gram para todas as col6nias crescidas em meios ndo seletivos
guando o aspecto deixar duvidas quanto a sua classificagao.

= Com uma agulha microbioldgica estéril, pegar pequena porcdo de uma coldnia isolada e passar
para uma lamina limpa e identificada.

= Para facilitar a leitura, pode-se homogeneizar o material com uma gota de solugdo salina estéril
em movimentos centrifugos.

= Aguardar para que seque e fixar rapidamente sobre a chama.

= Correlagdo entre as principais bactérias de importancia clinica e os tipos morfotinturiais:

GRAM POSITIVOS

Cadeias longas - estreptococos aerdbios e anaerdbios

Cocos Cachos - estafilococos e peptococos (anaerdbio).
Cachos e tétrades — Micrococcus, Stomatococcus, Aerococcus spp
Aos pares - Enterococcus

Coco-bacilo
(podem formar  Gram variavel - Gardnerella

cadeias curtas)
Em chama de vela - S. pneumoniae

Retos e curtos — Lactobacillus, Erisipelotrix, Listeria, Rhodococcus

mod III - 35



Ramificados - Nocardia, Streptomyces, Actinomyces,

Bacilos Propionibacterium (anaerobico)

Difteréides — Corynebacterium

Esporulados - Bacillus, Clostridium

GRAM NEGATIVOS

Cocos (visualizados Neisseria, Moraxella, Branhamella, Acinetobacter, Veillonella
aos pares) (anaerdbio)

Haemophillus (pleomérfico, ora coco-bacilo, ora bacilo), Brucella,
Bordetella, Pasteurella, Actinobacillus, Bacterdidesa
(anaerdbicos), Enterobactérias

Coco-bacilo

Curvos — Campylobacter, Helicobacter, Vibrio

Helicoidais — Arcobacter e Borrelia. Leptospira e Treponema (nao
Bacilos visiveis ao Gram)

Retos - Enterobactérias, ndo fermentadores
Extremidades afiladas — Fusobacterium (anaerdbio)

Extremidade bifurcada - Bifidobacterium (anaerdbio)

ESQUEMA GERAL DE IDENTIFICACAO BACTERIANA

CRESCIMENTO BACTERIANO

= Observar as caracteristicas das diferentes colonias crescidas em cada meio de cultura utilizado.
Lembrar que o tamanho das colénias de um mesmo agente pode ser variavel, conforme a
proximidade com outras col6nias.

=  Por exemplo, semeadura em Agar sangue (AS) e Mac Conkey (MC):

- Observar quantos tipos de col6nia cresceram em cada agar.

- As colbnias que cresceram somente em AS devem ser de microrganismo Gram positivo ou
mais exigente.

- Todas as colbnias presentes no MC, microrganismos Gram negativo, devem apresentar
correspondente no AS.

= A escolha dos meios utilizados para cada material deve estar relacionada aos agentes esperados.

Crescimento dos microrganismos nos principais meios de cultura utilizados na rotina

Mais provavel Agar Agar CLED Mac Salm.- Caldo
Chocolate Sangue Conkey Shigella TIO
Gram negativo, leveduras e enterococo + + + + + +
Gram positivo + + + neg neg +
Gram negativos exigentes + + neg neg neg neg
Haemophilus + neg neg neg neg neg
Anaerdbios neg neg neg neg neg + *

+ Meio da suporte ao crescimento
- Meio ndo da suporte ao crescimento
* Principalmente em coluna alta
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Optar entre o crescimento a ser valorizado e o que devera ser ignorado

*» Muitas vezes é impossivel definir o significado clinico de um isolado sem conhecer sua
identificagdo.

= Todo crescimento deve ser classificado como patdgeno em potencial ou mero contaminante. Para
tanto, deve-se reunir evidéncias microbioldgicas, clinicas e epidemioldgicas:
- Conhecer os principais patégenos esperados para cada material bioldgico
- Obter o maximo de informagdes sobre o quadro clinico apresentado

- Os componentes da microbiota residente (Micrococcus, Estafilococos coagulase negativo, S.
viridans...) apresentam menor valor preditivo positivo como agentes infecciosos, sendo de facil
interpretacdo na maioria dos casos. Entretanto, em condicdes especificas podem participar
como agentes patogénicos. Por exemplo:

v Duas ou mais hemoculturas periféricas com S. viridans podem ser consideradas como
possivel diagndstico de bacteremia por este agente, devendo ser investigada a possibilidade
de endocardite

- Observar se a cultura é pura ou se existem diferentes tipo de col6nias, neste caso, se ha
predominio de um tipo.

- As culturas puras apresentam maior valor preditivo positivo para diagndstico, especialmente
em sitios intensamente colonizados.

- Por exemplo: cultura pura de Pseudomonas aeruginosa ou Candida em coprocultura.
Entretanto, podem ocorrer também como contaminantes. Por exemplo: cultura pura de S.
viridans em swab de orofaringe

- Sempre que possivel, deve-se tracar um paralelo entre os achados da bacterioscopia direta
do material e o resultado da cultura, buscando:

v Valorizar achados de cultura - bacterioscopia com predominio de cocobacilos pleomérficos
em BAL e isolamento de Haemophillus em cultura, ainda que em baixas contagens por
dificuldades de crescimento

v Definir contaminantes - presenga de abundantes células epiteliais na bacterioscopia da
urina ndo centrifugada ou em escarro, denotando a contaminagao com a microbiota local

v' Detectar falhas nas condicdes de coleta e/ou processamento laboratorial e uso de
antimicrobianos— Bacterioscopia de liquor, liquido articular ou secrecdo conjuntival com
diplococos Gram negativo aos pares intracelulares e cultura negativa

v Caracterizacdo de infeccdo por anaerdbios - cultura negativa com bacterioscopia
revelando microrganismos com caracteristicas morfoldgicas de anaerébios

v' Quantificagdo - em culturas quantitativas os achados da bacterioscopia direta devem
coincidir com as contagens obtidas em cultura (urocultura, BAL, aspirado traqueal ...)

COLORACAO DE GRAM DAS COLONIAS ISOLADAS

= Sempre que utilizar meio ndo seletivo.

= Quando utilizar meios seletivos e desejar confirmar a concorddncia entre a classificagdo
morfotinturial e o meio utilizado.

= Para verificar a presenca de leveduras, neste caso o exame direto com salina é suficiente.
DIRECIONAMENTO DA IDENTIFICAGAO

= De acordo com o crescimento em meio seletivo e o resultado da bacterioscopia, seguir a rotina
especifica.
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6. MANUTENGCAO E ESTOQUE DE CULTURAS

MANUNTENGAO DAS CULTURAS

PREPARO DE CULTURAS

Uma vez obtida uma cultura satisfatéoria, a mesma deve ser mantida pura e viavel e para isso é
preciso:

- transferir periodicamente a cultura em um meio de cultura adequado;

- incubar até que a cultura atinja a fase estacionaria maxima de crescimento;

- e estocar em temperatura apropriada para impedir maior crescimento.

A cultura é preparada usualmente a partir de uma cutura anterior ou originalmente do estoque. Ao
cultivar a cultura desejada procura-se obter uma cultura que contenha somente o microrgansimo
desejado, um nuamero uniforme da populagdo, que seja viavel e que apresente resisténcia a condigGes
desfavoraveis. O sucesso no preparo da cultura estd também relacionado com o preparo e
esterilizagdo do meio de cultura, da inoculacdo e do tempo e temperatura de incubagao.

A temperatura de incubacdo geralmente é proxima da temperatura 6tima para aquela espécie. Tanto a
temperatura quanto o tempo de incubagdo sdo freqlientemente ajustadas de modo que a cultura
esteja pronta na hora em que ela for utilizada. Do contrario, a cultura deve ser esfriada para impedir
um desenvolvimento superior ao desejado.

As culturas podem preservadas em tubos e entdo tranferidas periodicamente para meios de preparo
recente. Os intervalos de tempo em que sdo feitas as transferéncias variam de acordo com o
microrganismo. Quando este procedimento é adotado na manutengdo de uma colegdo de culturas,
considerar o meio préprio de cada espécie, a temperatura adequada de armazenamento e o tempo de
tranferéncia.

Observar que a transferéncia frequente de uma cultura instavel pode levar a mudancas indesejaveis
nas suas caracteristicas.

PUREZA DAS CULTURAS

Para assegurar a pureza das culturas, estas devem ser obtidas periodicamente de uma cultura e
verificadas regularmente quanto a pureza.

Os métodos para avaliar a pureza da cultura variam com o tipo de cultura a ser testada.

= Exame microscépico: a contaminacdo é indicada pela aparéncia e pelo nimero elevado dos
mesmos.
= Semeadura em meio nutritivo: permite o crescimento de contaminantes.

» Testes bioquimicos: provas para presenga de substancias produzidas por contaminantes.
VIABILIDADE DA CULTURA

A viabilidade é avaliada pela taxa de crescimento e atividade metabdlica. A deterioracdo das culturas
pode resultar do manuseio incorreto, do cultivo inadequado, de transferéncias freqlientes por um
longo periodo, meio de cultura imprépio, mutagdo e ataque da bactéria por um bacteriéfago.

ESTOQUE DE CULTURAS

O estoque de culturas deve ser preparado de modo que as culturas sejam armazenadas e preservadas
por um longo periodo sem transferéncia. Tais culturas tendem a permanecerem estaveis e sdo

utilizadas como fonte de cultura caso a cultura ativa seja perdida e/ou deteriorada.

As culturas podem ser estocadas pelos seguintes métodos:
- liofilizagado (freeze drying)
- refrigeracdo em < - 50°C
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- refrigeragdo em nitrogénio liquido (-196°C)
- vedacdo com parafina ou camada de 6leo mineral em agar inclinado

ESTOQUE DE CULTURAS BACTERIANAS POR = 1 ANO

LIOFILIZACAO

A liofilizagdo é um método comum e reconhecido para preservacdo de microrganismo. E um método
denominado também de “freeze-drying”, cujo processo implica na estabilizacdo da cultura de modo a
ndo mais permitir atividade bioldgica ou reagdes quimicas. A cultura é primeiramente congelada e em
seguida a umidade presente é reduzida por sublimacdo (primeira etapa de dessecacdo) e por desor¢do
(segunda etapa de dessecacdo).

Para o processo de liofilizagao alguns fatores influenciam na recuperacdo e estabilidade da populagdo
do micoorganismo. Estes fatores sdo os seguintes:

*= Fase log, estacionaria e lag de um microrganismo especifico semeada em meio de cultura.
=  Propriedades fisico-quimicas do meio de cultura.

= Temperatura da fase de congelamento do microrganismo.

= A taxa de liofilizagdo e extensdao da remogao da umidade.

= O estoque de microrganismo liofilizado com relagdo a temperatura e exposicdo a umidade.
= Composicdo fisico-quimica do solvente e o periodo de hidratagdo.

Obter cepas comerciais e estoca-las conforme as instrugdes do fabricante.
CONSERVACAO EM BAIXA TEMPERATURA E EM NITROGENIO LiQUIDO

A facil disponibilidade de refrigeradores e de tanque de refrigeracdo com nitrogénio liquido
proporciona um outro meio de estoque de culturas. Este tipo de conservacdo tem sido
comprovadamente satisfatério e adotado também como uma alternativa para microrganismos que nao
podem ser mantidos liofilizados. Neste método, as células sdo congeladas junto com um agente
protetor como glicerol.

Preparo do meio de conservagao:

= Utilizar agar sangue de carneiro, sangue de coelho ou caldo soja tripticaseina (soybean-casein
digest) esterilizado contendo 15% de glicerol; o caldo soja tripticaseina pode ser estocado a 4°C
até 6 meses.

= Adicionar o meio em tubos estéreis que serdo utilizados para o estoque da cultura e identifica-los.

Inoculagao:

= A partir de uma cultura semeada em meio apropriado, preparar uma densa suspensdo de células e
agitar bem.

* Preparar um numero suficiente de tubos para estoque de cepas por um ano. Mantenha dois tubos
como estoque permanente.

» Resfriar a - 50°C ou abaixo. A - 50°C, as cepas podem ser mantidas por um ano. Ja & -70°C ou em
liquido de nitrogénio, as culturas podem ser mantidas indefinidamente. Via de regra, deve-se
substituir os ndo fastidiosos a cada 5 anos e os fastidiosos a cada 3 anos.

Recuperacgao das cepas estocadas:
= Retirar o tubo do refrigerador ou do tanque de refrigeracdo e descongelar em agua morna.

= Semear em meio sélido e ndo refrigerar novamente o tubo utilizado.

Modo alternativo

= Retirar o tubo e obter com a alga uma porgao congelada da suspensdo bacteriana

= Semear em meio solido e retornar o tubo ao refrigerador; as cepas devem ser semeadas duas
vezes antes de serem utilizadas como controles.

= Verificar anualmente a viabilidade da cultura.
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CONSERVACAO COM OLEO MINERAL

Muitas bactérias podem ser conservadas cobrindo-se o crescimento em agar inclinado com dleo
mineral estéril. O éleo deve cobrir completamente o meio alcancando 1 cm acima da extremidade do
bisel. A conservagdo nessas condices varia conforme a espécie, mas é geralmente possivel por varios
anos.

A recuperagdo da cepa se faz removendo com uma alga parte da cultura sob o dleo e semeando-a
para um meio recente.

ESTOQUE DE CULTURAS BACTERIANAS POR < 1 ANO

MEIOS COMERCIAIS

» Agar cistina-tripticase sem carboidrato para estafilococos, estreptococos e outros fastidiosos;
adicionar 1 ml de soro de cavalo estéril no meio.

= Meio com carne cozida sem glicose para anaerdbios e anaerodbios facultativos; armazenar em
temperatura ambiente.

» Agar soja tripticaseina para fastidiosos
» Agar sangue e &gar chocolate inclinado para estreptococos fatidiosos e Haemophilus spp;
armazenar até duas semanas.

INOCLULAGCAO

» Identificar os tubos.
= Inocular com uma cepa cultivada no respectivo meio.
= Incubar overnight, vedar e armazenar em temperatura ambiente ou 5°C.

RECUPERACJSO DAS CEPAS ESTOCADAS
= Retirar parte da cultura contida no tubo e semear em meio sdlido.
= Incubar overnight.

=  Preparar novos estoques o quanto necessario ou por 6 meses.

Alguns exemplos de exigéncias para a preservacao de algumas espécies de bactérias.

Bactéria Meio Intervalo Temperatura Temperatura
de incubagao de estocagem

Neisseria spp. Agar cistina-tripticase 1 més 35°C 35°C

Bacillus spp. Agar nutritivo 12 meses 28°C 10°C

Pseudomonas spp. Agar nutritivo 3 meses 28°C 10°C

Clostridium spp. Meio com carne cozida 6 meses ou mais 28°C ambiente

Mycobacterium spp. Agar glicerina 4 meses 30°C 10°C

ESTOQUE DE MICOBACTERIAS POR = 1 ANO

CONSERVAGAO EM BAIXA TEMPERATURA

* Semear a micobactéria em caldo Middlebrook e colocar em tubos indentificados.
= Ou supender a cultura em leite desnatado ou caldo brucella com 15% de glicerol.

= Para ambas alternativas, armazenar a -70°C.
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= Para recuperagao da cepa:
- descongelar rapidamente em banho-maria a 37°C.

- asuspensdo estoque pode ser descongelada e novamente refrigerada varias vezes sem perda
da viabilidade das células.

CONSERVACAO A 4°C

» Semear a espécie em agar inclinado a base de ovo.
= Armazenar a 4°C até 1 ano.

ESTOQUE DE MICOBACTERIAS POR < 6 MESES

= Semear a espécie em agar inclinado a base de ovo.
= Armazenar em temperatura ambiente no escuro até 6 meses.

ESTOQUE DE CULTURA DE FUNGOS POR = 1 ANO

CONSERVACAO DA CULTURA EM AGUA

E 0 método mais simples e confidvel:

= Adicionar 2 a 3 ml de agua esterilizada sobre esporos viadveis semeados em agar inclinado de
batata dextrose.

* Suspender cuidadosamente no proprio tubo a conidia sem machucar o meio de cultura.

= Remover a suspensédo e coloca-la em um tubo estéril.

* Fechar o tubo firmemente e identifica-lo adequadamente.

= Armazenar em temperatura ambiente; o microrganismo pode permanecer viavel por varios anos.
*= Para a recuperacdo da espécie:

- agitar bem o tubo e inocular uma gota em agar batata dextrose.
CONSERVAGAO COM OLEO MINERAL

*  Cubrir completamente a cultura semeada em agar inclinado de batata dextrose com 6leo mineral
estéril.

= Vedar o tubo firmemente e identifica-lo.
= Incubar em temperatura mabiente.

= Para a recuperacgao da cultura:
- passar na chama o tubo;
-  obter parte do crecimento com a alca estéril;
- escoar o 6leo;
- inoclular em caldo Sabouraud ou agar inclinado;
- incubar 30°C até o obter o crescimento da cultura.

CONSERVAGCAO EM BAIXA TEMPERATURA
= Congelar a -70°C esporos viaveis semeados em agar inclinado de batata dextrose; o tubo deve ser
de boa qualidade, sendao o mesmo pode quebrar.

= Para a recuperacgdo da cultura:

- retirar do refrigerador;
- Remover imediatamente parte do crescimento do agar;
- inocular em agar batata dextrose;

- retornar o tubo original (estoque) ao refrigerador; caso descongele, preparar uma nova
cultura.
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ESTOQUE DE CULTURA DE FUNGOS POR < 6 MESES

= Armazenar a 4°C cultura de esporos vidveis semeados em agar batata dextrose até seis meses; os
fastidiosos nessecitam ser transferidos para meio de preparo recente mais freqientemente.

*= Atengdo ao fato de que a transferéncia freqlente resulta em culturas atipicas e inativas.
COLECOES DE CULTURA

Em todo mundo ha organizagées que mantém culturas puras auténticas de microrganismos. Estas
estdo disponiveis para diversas finalidades e assim desempenham um papel fundamental para os
microbiologistas tanto nos servigos prestados quanto nas pesquisas experimentais.

Para informacGes sobre colegbes de cultura no mundo e os respectivos paises registrados no WDCM
(World Data Center for Microorganism), acessar — www.wdcm.nig.ac.jp/hpcc.html
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