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Acondicionamento, transporte e manuseio de cepas de Neisseria meningitidis,
Haemophilus influenzae e Streptococcus pneumoniae ao Instituto Adolfo Lutz

As bactérias, em especial as dos géneros Haemophilus, Neisseria e Streptococcus, sao
exigentes para o seu crescimento em cultura e sdo sensiveis as condicdes ambientais
(temperatura, dessecamento e outros), portanto é necessario tomar cuidado quanto
ao seu acondicionamento, transporte, manuseio evitando-se contaminag¢ao e morte
das bactérias.

1. Manuseio

O manuseio das culturas deve obedecer as normas internacionais de biosseguranga. As
bactérias sdao consideradas de risco Il e devem ser trabalhadas em laboratdrio NB2, em
cabines de seguranca bioldgica e uso obrigatdrio de EPIs (luva, mascara e avental). As
cabines de seguranga devem estar com a manutengdo em dia.

As bactérias mantém sua viabilidade em meios de cultura adequados e temperatura
ambiente por um curto periodo de tempo - Neisseria meningitidis por 3 a 4 dias,
Haemophilus influenzae e Streptococcus pneumoniae por 4 a 5 dias. Portanto, as
culturas devem ser repicadas apds este periodo ou mantidas congeladas. Os meios de
cultura mais utilizados sdao: agar sangue de carneiro ou agar chocolate para S.
pneumoniae; agar chocolate, agar Muller-Hinton ou agar BHI para N. menigitidis e agar
chocolate para H. influenzae.

2. Manutengao

A melhor forma de garantir a viabilidade da cultura durante um periodo curto de
armazenamento é o crescimento em meios de cultura sdlidos em tubo de rosca
inclinado em temperatura ambiente. Culturas em caldo ndo devem ser utilizadas, pois
facilitam a contaminagdao e diminuem a viabilidade da cultura. O melhor modo de
manter a viabilidade da cepa isolada por periodo prolongado é liofilizar ou congelar.
Para o congelamento pode-se utilizar leite desnatado a 10% ou caldo com glicerol
estéril, pode-se manter a -70 °C ou a -120 °C (nitrogénio) e pode-se também congelar a
-20 °C, porém é esperado perda de viabilidade em 3-a 6 meses.

3. Transporte

A cultura bacteriana deve ser transportada em meio de cultura sélido adequado a cada
espécie. Pode-se utilizar também meios de transporte como o meio de AMIES com
carvao, pois mantém a viabilidade bacteriana por uma semana. Ndo esquecer que as
cepas devem ser transportadas em repique recente, isto é, com crescimento de 18 a
24 horas. Nunca transportar as cepas congeladas no sangue, caldo de cultura ou leite.
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A cultura deve ser transportada sem refrigeracao e o empacotamento deve seguir as
normas indicadas no "Manual de Biosseguranca de Laboratério" (OMS, Genebra, 1987)
e as recomendacdes da IATA quando o transporte for aéreo. Em resumo, os frascos
com cepas liofilizadas ou os tubos com as culturas devem ser envoltos em papel
absorvente, seguido de saco plastico, e colocados em recipiente de metal, que por sua
vez deve ser colocado no recipiente de transporte de papeldo. No recipiente de
transporte deve-se colocar uma etiqueta com o enderego e a adverténcia de que se
trata de agente bioldgico. O papel absorvente que envolve os fracos ou tubos deve ser
suficiente para absorver o conteudo completo do frasco, caso o tubo ou frasco se
rompa. Nao se deve transportar mais que 50 ml de cultivo em cada pacote. Toda cepa
deve ser transportada acompanhada da identificagdao da cepa no laboratério de origem
(numero da cepa, data, endereco e telefone do laboratério de isolamento, cidade, etc.)
e dos dados demograficos do paciente (nome, idade, suspeita clinica, material clinico
de isolamento, cidade de residéncia, medicacdo, etc.).

OBSERVACOES

e O isolamento do agente etioldgico pela cultura é fundamental para a vigilancia
epidemioldgica, pois é o exame considerado padrdo ouro, pois permite a
caracterizacdo final do agente (caracterizacdo antigénica, genética e de
resisténcia antimicrobiana).

e Qualquer cepa isolada de liquidos normalmente estéreis (sangue, liquor, liquido
pleural, liquido abdominal e outros) deve ser encaminhada ao IAL.

e A cepa bacteriana enviada ao IAL sem sua identificacdo e sem informacgdo dos
dados do paciente ndo tem valor epidemioldgico.

e Qualquer duvida sobre os procedimentos, entrar em contacto com o Instituto
Adolfo Lutz - Sdo Paulo, Centro de Bacteriologia, tel: (011) 3068 2894 / 3068
2893.
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Acondicionamento, transporte e manuseio de amostras destinadas a pesquisa de
N. meningitidis, H. influenzae e S. pneumoniae por meio da técnica de PCR
em Tempo-Real

1. Tipo de amostras

As amostras apropriadas para este exame sdo liquido cefalorraquidiano (LCR) e soro.
Material apds o 6bito podera ser utilizado em alguns casos especificos (ver item 7).

2. Volume ideal da amostra

A amostra ideal de LCR deve ter um volume minimo de 500 pL e a de soro de 200 plL.
Amostras com volumes menores que o ideal serdo processadas, entretanto o resultado
do exame podera ser prejudicado e uma observacao referente ao volume inadequado
recebido para andlise constara no laudo.

Em caso de fragmento de tecidos, um pedaco de aproximadamente 5 mm?® (tamanho
de um grao de feijdo) é suficiente para as andlises.

3. Manuseio das amostras

3.1. Sempre que, possivel, realizar a manipulacdo das amostras dentro da cabine de
seguranca bioldgica.

3.2. A cabine deve ser irradiada com luz ultravioleta por no minimo 15 minutos antes
de ser usada.

3.3. Amostras destinadas a PCR em tempo real devem ser divididas em aliquotas antes
de serem manipuladas para outros testes, tais como cultura, CIE e Latex.

3.5. Para amostras de sangue total, centrifugar os tubos por 15 a 20 minutos a 3000
rpm e coletar o sobrenadante para o ensaio.

3.6. Sempre que possivel utilizar ponteiras descartaveis com bloqueio de aerossol.
Caso isso ndo seja possivel, utilizar pipeta Pasteur nova. Nunca utilizar material
reciclado mesmo que autoclavado.

3.7. Nao manipular as amostras destinadas a PCR em tempo real perto de dreas onde
seja feita cultura ou suspensdes bacterianas.

4. Acondicionamento da amostra

4.1. Preferencialmente, as amostras devem ser armazenadas em tubos novos,
pequenos, com tampa de rosca com anel de vedacao (tipo “cryovials”), préprios para o
acondicionamento e encaminhamento das amostras (Figura 1). Frascos como o coletor
universal estéril, frasco com lacre metalico, frasco sem tampa de rosca e sem vedacao
e tubos tipo Eppendorf ndo devem ser utilizados, a fim de ‘aumentar a qualidade e
biosseguranca, impedindo inclusive a contaminacao de individuos durante o
transporte (Figura 2).
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4.2. Fechar a tampa do tubo, evitando derramamentos ou vazamentos. Se ocorrer
derramamento da amostra sobre quaisquer superficies de trabalho, proceder,
imediatamente, a desinfec¢do das areas com solugdo de hipoclorito de sédio 2% (v/v).

4.3. As amostras de fragmento de tecidos devem ser enviadas em tubos com ou sem
solugdo salina estéril. Nunca em formol.

4.4. As amostras devem ser estocadas a —20 °C até seu transporte.

Figura 1. Exemplos de frascos/tubos ADEQUADOS para o acondicionamento de
amostras liquidas e materiais apds o 6bito.

ascos com tampa nao rosqueavel e Tubos tipo
sem vedagdao Eppendorf

Figura 2. Exemplos de frascos/tubos que NAO devem ser utilizados no
acondicionamento e transporte dos materiais bioldgicos.
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5. Transporte e encaminhamento das amostras

5.1. O transporte deve ser feito em caixa prépria para o transporte de material
bioldgico (UN3373) seguindo as normas de biosseguranca (Figura 3).

5.2. O transporte deve ser feito rapidamente, preferencialmente congelada a -20 °C
ou em gelo seco, ou no minimo a +4 C.

5.3. As amostras devem ser encaminhadas para o Nucleo de Gerenciamento de
Amostras Biolégicas do IAL Central com solicitacdo de exame “PCR para Meningites
Bacterianas” (ver endereco abaixo).

EMBALAGEN SECUNDARLA
(CANISTER]

BIOLOGICAL SUBSTANCE
CATEGORY B

Figura 3. Acondicionamento, transporte e manuseio das amostras biolégicas em
condicbes ideais (link da Fiocruz:
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http://www.ioc.fiocruz.br/pages/informerede/corpo/informeemail/301106/mat 04 3
0 _11.htm).

6. Rejeicao de amostras
Serdo rejeitadas todas as amostras que chegarem:
6.1. Sem vedacdo adequada com evidéncias de vazamento.

6.2. Com lacre metdlico ou com fita adesiva (fita crepe, esparadrapo, etc.) com
evidéncias ou ndo de vazamento.

7. Tipo de material e coleta de material apos o 6bito

Os materiais que sdo aceitos para processamento e realizagdao do exame de PCR sdo:
cérebro, cerebelo, bago, figado, coragdo, pulmao, LCR e/ou sangue apds o débito. A
coleta deve ser feita o mais rapidamente possivel, preferencialmente em até 24 horas
apos o 6bito. Sangue e LCR em até 8 horas.

8. Endereco para envio das amostras

Instituto Adolfo Lutz, Nucleo de Gerenciamento de Amostras Bioldgicas, Av. Dr.
Arnaldo, 355 - Sdo Paulo — SP — CEP: 01246902

Para notificacGes de casos de meningites bacterianas e informacdes epidemioldgicas
adicionais, ligar para 0800 555466 (CVE-SP), a disposi¢do 24 horas.

Qualquer duvida sobre os procedimentos, entrar em contacto com o Instituto Adolfo
Lutz - Sdo Paulo, Centro de Imunologia, Laboratorio de Meningites Bacterianas, Claudio
T Sacchi, Fone: 011 3068-2899, Email: ctsacchi@gmail.com, das 8:00 as 17:00 horas.

Exames laboratoriais das meningites bacterianas realizadas apds o obito pelo
Instituto Adolfo Lutz Central

Amostras possiveis

PUNGCAO SUB-OCIPTAL OU LOMBAR: liquor - Exame: PCR
PUNCAO PERIFERICA: sangue ndo coagulado - Exame: PCR
PUNCAO CARDIACA: sangue n3o coagulado - Exame: PCR

BIOPSIA: fragmento de meninge, cérebro, cerebelo, baco, figado, coracdo - Exame: PCR
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.

OBSERVACOES

Apds o bbito as amostras devem ser coletadas com condicdes maximas de assepsia,
acondicionadas em frascos ou tubos estéreis e enviadas ao laboratério com urgéncia,
em temperatura ambiente.

As amostras deverdo ser encaminhadas com a ficha de solicitacdo (SINAN), com todos
os dados preenchidos. O(s) frasco(s) deve(m) ser devidamente identificado(s) (nome
completo do paciente, tipo de material enviado e data da coleta). As amostras
enviadas em desacordo com o protocolo ndo serdo processadas.
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Coleta e Semeadura de Lesao Petequial
Raspado da Lesao
Fazer assepsia da pele no local da lesdo com alcool 70% 2.

Escarificar o centro da lesdo, com auxilio de uma ponta de agulha estéril (calibre 21 ou
23) até que comece um leve sangramento’.

Coletar o material exposto pela escarificacdo da lesao preferencialmente com -alga
bacteriolégica descartavel. O material também podera ser coletado com swab de
rayon ou alginato de calcio, todavia esta alternativa possui menor rendimento®>.

Semear imediatamente, por esgotamento, o material coletado, em um quarto da placa
de BHI chocolate a 10%, nas condi¢cdes mais assépticas possiveis. Adicionalmente, com
o material coletado da lesdo, fazer esfregacos de 3 a 4 mm de diametro, em ldminas de
microscopia para coloracao de Gram™3,

As laminas e as placas de meio de cultura semeadas devem ser enviadas ao
laboratério, a temperatura ambiente, imediatamente apds a coleta.

No laboratoério, recomenda-se’>:

- Apds a secagem, fixar os esfregacos cobrindo a lamina com duas gotas de metanol
por 1 minuto; drenar o excesso, sem lavar. Proceder a colora¢do de Gram.

-Estriar o material na placa com auxilio de uma alca bacterioldgica estéril

- Incubar as placas em estufa, sob atmosfera de 5 a 10% de CO,, a 37°C, por 24 a 48
horas.

Aspirado da Lesao
Fazer assepsia da pele no local da lesdo com alcool 70%"?.

Pincar uma dobra da pele entre o dedo indicador e o polegar, de modo que
empalideca o tecido em volta e destaque o ponto hemorragico no alto da prega’.

Com uma seringa de tuberculina e agulha hipodérmica estéril, injetar um pequeno
volume de 0,1 a 0,2 ml (dependendo do tamanho da petéquia) de solucdo fisioldgica
estéril no centro da les3o petequial e, em seguida, aspirar o liquido injetado™”.

Dispensar o material aspirado imediatamente em um canto de uma placa de BHI
chocolate a 10% e, em seguida, estriar o material na placa com auxilio de uma alga
bacteriolégica descartavel ou swab de rayon ou alginato de calcio™™. Adicionalmente,
com o material aspirado, fazer esfregacos de 3 a 4 mm de diametro, em laminas de
microscopia para coloracdo de Gram™?3.
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As laminas e as placas de meio de cultura semeadas devem ser enviadas ao
laboratdrio, a temperatura ambiente, imediatamente apds a coleta.

No laboratoério, recomenda-se’>:

- Apds a secagem, fixar os esfregacos cobrindo a lamina com duas gotas de metanol
por 1 minuto; drenar o excesso, sem lavar. Proceder a coloragao de Gram.

-Estriar o material na placa com auxilio de uma alga bacterioldgica estéril

- Incubar as placas em estufa, sob atmosfera de 5 a 10% de CO,, a 37°C, por 24 a 48
horas.
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