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1. OBJETIVO
e Descrever a técnica empregada na UACAP para realizagdo de laminas destinadas a
pesquisa direta de micro-organismos.
2. MATERIAL

Suporte de coloracao;

Capela de fluxo laminar;
Centrifuga;

Microscdépio dptico;

Bisturi;

Placa de petri;

Reagentes de coloracdo de Gram;
Oleo de imers3o;

Bico de Bunsen;

Micropipeta de 25ul e 50uL;
Ponteiras para micropipetas;
Lamina de borda fosca;

Laminula;

Alca bacterioldgica estéril de 10uL;
Swab estéril;

Salina estéril;

Hidroxido de Potassio (KOH).
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3. DESCRICAO DOS PROCEDIMENTOS

3.1. Preparo geral por tipo de amostra

3.1.1. Urina

Com a urina ndo centrifugada, e apenas homogeneizada, pegar uma alga com 10 ulL
de urina e depositar sobre uma lamina de vidro com movimentos circulares, deixar secar, fixar na
chama e corar pelo GRAM.

3.1.2. Liquidos em geral (Liquor, Pleural, Pericardico, Ascitico, etc..)

Materiais aparentemente limpidos devem ser previamente centrifugados a 2.000-
5.000 rpm/15 minutos. Apds a centrifugacdo, pipetar 50ul de sedimento numa lamina limpa, sem
espalhar, deixar secar, fixar na chama e corar pelo GRAM.

Materiais purulentos/viscosos pipetar 50uL da amostra (ndo centrifugada) numa
[amina limpa, espalhar em 1/3 da lamina, deixar secar, fixar na chama e corar pelo GRAM.

3.1.3. Secrecdes em geral

Materiais recebidos em seringas serdao transferidos para um tubo. Selecionar a
porcao mais purulenta ou mucosa com al¢a bacterioldgica de 10uL. Amostras muito espessas ou
purulentas podem ser diluidas com uma gota de salina estéril e espalhadas sobre uma grande area
da lamina formando um esfregaco delgado.

3.1.4. Amostras em swab

Rolar o swab com suavidade em 2/3 da lamina para evitar destruicdo celular
formando uma camada delgada o suficiente para evitar superposicao.

3.1.5. Amostras respiratdrias (AT, LBA e escarro)

Geralmente amostras respiratérias vem com solicitacdo médica para pesquisa de
bactérias, fungos e BAAR. A bacterioscopia sé é util quando sdo obtidos materiais de sitios estéreis,
nao sendo indicada em outras situacoes. O resultado é questionavel por ndo haver padronizagdo
de aliquotas ou quantificacdo de micro-organismos. S6 devera ser realizada na suspeita de algum
agente infeccioso especifico. As bactérias associadas aos quadros respiratdrios, de uma forma geral,
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podem ser detectadas através de culturas, sendo essa considerada o padrdo-ouro para o
diagnéstico.

OBS. A pesquisa de fungos sera realizada juntamente com a pesquisa de BAAR, por
conta do risco de contaminacdo por aerossais.

3.1.6. Secregao Vaginal

O preparo da lamina acontece no ato da coleta. Para isso, na auséncia de espéculo
limpar a secregao externa com o auxilio de uma gaze estéril, introduzir o swab no intréito vaginal e
realizar rotacdo para obter material. Realizar o esfregaco em lamina, girando o swab com a amostra
delicadamente sobre a superficie (ndo esfregar, pois esse procedimento destrdi as estruturas
celulares). Em seguida lave o mesmo swab em 1 ml de solucdo fisioldgica estéril para a realizacdo
do exame a fresco;

3.1.7. Secregao Uretral

O preparo da lamina acontece no ato da coleta. Para isso, desprezar as primeiras
gotas da secre¢do. Coletar a secrecao purulenta, de preferéncia pela manh3a, antes da primeira
mic¢do ou ha pelo menos duas horas ou mais, sem ter urinado. Coletar com swab estéril fino e
realizar as laminas para bacterioscopia girando o swab delicadamente sobre a superficie da [amina
(ndo esfregar, pois esse procedimento destrdi as estruturas celulares).

3.1.8. Fragmentos de tecidos

Colocar o material em uma placa de petri estéril e com o auxilio de bisturi realizar a
macera¢ao da amostra. Em seguida colocar o material na lamina e realizar o imprint.

3.2 Preparo das laminas

3.2.1. Direto em salina

Permite observar a morfologia bacteriana e avaliar a existéncia de motilidade. Usada
para pesquisa a fresco de Trichomonas e fungos (leveduriformes ou filamentosos) em diferentes
materiais.

[EEN
10

Colocar uma gota de salina no centro de uma lamina de microscopia;

N
10

Suspender uma alcada do material a ser investigado na gota de salina;

w
10

Pipetar 50ul no centro da lamina, se o material for liquido e limpido;

iy
10

Cobrir com uma laminula e examinar ao microscopio, com objetiva de 40X ou 100X.

Publicagdo: Portaria n2 199, de 04 de setembro de 2025 — Boletim de Servigo n2 625, de 09 de setembro de 2025




GOVERNO FEDERAL

i &0 hid= ids el N

UNIAO E RECONSTRUGAO

Tipo do PROCEDIMENTO / ROTINA POP.UACAP.017 — Pagina 4/5

Documento

Titulo do MICROBIOLOGIA: PREPARO DE LAMINAS PARA | Emissdo: 04/09/2025 Proxima revisdo:
Documento MICROSCOPIA Versdo: 03 04/09/2027

3.2.2. Hidroxido de potassio

Usado somente para pesquisa de fungos (leveduriformes e particularmente

filamentosos) em material biolégico na presenca de muco, restos celulares, pelos, unhas, etc.
Facilita a microscopia por dissolver a queratina e o muco, destacando as estruturas fungicas, quando

presentes.

contra um

19 Colocar uma pequena amostra do material a ser pesquisado no centro da lamina;
22 Suspender o material com uma gota de KOH e dispor uma laminula sobre a amostra;

32 Colocar alamina em camara umida e, apds 24 horas, realizar leitura microscépica com
objetiva de 10X ou 40X, fechando o diafragma.

3.2.3. Tinta da China

Indicada para pesquisa de criptococos, permitindo destacar a capsula desse fungo
fundo negro.

19 Pipetar 10uL de tinta da China sobre a lamina;
22 Pipetar 50ul de sedimento da amostra sobre a gota na lamina e homogeneizar;
32 Acrescentar uma laminula sobre a lamina, deixando um filme bem delgado entre elas;

49 Levar ao microscopio e observar em objetivas de 10X e 40X.

3.2.4. Coloragao de GRAM

12 Deixar esfregaco na lamina secar naturalmente;

22 Fixar com calor brando (502C) com auxilio de chama do bico de Bunsen;
32 Deixar a lamina esfriar antes de iniciar a coloragao;

49 Dispor as laminas a serem coradas sobre o suporte de coloracao;

52 Cobrir o esfregaco com a solugdo de cristal-violeta por cerca de 1 minuto;

62 Decantar o cristal-violeta e cobrir a area do esfregaco com a solu¢ao de iodo por cerca
de 1 minuto;

72 Descorar a lamina com a mistura dlcool-acetona até que o solvente escorra incolor,
alternando com agua corrente (jato fraco). O tempo usualmente utilizado nessa etapa
é de cerca de 10 segundos;

82 Cobrir o esfregaco com a solucdo de Fucsina basica 0.1% a 0.2%, por cerca de 30
segundos;

92 Lavar com agua corrente;
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102 Deixar secar naturamente;

112 Levar a lamina para observar em microscépio.
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