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1. OBJETIVO(S)

Estabelecer um procedimento padronizado para o semeio de amostras destinadas a cultura
microbioldgica, garantindo a integridade das amostras e a obtencdo de resultados confidveis.

2. DESCRICAO DOS PROCEDIMENTOS

A coleta e o semeio das amostras para cultura sdo etapas extremamente importantes. Todo
resultado liberado pelo laboratdrio de microbiologia é consequéncia da qualidade da amostra
recebida. O material colhido deve ser representativo do processo infeccioso investigado, devendo
ser escolhido o melhor sitio da lesdo, evitando contaminacdao 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 nao
apropriado. Portanto, procedimentos adequados de coleta devem ser adotados para evitar o
isolamento de um “falso” agente etioldgico, resultando numa orientagao terapéutica inadequada.

v Tipos de amostras recebidas no setor de microbiologia:

1.

Aspirado traqueal, secrecdo traqueal e lavado broncoalveolar;

. Liquidos (pleural, peritoneal, pericardio e sinovial);
. Ponta de cateter;

. Secreg¢des Purulentas;

. Swab nasal (Vigilancia);

2
3
4
5
6.
7
8
9

Swab de orofaringe;

. Swab de nasofaringe;
. Secrecdo ocular;

. Secrec¢ao de ouvido;

10. Secrecdo de ferida operatodria / debridamento;

11. Swab vaginal / anal para pesquisa de Streptococcus do grupo B (GBS);

12. Swab retal (Vigilancia);

Semeio de amostra de materiais de vias aéreas (secrecdo traqueal, aspirado traqueal e lavado

broncoalveolar).

Retirar secrecao traqueobrénquicas através de uma sonda ligada a um broncoscopio.
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Figura 1. Secrecdo traqgueobrdénquica.
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Fonte: Google imagens.

e Semear o material em agar sangue, dgar chocolate e agar MacConkey pela técnica
gquantitativa;

Figura 2. Técnica de semeadura quantitativa.
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Indeulo inicial Estrias

Fonte: Oplustil, 2010.

e Incubar a estufa por 24 horas a 35°C;
e Confeccionar uma lamina para microscopia (Gram);

e Corar o esfregaco pelas técnica de Gram.

NOTA:

Caso a amostra também tenha exames para outros setores, deve ser feito o semeio
primeiro para depois encaminha-la para os demais setores ou fazer uma aliquota do material
proximo ao bico de bunsen em um tubo estéril.

Resultado
e Analisar se houve crescimento bacteriano apds 24 horas;

e Incubar por mais 24 horas caso o Bioquimico/Biomédico/Bidlogo responsavel, ao
identificar que nao houve crescimento bacteriano;
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e Realizar provas bioquimicas e teste de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA) se houver
crescimento bacteriano;

e Realizar a leitura das |laminas;

e Registrar o resultado no livro para serem digitados e liberados.

Semeio de amostra de liquidos (pleural, peritoneal, pericardio e sinovial)

e Centrifugar a amostra por 15 minutos a 3500 RPM;

e Realizar o semeio pela técnica de esgotamento em dgar sangue, agar chocolate e dgar
MacConkey;

Figura 3. Técnica de semeadura por esgotamento.
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Fonte: Oplustil, 2010.

e Incubar os semeios a 35°C em estufa bacterioldgica por 24 horas;

e Confeccionar o esfregaco para a coloragcdo de Gram, retirando o sedimento com o auxilio
da alga de platina.

e Aguardar a lamina secar e entdo fixar na chama e corar pela técnica de Gram;
Resultado

e Observar se houve crescimento bacteriano nas placas apds 24 horas de incubagao, a ser
feito pelo Bioquimico/Biomédico/Bidlogo responsavel.

e Incubar por mais 48 horas, se ndo houver crescimento bacteriano.

e Liberar a cultura como negativa se ndo houver crescimento bacteriano apds 48 horas de
incubacdo.

GOVERNO DO

ERQFEF R MINISTERIO DA
oyei ot lie EDUCAGAO PN "

DO LADO DO POVO BRASILEIRO

m
SUS N
[ |




SEMEIO DE AMOSTRAS PARA CULTURA.POP.UDIDE.Q75 - versao 1 Pagina 5 de 15

e Realizar provas bioquimicas e teste de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA), se
houver crescimento bacteriano, analisar a Iaminas de Gram;

e Digitar os laudos e liberar no sistema i9LIS.
NOTA:

Caso a amostra seja enviada em frasco de hemocultura, realizar a técnica de hemocultura
(Ver POP Hemocultura).

Semeio de amostra de ponta de cateter

e |dentificar a placa com o nimero de registro do livro, os dados do paciente (nome
completo, prontudrio, data da coleta, tipo de material, clinica e a data do semeio);

e Realizar o semeio pela técnica de Maki (rolamento) 4 a 5 vezes com o auxilio da pinga
flambada (aguarde esfriar) no dgar sangue;

Figura 4. Técnica de inoculagdo de catéter.

Fonte: Google imagens.
e Incubar a placa por 24 horas a 35°C em estufa bacterioldgica.
Resultado

e Analisar a placa pdés 24 horas de incubagao, a ser realizado pelo
Bioquimico/Biomédico/Bidlogo responsavel.

e Reincubar por mais 24 horas se nao houver crescimento bacteriano;

e Liberar resultado como negativo apds 48 horas, se confirmada a auséncia de
crescimento bacteriano.

e Realizar provas bioquimicas e teste de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA), se
confirmado crescimento bacteriano.

Semeio de amostras de secrecdo purulenta

e Centrifugar a amostra por 10 a 15 min a 2500 — 3000 RPM;

e Semear do sedimento com a alca pela técnica “qualitativa” nos meios: agar sangue, agar
MacConkey e agar manitol;

Figura 5. Técnica de semeadura por esgotamento.
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Esgotamento Inicial : 22 3

Sequéncias de Estrias

Fonte: Oplustil, 2010.

Resultado

Analisar a amostra apdés 24 horas de incubacdo, a ser realizado pelo
Bioquimico/Biomédico/Bidlogo responsavel.

Reincubar por mais 24 horas se ndo houver crescimento bacteriano;

Liberar resultado como negativo apds 48 horas, se confirmada a auséncia de
crescimento bacteriano.

Realizar provas bioquimicas e teste de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA), se
confirmado crescimento bacteriano.

Realizar a leitura do Gram.

Anotar o resultado no livro e liberar no sistema.

Semeio de amostras de Swab nasal

m
SUS N
[ |

Fazer o indculo com o swab e em seguida, com a alca de platina, fazer as estrias na placa
pela técnica de esgotamento;

Semear primeiro no agar sangue e depois no agar manitol;

Nos swabs de VIGILANCIA semeia no meio AGAR CROMOGENICO MRSA, usado para o
isolamento de S. aureus resistente a meticilina / oxacilina.
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Figura 6. Técnica de semeadura por esgotamento.
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Fonte: Oplustil, 2010.
e Incubar as placas a 35°C por 24 horas em estufa bacterioldgica;

e Guardar a amostra no meio Stuart ap6s o semeio na geladeira do setor de esterilizacdo
até o exame ser concluido.

Resultado

e Analisar a amostra apds 24 horas de incubacdo, a ser realizado pelo
Bioquimico/Biomédico/Bidlogo responsavel.

e Avaliar a morfologia das col6nias.

e Fazer o repique das colonias suspeitas em uma placa de agar sangue (incubar por 24h)
caso sejam sugestivas de Staphylococcus aureus.

e Realizar as provas bioquimicas e o teste de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA);

e Anotar resultados no livro e depois liberador no sistema.

Semeio de amostras de Swab de orofaringe

e Fazeroindculo com o swab e em seguida, com a alca de platina, fazer as estrias na placa
pela técnica de esgotamento;

e Semear primeiro no dgar sangue e depois no agar manitol.
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Figura 7. Técnica de semeadura por esgotamento.

| Saguéncias do Exirias |

Fonte: Oplustil, 2010.

e Realizar a confeccdo do esfregaco nos casos em que o médico houver solicitado o Gram.

Resultado
e Incubar por 24 horas.
e Analisar col6nias, a ser realizado pelo Bioquimico/Biomédico/Bidlogo responsavel.

e Realizar os testes de identificacdo e confirmatodrios.

Semeio de amostras de Swab de nasofaringe

e Fazer oindculo com o swab e em seguida, com a alca de platina, fazer as estrias na placa
pela técnica de esgotamento;

e Semear primeiro no agar sangue e fazer de 3 a 4 furos com a alca no meio de cultura;

e Confeccionar uma lamina com o esfregaco (para fazer o esfregaco utilizar o swab apods
fazer o semeio nas placas), caso tenha sido solicitado o Gram.
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Figura 8. Técnica de semeadura por esgotamento.
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Fonte: Oplustil, 2010.
Resultado

e Analisar o crescimento das colonias na placa, a ser realizado pelo
Bioquimico/Biomédico/Bidlogo responsavel.

e Valorizar microorganismos como: Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus spp., Moraxella catarrhalis e Neisseria meningitidis, principalmente em
criancgas, idosos e imunocomprometidos.

e Anotar o resultado no livro e liberar no sistema i9Lis.

Semeio de amostras de secrecdo ocular

e Fazer oindculo com o swab e em seguida, com a alca de platina, fazer as estrias na placa
pela técnica de esgotamento;

e Semear primeiro no agar sangue, depois no agar chocolate e por ultimo no agar
MacConkey;

Figura 9. Técnica de semeadura por esgotamento.

Fonte: Oplustil, 2010.
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e Confeccionar um esfregaco para coloracdo pelo método de Gram com o swab apods
realizar o semeio;

e Incubar as placas na estufa a 352C por 24 horas.
Resultado

e Avaliar a morfologia das colonias, a ser realizada pelo Bioquimico/Biomédico/Bidlogo
responsavel.

e Verificar se existem col6nias sugestivas de microrganismos patogénicos e realizar as
provas bioquimicos e o teste de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA);

e Fazer a leitura da lamina de Gram, anotar o resultado no livro e liberar no sistema.

Semeio de amostras de secrecdo de ouvido

e Fazer oindculo com o swab e em seguida, com a alca de platina, fazer as estrias na placa
pela técnica de esgotamento;

e Semear no agar sangue, agar manitol e 4gar MacConkey;

Figura 10. Técnica de semeadura por esgotamento.
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Fonte: Oplustil, 2010.

e Incubar as placas na estufa a 352C por 24 horas;

e Com o segundo swab, confeccionar um esfregaco para corar pela técnica de Gram.

GOVERNO DO

EBSERH "~:ivox MBASIL

DO LADO DO POVO BRASILEIRO

[ |
SUS
|




SEMEIO DE AMOSTRAS PARA CULTURA.POP.UDIDE.Q75 - versao 1 Pagina 11 de 15

Resultado

e Observar ap6s o periodo de incubacdo se houve crescimento bacteriano, principalmente
de microrganismos oriundos do trato respiratdério como Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae e menos frequentemente o Staphylococcus aureus. Em otite
externa, Pseudomonas aeruginosa é o agente mais frequentemente isolado, embora
outras bactérias aerobias possam ser isoladas.

e Avaliar com cautela o resultado do exame microbioldgico devido a colonizacdo da parte
externa do ouvido por diversas bactérias.

e Realizar a leitura do Gram, anotar o resultado no livro e liberar no sistema.

Semeio de amostras de secrecéio de ferida operatdria/desbridamento

e Fazer semeio pela técnica “qualitativa” nas placas de agar sangue, agar MacConkey e
agar Manitol (comecando pelo dgar sangue). Se o fragmento for muito grande, podera
com o auxilio da pinca e do bisturi, corta-lo e utilizar uma parte para confeccionar o
esfregaco e a outra para colocar no caldo Brain Heart Infusion (BHI);

Figura 11. Técnica de semeadura por esgotamento.
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Fonte: Oplustil, 2010.

e Incubar por 24 horas na estufa bacterioldgica a 352C as placas e o caldo;

e Fixar as laminas com o esfregaco na chama do bico de bunsen e realizar as técnicas de
coloragao.
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Resultado

e Analisar as placas apds a incubacdo, a ser feito pelo Bioquimico/Biomédico/Bidlogo
responsavel analisara as placas.

e Realizar as provas bioquimicas e o teste de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA), se
houver crescimento bacteriano.

e Incubar as placas por mais 24h, se nao houver crescimento.
e Observar o caldo BHI apds 24 horas de incubacdo e verificar se existe turvacao;

e Semear o caldo BHI em agar sangue e dgar MacConkey e incubar por 24 horas se nao
houver crescimento bacteriano nas placas apds 24h de incubacao.

e Realizar a leitura das laminas, anotar o resultado no livro e liberar no sistema.

Semeio de amostras de Swab vaginal + anal para gbs (Streptococcus beta hemolitico do grupo B)

e Colocar o swab coletado no meio de transporte (Stuart ou Amies) no caldo Todd Hewitt
e homogeneizar;

Figura 12. Caldo Todd Hewitt.

!
1

Fonte: Oplustil, 2010.
e Incubar por um perido de 18 a 24 horas na estufa bacteriolégica a 35°C;
e Colocar etiqueta no tubo com o hordrio para ser semeado apds o periodo de incubacgao;

e Retirar o caldo Todd Hewitt da estufa apds as 18 horas e semear no AGAR
CROMOGENICO STREPTO B ou 4gar sangue e no agar CLED, de forma “qualitativa”;
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Figura 13. Técnica de semeadura por esgotamento.
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Fonte: Oplustil, 2010.

e Incubar as placas por 24 horas na estufa bacterioldgica a 35°C.
Resultado

e Analisar a morfologia das colOnias apds o periodo de incubacdo;

e Fazer o Gram de colbnias sugestivas de GBS e repicar no dgar sangue;

e Fazer testes complementares e confirmatérios.

Semeio de amostras de swab retal

e Adicionar 1 disco de ertapenem em 10 mL de caldo TSB sem glicerol;

e Introduzir o swab (com o auxilio de uma pinca ja flambada) no caldo TSB sem glicerol e
homogeneizar;

e Incubar por 12 a 18 horas na estufa bacterioldgica a temperatura de 35°C;

e Apds 12 a 18 horas de incubacdo, semear no agar MacConkey pela técnica qualitativa
ou esgotamento.

e Nos swabs de VIGILANCIA semeia no meio VRE, usado para o isolamento Enterococo
resistente a vancomicina.

Figura 14. Técnica de semeadura por esgotamento.

Esgotamento Inicial ‘ ‘ i

| Sequéncias de Estrias |

GOVERNO DO

EBSERH "~:ivox MBASIL

DO LADO DO POVO BRASILEIRO

[ |
SUS
|




SEMEIO DE AMOSTRAS PARA CULTURA.POP.UDIDE.Q75 - versao 1 Pagina 14 de 15

Fonte: Oplustil, 2010.

Resultado
e Incubar o material em estufa bacteriolégica entre 352C por 18-24h.

e Apds a incubagdao analisa o desenvolvimento de coldnias e Realizar outros testes
confirmatdrios;

e Anotar os resultados e liberar no sistema do laboratoério.

3. REFERENCIAS

EBSERH. POP.UACAP.024 - RECEBIMENTO E SEMEIO DE AMOSTRAS PARA CULTURA. EMPRESA
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Laborclin Produtos para Laboratdrios Ltda. Disponivel em:
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