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1. OBJETIVO
e Descrever a técnica empregada na UACAP para processamento de amostras
destinadas a cultura no setor de Microbiologia.
2. MATERIAL

e Meios de cultura: BHI (Brain Heart Infusion), CLED (Cystine Lactose Electrolyte
Deficient), Sangue de carneiro 5%, MacConkey, Chocolate 5% com VITOX 2%, Mueller-
Hinton, Sabouraud, Salmonella-Shigella, Chromagar levedura, Caldo Tetrationato,
Swab com meio de transporte Stuart);

e Alcas calibradas estéreis de inoculagdo (1 pL e 10 uL);
e Swab estéril;

e Pinca estéril;

e Amostra bioldgica;

e Estufa de incubacao;

e Lamina de bisturi;

e Jarra e gerador de microaerofilia;

e Placa de Petri estéril;

e Hidréxido de sddio 4%.

3. DESCRICAO DOS PROCEDIMENTOS

3.1. Orientagao geral sobre semeadura em meios de culturas

12 Organizar as placas a temperatura ambiente, sobre a bancada conforme o material a
ser semeado;

22 |dentificar as placas com a etiqueta de identificacdo do paciente ou com o nimero
do paciente, as iniciais do nome e a data da semeadura;
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3.2

32 Homogeneizar o material quando liquido (urina, LCR, sangue, liquido pleural, ascitico,
aspirado traqueal, etc.);

49 Escolher a por¢do mais purulenta no caso de secre¢des, ou no caso de fezes, a parte
com sangue, muco ou pus;

52 Semear as amostras em meio sélido (placa com agar) através de volume definido pela
técnica com alca calibrada (observar a integridade da pelicula formada) ou por
gotejamento utilizando seringa com agulha, depositando a amostra na parte superior da
placa, e distribuir o material em linha reta até a outra extremidade. Em seguida,
perpendicularmente, distribuir o material por toda a superficie de maneira uniforme;

- OBS1: Os swabs deverdo ser rolados sobre os meios de cultura, seguindo a sequéncia
dos mais ricos para os mais seletivos;

- OBS2: O estriamento quaternario é realizado para obter um gradiente decrescente de
concentracdo do indculo. Essa técnica é realizada somente para reisolamento de micro-
organismo ou quando o volume semeado é abundante (liquidos por gotejamento).

. Técnica de semeadura por tipo de cultura

e Fungos ou micobactérias: estriar o material por toda superficie do dgar com swab ou
alca estéril. Para fungos semear em agar sabouraud e para micobactérias semear em
meio Ogawa.

- OBS: quando as amostras para a cultura de micobactérias estiverem contaminadas com
flora, devem ser previamente descontaminadas com Hidrdoxido de sddio 4% (escarro,
urina, aspirado gastrico, lavado bronco-alveolar, aspirado traqueal).

e Coprocultura: com auxilio de alca bacterioldgica de 10ul, pegar de 1 a 3 g da amostra
de fezes e inserir no tubo contendo caldo Tetrationado e homogeneizar vigorosamente.
Incubar a 35+1°C por 12 a 18 horas e depois semear em dagar SS por estriamento
guaterndrio.

e Lavado broncoalveolar: Homogeneizar o material antes da semeadura. Semear 1 uL
com alca calibrada em agar Sangue e agar MacConkey.

e Aspirado traqueal: Homogeneizar o material antes da semeadura. Semear 1 pL com
alca calibrada em agar Sangue e dgar MacConkey.

e Liquido Cefalorraquidiano (pode ser processado de duas formas):

» Inoculado diretamente no meio: colocar de 5 a 10 gotas da amostra em duas placas
com agar chocolate 5% suplementado e fazer o estriamento com alga estéril por toda a
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superficie. A incubacdo de um agar chocolate suplementado deve ser feito em jarra de
microaerofilia (colocar a placa dentro da jarra; tirar o lacre de uma unidade do gerador
de microaerofilia; despejar 15 mL de dgua sobre a unidade — se ndo tiver colocar uma vela
acesa; lacrar a jarra; incubar na estufa bacteriolégica) e a incubacdo do outro agar
chocolate 5% suplementado deve ser feita diretamente na estufa;

» Inoculado em frasco com meio para hemocultura: Inserir de 1 a 3 mL da amostra de
liguor em um frasco de hemocultura e em seguida incuba-lo no Bactec FX. Sendo esse o
meio mais eficaz para isolamento do agente patogénico.

- OBS: O liquor devera ser processado em até 2 horas, em temperatura ambiente.

e Ponta de cateter vascular central: rolar o segmento distal do cateter de 4 a 5 vezes
sobre a superficie de uma placa de agar-sangue e depois sobre a placa de agar
MacConkey, com auxilio de uma pinca estéril (método descrito por Maki).

e Hemoculturas positivas: Colocar de 3 a 5 gotas da amostra e estriar pela superficie
do agar sangue e MacConkey.

e Urina: utilizar alga calibrada de 1 pL e semear em Agar CLED e Agar MacConkey.

e Secregdo vaginal, endocervical e uretral: Utilizar swab ou a alca estéril para semear
em Agar Sangue e Agar MacConkey.

e Amostras sélidas (biopsias, ganglios, amostras de tecidos, etc.): Fragmentar o
material com uma lamina, inserir o fragmento em caldo BHI e acondicionar na estufa
(+/- 35°C) por 12-24 horas. Em seguida, semear a porcdo liquida em Agar Sangue e
Agar MacConkey.

e Swab Retal (Cultura de vigilancia): Adicionar um disco de ertapenem (10 pg) em um
tubo de caldo BHI com auxilio de uma pinc¢a estéril e inocular o swab retal dentro do
caldo. Cortar o excesso da haste do swab, fechar o tubo e incubar por 12 — 18 horas
em estufa a 362C +/-1C2. Em seguida semear a porgdo liquida em agar MacConkey
por esgotamento e aplicar sobre a superficie do meio ja semeado um disco de
ertapenem no inicio das estrias. Incubar por 24 horas e seguir com avaliagdo: as
colonias de bactérias da familia Enterobacterales que crescerem dentro do halo de
inibicdo do ertapenem (<=23 mm) deverdao ser identificadas pelo sistema BD
Phoenix/Epicenter. Para as bactérias ndo-fermentadoras da glicose, devera ser feito
um inéculo a 0,5 de MacFarland e semed-lo em um novo agar MacConkey por
esgotamento e aplicar sobre a superficie do meio ja semeado um disco de imipenem
e um de meropenem. Incubar por 24 horas e seguir com avaliacdo: as colonias que
crescerem dentro do halo de inibi¢cdo do imipenem (<=20 mm — Pseudomas spp. ou
<=21 mm — Acinetobacter spp.) e/ou dentro do halo de inibicdo do meropenem (<=14
mm — Pseudomas spp. ou <=15 mm — Acinetobacter spp.) deverdo ser identificadas
pelo sistema BD Phoenix/Epicenter.
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e Casos especiais: Para outros materiais escassos colhidos com swab em meio de
transporte (material de vesiculas, swab de cérnea ou conjuntiva, uretral, etc.), pode-
se semear diretamente o swab nos meios de cultura indicados, geralmente sao
utilizados agar sangue e dgar macConkey.

3.3. Incubagao
A incubacdo deve seguir alguns parametros determinados:
e Atmosfera:

» Para bactérias ndo exigentes em secregdes, 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 gerador de microaerofilia de modo a
obter 3-5% de CO,).

e Temperatura: 36°C +/- 1°C é a temperatura para a grande maioria das bactérias da
rotina. Fungos podem ser cultivados a 322C +/-2°C.

e Tempo: Em geral, a primeira leitura é realizada com 12 a 24 horas de incubagdo. Para
negativar cultura de bactérias a leitura é realizada com 48 horas de incubagao. Para
fungos filamentosos o tempo de incubacdo é em média 30 dias para negativar.

- OBS: A cultura para micobactérias é enviada para laboratério de apoio apds a
semeadura.

3.4. Leitura

Para leitura observar pureza, tamanho, cor e caracteristicas diferenciais (como
producdo de hemdlise, fermentacdo da lactose, producdo de H.S, entre outras) das unidades
formadoras de col6nias que cresceram nos meios de cultura.

e Avadliagdo do crescimento e contagem das culturas quantitativas

Converter o numero de UFC contadas em UFC/mL, conforme o material analisado,
utilizado o fator de correcao do volume:

» 1 uL—multiplicar por 1000
» 10 pL — multiplicar por 100

- OBS: em culturas semi-quantitativas e qualitativas ndo se padroniza o volume do inéculo
e semeia-se o swab e/ou o material mais representativo com a alca, com a finalidade
apenas de obter colGnias isoladas para posterior identificacdo (secrecdes
cutaneomucosas, fezes etc.).
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