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1. OBJETIVO

e Padronizar a metodologia para processamento de amostras respiratdrias destinadas
ao setor de microbiologia.
2. MATERIAL

e Meio agar sangue 5% e agar macconkey (cultura para bactérias);
e Meio agar Sabouraud (cultura para fungos);

e Alga bacterioldgica estéril calibrada;

e Swab estéril;

e Seringa estéril;

e Soro fisiolégico;

e Cabine de seguranca bioldgica classe A2;

e EPIs.

3. DESCRICAO DOS PROCEDIMENTOS

3.1. Recepcao das amostras

12 Receber a amostra respiratéria para cultura e conferir sua aceitabilidade para analise
(vide POP de critérios de rejeicdo de amostras da Microbiologia — POP. N° 002 da

UACAP);

22 Encaminhar o pedido para ser cadastrado no sistema laboratorial (POP. N° 057 da
UACAP) e ap6s cadastro encaminhar a amostra etiquetada ao setor de microbiologia.

3.2. Processamento por tipo de amostra

A metodologia utilizada segue a recomendacdo do Ministério da Saude e ANVISA.
Para todos os procedimentos deve-se utilizar EPIs como luvas, aventais descartaveis e respiradores
descartaveis (tipo N95/PFF2) e manipular as amostras em cabine de seguranca bioldgica classe A2.
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3.2.1. Escarro

A andlise dessa secrecdo é bastante controversa do ponto de vista de sensibilidade

e especificidade. Faz excecdo a escarro com o objetivo de diagnosticar presenca de micobactérias,
virus, fungos (Paracoccidiodes brasiliensis, Histoplasma spp., etc.) e aguele proveniente de paciente
imunodeprimido.

19 Orientar a colher a primeira amostra de escarro da manha (mais concentrado). A
amostra deve ser encaminhada diretamente ao laboratdrio e se ndo processada no
prazo de 1-2 horas pode resultar em perda de patdgenos fastidiosos e em proliferacdo
de bacilos Gram-negativos (Enterobacterales e ndo-fermentadores);

22 Utilizar para andlise a por¢do mais purulenta da amostra;

32 Semear em agar Sangue 5% e dgar Macconkey realizando o estriamento com alga de
1lul quando a cultura for para bactéria e semear com um swab a amostra por toda a
superficie do agar Sabouraud quando a cultura for para fungos;

- OBS: Caso seja necessario o processamento da amostra sem qualificacdo (sem
celularidade e quantidade de micro-organismos avaliada através da técnica de GRAM) é
recomenddvel que se evidencie de alguma forma no laudo que a amostra processada néo
é a mais recomenddvel.

3.2.2. Secregao traqueal

A amostra bastante questionavel, devido a sua baixa especificidade. Isso se deve ao

fato de que a colonizagdo endotraqueal ocorre rapidamente apds a intubacdo e ventilagdo

mecanica.

12 Utilizar o ponto de corte de >10% UFC/mL para discriminar colonizac¢3o de infecc3o.
Caso tenha ocorrido mudanca de antibidtico terapia recente ou as evidéncias clinicas
sejam muito sugestivas, pode-se utilizar o critério de > 10> UFC/mL;

- OBS: Destaca-se que o ponto de corte é exclusivo para bactérias; para fungos qualquer
crescimento é considerado significativo, devendo o resultado ser avaliado
criteriosamente para diferenciar colonizacao de infec¢ao;

22 Realizar a cultura quantitativa através da fluidificacdo da amostra, onde a contagem
de col6nias sera de no minimo 100 UFC para caracterizar a infec¢ao, para isso,
preparar a diluicdo usando seringa, aspirar 1 mL da amostra e homogeneiza-la com 9
mL de salina/soro fisioldgico (diluicdo 1: 10);

32 Semear 1 pL da diluicdo (diluicdo final 1: 10.000), usando alca calibrada, fazendo
estrias para contagem de col6nias nos meios Sangue e Macconkey, para cultura de
bactérias, e semear com um swab estéril a amostra por toda a superficie do agar
Sabouraud, para cultura de fungos.
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- OBS.: Nos casos em que ndo for possivel realizar a fluidificacdo da amostra, pode-se
optar pela semeadura de 1 pL da secrecdo pura, ou seja, sem o acréscimo de diluente.
Neste caso, o nUumero minimo de col6nia na placa semeada deverd ser de 1000 UFC, para
gue seja caracterizada a infecgdo. Destaca-se a importancia da qualificacdo da amostra,
visto que a andlise s6é podera ser quantitativa quando o volume e concentragao forem
conhecidos. No caso de amostras ndo qualificadas, realizar contagem de col6nias e liberar
o resultado como andlise semi-quantitativa, ou seja, sem determinar a concentracao de
UFC/mL.

3.2.3. Lavado Broncoalveolar

No lavado broncoalveolar recupera-se 5 a 10 vezes o volume de bactérias do
escovado, visto que a diluicdo de 1 mL de secre¢do se faz em 10 a 100mL de soro fisioldgico, de
forma que a contagem de 10*°UFC/mL a partir do material recebido no laboratério, representa 10°
a 10% UFC/mL na secrecdo pulmonar. Destaca-se que o ponto de corte é exclusivo para bactérias;
para fungos qualquer crescimento é considerado significativo.

12 Semear 1 pL da diluicdo (diluicao final 1: 10.000), usando alca calibrada, fazendo
estrias para contagem de col6nias nos meios Sangue e Macconkey para cultura de
bactérias ou semear com um swab a amostra por toda a superficie do dgar Sabouraud
para cultura de fungos.

- OBS: Em pacientes com forte suspeita clinica de pneumonia, valores de cada agente
isolado a partir de 103-10* UFC/mL podem também ser significativos.

3.2.4. Produto de decorticagdao pulmonar

Decorticacdo é o procedimento cirurgico que tem por objetivo a limpeza da cavidade pleural.
Em decorréncia de uma infec¢do pleural grave, desenvolve-se uma carapaca fibrosa revestindo o
pulmado. A decorticacdo remove essa carapaca fibrosa que pode ser enviada para cultura.

19 Etiquetar o tubo de BHI que vai receber a amostra;
22 Com o auxilio do bisturi cortar um pedaco da carapaca;

32 Com o auxilio de uma alca bacterioldgica estéril ou de uma pinca flambada colocar o
fragmento dentro do tubo de BHI;

49 Incubar na estuda bacterioldgica.

3.3. Resultado

E obtido pela avaliacio do crescimento e contagem das culturas quantitativas. Deve-
se converter o niumero de UFC contadas em UFC/mL, utilizando o fator de corre¢do do volume: 1 puL
— multiplicar por 1000.
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