GOVERNO FEDERAL

ik ED= hid= iiiis DRl lmm

UNIAO E RECONSTRUGCAO

Tipo do PROCEDIMENTO / ROTINA POP.UACAP.005 — Pagina 1/5
Documento
Titulo do MICROBIOLOGIA: IDENTIFICAGAO DE Emissdo: 04/09/2025 Préxima revisdo:
Documento BACTERIAS Versdo: 03 04/09/2027
1. OBJETIVO
e Descrever a técnica empregada na UACAP para identificar bactérias isoladas de
amostras clinicas.
2. MATERIAL

e Painéis Phoenix de ID (identificacdo) e de TSA (antibiograma);
e Caldo Phoenix ID;

e Caldo Phoenix TSA;

e Solugdo indicadora Phoenix TSA;

e Estacdo de inoculagao;

e Salina estéril;

e Lamina de microscopia;

e Coloragao de GRAM;

e Alca bacterioldgica estéril;

e BD Phoenix System (fabricado por Becton Dickinson and Company - Registro Anvisa:
10033430436);

e BD PhoenixSpec Nephelometer (fabricado por Becton Dickinson and Company).

3. DESCRICAO DOS PROCEDIMENTOS

3.1. Identificagdo prévia através do meio de cultura

e Agarsangue (AS) — meio rico e ndo seletivo, diferencial para a hemdlise, nele crescem
a maioria dos Gram-negativos e Gram-positivos, além de fungos filamentosos (bolores) e
leveduras. A hemdlise pode ser classificada em hemdlise beta (lise completa), hemdlise
alfa (lise parcial) e hemdélise gama (sem lise).

e Agar chocolate (AC) — meio rico e n3o seletivo, permite o crescimento da grande
maioria das bactérias aerdbias e facultativas. Quando incubado em CO, da suporte
também ao crescimento dos microaerdfilos. Podem-se observar halos esverdeados com
col6nias alfa-hemoliticas.

e Agar Cistina-Lactose-Eletrolito-Deficiente (CLED) — meio de cultura para o isolamento e
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3.2

3.3.

identificacdo de bactérias urinarias. Ele é projetado para distinguir entre bactérias coliformes e
ndo-coliformes em amostras de urina, promovendo o crescimento de patdgenos urindrios e
reduzindo a formacgao de swarming de espécies de Proteus spp..

e Agar MacConkey (MC) — meio seletivo para Gram-negativos e diferencial para a
utilizagdo de lactose. Lactose positiva — coloragdo rosa-avermelhada; Lactose negativa —
coloragdo inalterada. Deve inibir o crescimento de micro-organismos Gram-positivos.
Como excegao, eventualmente, podem crescer Enterococcus spp., Candida spp. e Bacillus

spp..

e Agar Salmonela-Shigella (SS) — meio seletivo para Salmonela spp. e Shigella spp. e
diferencial para a utilizacdo de lactose (coloracdo résea) e producdo de H;S (coloracao
negra).

Identificagcdo através da coloragdo de GRAM

12 Realizar a coloracdo de Gram para todas as colOnias crescidas em meios ndo seletivos
guando o aspecto deixar duvidas quanto a sua classificacado;

22 |dentificar uma ldamina de vidro com o numero do paciente e o tipo de amostra, e
pingar uma gota de salina estéril;

32 Pegar pequena porc¢ao de uma colénia com o auxilio de alca estéril, e depositar sobre
a gota de salina da lamina;

42 Homogeneizar o material com movimentos circulares;
52 Aguardar para que seque e fixar a lamina sobre a chama;

62 Prosseguir com a coloracdo de GRAM descrita no POP de preparo de laminas para
bacterioscopia (POP n° 017 da UACAP).

Identificacdo e antibiograma através da inoculagdo em painéis para automagao

0O método de inoculagdo dos painéis deve ser aplicado a todas as amostras.

3.3.1. Preparo do painel

12 Remover o painel da embalagem cuidadosamente tocando somente as laterais do
painel;

22 Colocar o painel na estacao de inoculacdao com as duas aberturas para cima;
- OBS: O painel deve ser inoculado em até 2 horas apds a remogao da embalagem;

32 |dentificar o painel em cima da etiqueta azul.
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3.3.2. Preparo do inéculo

1

10

Identificar o tubo ID como o numero de acesso e o nimero do isolado;

N
10

Usar técnicas assépticas e pingar colénias de mesma morfologia e isoladas com alga
estéril e ressuspender no tubo de identificacdo;

32 Fechar o tubo e homogeneizar com auxilio do vértex;
49 Esperar 10 segundos para as bolhas de ar subirem até a superficie do liquido;
52 Usar o Nefelometro para medir a turbidimetria (0,50 — 0,60). Em casos de dificil

turvacdo, realize o preparo do indculo com turbidez de 0,20 — 0,30. Essa suspensdo com
o indculo deve ser usada, no maximo, 60 minutos apds o preparo;

- OBS: O Nefelémetro deve ser calibrado trimestralmente no BD Phoenix Nephelometer
e/ou conforme indica¢do do fabricante (vide manual). E a leitura didria no nefeldmetro
deve ser realizada utilizando-se as quatro solucées fornecidas pelo fabricante.

3.3.3. Preparo do indculo padrio para antibiograma (TSA)
12 Identificar o tubo TSA com o numero de acesso e o numero do isolado;

22 Adicionar uma gota em queda livre do indicador TSA no tubo, que deve estar a
temperatura ambiente antes de ser usado;

w
10

Homogeneizar por inversdao manualmente;

D
10

Transferir 25 uL da suspensdo pronta do tubo ID para o tubo TSA;

(%)
10

Homogeneizar por inversdao manualmente;

- OBS: no caso de preparo da suspensao ID com turvagao de 0,20 - 0,30, deve-se transferir
50 uL da suspensdo pronta do tubo ID para o tubo TSA. A suspensdo do tubo TSA precisa
ser inoculada no painel em até 30 minutos apds o preparo.

3.3.4. Inoculagao das suspensdes ID e TSA no painel

12 Colocar os tubos ID e TSA na estacdo de inoculagdo e verter cada caldo em sua
respectiva cavidade de cada painel (ID a esquerda e TSA a direita);

22 Selar as cavidades apdés o completo preenchimento dos pogos com as tampas
plasticas em cada lado;

- OBS: Os painéis devem ser introduzidos no Phoenix em até 30 minutos apds serem
inoculados e selados;

32 Colocar os painéis na vertical na rack de transporte.
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3.3.5. Insergao dos painéis do Phoenix

12 Inserir a identificacdo do paciente e nimero de acesso na tela de registro da
amostra/entrada rapida do equipamento Phoenix;

22 Clicar no icone de cddigos de barra na grade de testes disponiveis e realizar a leitura
do cdédigo de barras do painel;

w
10

Salvar e inserir o painel no Phoenix.

3.3.6. Leitura

Aidentificacao e o antibiograma sao realizados pelo BD Phoenix e a leitura é realizada
através do sistema Epicenter, conforme guide line definida pela ANVISA.

3.4. Controle da qualidade
e Controle da qualidade interno:
12 Realizar mensalmente ou a cada troca de lote dos painéis de ID e TSA;

292 Utilizar como CQ as ATCC: E. faecalis 29212 e 51299, S. aureus 25923, P. aeruginosa
27853 e E. coli 25922 e 35218;

32 |nserir os painéis de ID/TSA de CQ no BD Phoenix através do registro de controle de
gualidade.

e Controle de qualidade externo: vide POP de controle externo de qualidade (POP. n°
054 da UACAP).
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