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PROTOCOLO LABORATORIAL: MENINGITES BACTERIANAS

Atualizacéo — setembro de 2017

Acondicionamento, transporte e manuseio de cepas de Neisseria meningitidis,
Haemophilus influenzae e Streptococcus pneumoniae

As bactérias, em especial as dos géneros Haemophilus, Neisseria e Streptococcus, séo
exigentes para 0 seu crescimento em cultura e sdo sensiveis as condi¢cbes ambientais
(temperatura, dessecamento e outros), portanto € necessario tomar cuidado quanto ao
acondicionamento, transporte e manuseio evitando-se contaminacdo e morte das
bacterias.

Outras bactérias que podem causar meningite sdo: Mycobacterium tuberculosis,
Streptococcus agalactie ou pyogenes ou sp, Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus ou epidermides ou sp, Pseudomonas aeruginosa, Klebisiella pneumoniae,
Enterobacter sp, Shigella sp, Salmonella sp, Escherichia coli, Enterococcus, Serratia
marcescens ou sp, Acinetobacter baumannii, Treponema pallidum, Rickettsiae,
Leptospira e Proteus sp.

1. Manuseio

O manuseio das culturas deve obedecer as normas internacionais de biosseguranca. As
bactérias sdo consideradas agentes infecciosos de Risco Biol6gico Nivel 2, que
corresponde a moderado risco individual e limitado risco para a comunidade. Entretanto
este risco aumenta para os profissionais que manipulam rotineiramente isolados de N.
meningitidis quando comparado com o risco da populacdo em geral. Para estes
profissionais estdo indicadas as vacinas meningococicas conjugadas. A recomendacéo é
que as cepas sejam manipuladas por profissionais treinados para o trabalho com agentes
patogénicos; em cabines de seguranca biologica-NB2 e com uso obrigatorio de EPIs
(luva, mascara e avental). As cabines de seguranga devem estar com a manuten¢do em
dia.

As bactérias mantém sua viabilidade em meios de cultura adequados e temperatura
ambiente por curto periodo de tempo - Neisseria meningitidis por 2 a 3 dias,
Haemophilus influenzae e Streptococcus pneumoniae por 4 a 5 dias. Portanto, as
culturas devem ser repicadas apos este periodo ou as bactérias devem ser mantidas
congeladas. Os meios de cultura mais utilizados sdo: agar sangue de carneiro 5% ou
agar chocolate 5% para S. pneumoniae; agar sangue de carneiro 5% ou agar chocolate
5% para N. menigitidis e agar chocolate 5% enriquecido com vitox para H. influenzae.

Para as outras bactérias que podem causar meningite pode ser necessario o uso de outros
meios de cultura especificos como agar MacConkey ou Tryptic Soy agar ou similares.
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2. Manutencao

A melhor forma de garantir a viabilidade da cultura durante um periodo curto de
armazenamento € o crescimento em meios de cultura solidos, em tubo de rosca
inclinado e a temperatura ambiente. Culturas em caldo ndo devem ser utilizadas, pois
facilitam a contaminacdo e diminuem a viabilidade da cepa. O melhor modo de manter
a viabilidade da cepa isolada por periodo prolongado é liofilizar ou congelar. Para o
congelamento pode ser utilizado leite desnatado a 10% ou caldo (TSB, Muller Hinton)
com 15% de glicerol e manter a -70°C ou a -120°C (nitrogénio). O congelamento a
-20°C pode ser utilizado, porém se espera perda de viabilidade da cepa em 3 a 6 meses.

3. Transporte

As culturas/cepas bacterianas devem ser transportadas em meios de cultura solidos,
adequados para cada espécie e sem refrigeracdo. Podem ser utilizados também meios de
transporte como o meio de AMIES com carvéo, pois mantém a viabilidade bacteriana
por uma semana. N&o esquecer que as cepas devem ser transportadas em repique
recente, isto €, com crescimento de 18 a 24 horas. Nunca transportar as cepas
congeladas no sangue ou em caldo de cultura.

O empacotamento das culturas/cepas para transporte deve seguir as normas indicadas no
Manual de Biosseguranca de Laboratorio (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. Na caixa de transporte deve ser colocada uma
etiqueta com o endereco e a adverténcia de que se trata de agente biologico. O papel
absorvente que envolve os fracos ou tubos deve ser suficiente para absorver o contetdo
completo do frasco, caso o tubo ou frasco se rompa. N&o se deve transportar mais que
50 mL de cultivo em cada pacote. Toda cepa deve ser transportada acompanhada de sua
identificacdo no laboratorio de origem (nimero da cepa, data, endereco e telefone do
laboratério de isolamento, cidade e outros) e dos dados demograficos do paciente
(nome, idade, suspeita clinica, material clinico de isolamento, cidade de residéncia,
medicacao e outros).

OBSERVACOES

e A identificacdo do agente etiolégico pela cultura é fundamental para a vigilancia
epidemioldgica, é considerado o exame padrdo ouro, pois permite a caracterizacdo
antigénica, genética e de resisténcia antimicrobiana.
Qualquer cepa isolada de liquidos normalmente estéreis (sangue, liquor, liquido
pleural, liquido abdominal e outros) deve ser encaminhada ao IAL.
A cepa bacteriana enviada ao IAL sem identificagéo e sem informacdo dos dados do
paciente ndo tem valor epidemiolégico.
Lembramos que a realizacdo da cultura de liquor cabe aos laboratorios dos
hospitais/municipios/regides de atendimento do caso, assim como 0S exames
quimiocitoldgico, bacterioscopia, latex e hemocultura.
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e Qualquer davida sobre os procedimentos entrar em contato com o IAL-S&o Paulo,
Centro de Bacteriologia, telefones (11) 3068-2894 e 3068-2893 ou pelo e-mail
bacteriologia@ial.sp.gov.br.

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 (QPCR)

1. Tipo de amostra
As amostras apropriadas para a qPCR sdo liquor e soro. Fragmentos de tecidos apos o
Obito poderdo ser utilizados em casos especificos (ver item 8).

2. Volume da amostra

O volume ideal de liquor ou soro deve ser de, no minimo, 400 uL (0,4 mL). Amostras
com volume menor que o ideal serdo processadas, no entanto o resultado do exame
podera ser prejudicado e uma observacao referente ao volume inadequado para analise
constaré no laudo.

No caso de fragmentos de tecidos, uma amostra de aproximadamente 5 mm?® (tamanho
de um grao de feijdo) é suficiente para as analises.

3. Manuseio da amostra

Sempre que possivel manusear as amostras dentro de cabine de seguranca bioldgica. A
cabine deve ser irradiada com luz ultravioleta por no minimo 15 minutos antes de ser
usada. As amostras destinadas a qPCR devem ser divididas em aliquotas antes de serem
manipuladas para outros exames, como cultura e latex.

Os tubos com amostras de sangue total devem ser centrifugadas por 15 a 20 minutos a
3000 rpm e o sobrenadante coletado para o ensaio.

Sempre que possivel utilizar ponteiras descartaveis com blogueio de aerossol. Caso nédo
seja possivel, utilizar pipeta Pasteur nova. Nunca utilizar material reciclado mesmo que
autoclavado.

Ndo manipular as amostras destinadas a gPCR perto de areas onde sejam realizadas
culturas ou suspensdes bacterianas.

4. Acondicionamento da amostra

As amostras/aliquotas devem ser armazenadas preferencialmente em tubos novos,
pequenos, com tampa de rosca com anel de vedacdo (criotubo), préprios para o
acondicionamento e encaminhamento como mostrado na figura 1.

Frascos como o coletor universal estéril, frasco com lacre metalico, frasco sem tampa de
rosca e sem vedacdo e tubos tipo Eppendorf ndo devem ser utilizados, pois podem
facilitar o vazamento do liquido biolégico ou do sangue contido nos fragmentos de
tecidos, prejudicando a qualidade dos ensaios e a biosseguranca tanto dos individuos

durante o transporte quanto dos funcionarios responsaveis pela manipulacdo das
amostras (Figura 2).
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Fechar a tampa do tubo, evitando derramamentos ou vazamentos. Se ocorrer
derramamento da amostra sobre quaisquer superficies de trabalho, proceder,
imediatamente, a desinfeccdo das areas com solucao de hipoclorito de sddio 2% (v/v).

As amostras de fragmentos de tecidos devem ser enviadas em tubos com ou sem
solucdo salina estéril. Nunca em formol.
As amostras devem ser estocadas a —20°C até o transporte.

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

ascos com tampa ndo rosqueavel e Tubos tipo
sem vedagdo Eppendorf

Figura 2. Exemplos de frascos/tubos que NAO devem ser utilizados
acondicionamento e transporte dos materiais bioldgicos.
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5. Transporte e encaminhamento das amostras pelos AL Regionais

As amostras devem ser previamente congeladas a -20°C e encaminhadas em gelo seco
preferencialmente, ou pelo menos, mantidas congeladas com gelox em caixas de isopor
para garantir a qualidade da amostra. Os tubos devem ser mantidos em pé durante o
transporte para impedir possiveis derramamentos.

Os tubos com fragmentos de tecidos pds-6bito devem ser embalados individualmente
com saco pléastico para auxiliar na contencdo do material.

6. Transporte e encaminhamento das amostras pelos IAL Regionais

O transporte das amostras deve ser realizado em caixa propria para transporte de
material bioldgico (UN3373), seguindo as normas de biosseguranca (Figura 3). As
amostras devem ser encaminhadas em gelo seco para garantir a qualidade ao Nucleo de
Gerenciamento de Amostras Bioldgicas do IAL-S&o Paulo com a solicitacdo de exame
de PCR para Meningites Bacterianas (ver endereco abaixo).

EMBALAGEM SECLMDARLL
[CAMISTER)

BIOLOGICAL SUBSTANCE
CATEGORY B
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Figura 3. Acondicionamento, transporte e manuseio das amostras biologicas em
condicdes ideais.

7. Rejeicdo de amostra

Serdo rejeitadas as amostras que chegarem sem vedacdo adequada com evidéncias de
vazamento ou com lacre metalico ou com fita adesiva (fita crepe, esparadrapo) com
evidéncias ou ndo de vazamento.

8. Tipo de material e coleta apds o 6bito

Os materiais/fragmentos aceitos para processamento e realizacdo da qPCR sdo:
meninge, cérebro, cerebelo, bago, figado, coracdo, liquor e sangue (periférico ou
cardiaco). Os fragmentos de tecidos devem estar in natura ou em solucédo salina, nunca
em formol.

A coleta deve ser feita 0 mais rapido possivel, utilizando um frasco para cada fragmento
de tecido, preferencialmente em até 24 horas ap6s o ébito. Sangue e liquor em até 8
horas. O(s) frasco(s) deve(m) ser devidamente identificado(s) (nome completo do
paciente, tipo de material enviado e data da coleta).

Apdbs 0 Obito as amostras devem ser coletadas com condi¢bes maximas de assepsia,
acondicionadas em frascos ou tubos novos e estéreis e enviadas ao laboratério com
urgéncia seguindo as orientagdes acima.

Qualquer davida sobre os procedimentos para qPCR entrar em contato com o IAL-S&o
Paulo, Centro de Imunologia, com Maristela Salgado, telefone (11) 3068-2899 ou pelo
e-mail rede.pcr@gmail.com.

Coleta e semeadura de amostras de lesédo petequial

1. Raspado da Lesao

Fazer assepsia da pele no local da lesdo com alcool 70%. Escarificar o centro da les&o,
com auxilio de uma ponta de agulha esteril (calibre 21 ou 23) até que comece um leve
sangramento. Coletar o material exposto pela escarificagdo da lesdo preferencialmente
com alca bacteriologica descartavel. O material também podera ser coletado com swab
de rayon ou alginato de célcio, todavia estas alternativas ttm menor rendimento.

Semear imediatamente, por esgotamento, o material coletado, em placa com agar
sangue de carneiro 5% ou agar chocolate 5%, nas condi¢cGes mais assepticas possiveis.
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Adicionalmente, com o material coletado da lesdo, fazer esfregacos de 3 a 4 mm de
diametro, em laminas de microscopia para coloracdo de Gram.

As laminas e as placas de meio de cultura semeadas devem ser enviadas ao laboratdrio,
a temperatura ambiente, imediatamente ap0s a coleta.

No laboratorio, recomenda-se ap0s a secagem, fixar os esfregacos cobrindo a lamina
com duas gotas de metanol por 1 minuto, drenar o excesso, sem lavar. Proceder a
coloracdo de Gram. Com relacdo a cultura, estriar o material na placa com auxilio de
uma alca bacteriologica estéril e incubar as placas em estufa, sob atmosfera de 5 a 10%
de CO,, a 37°C, por 24 a 48 horas.

2. Aspirado da Lesdo

Fazer assepsia da pele no local da lesdo com alcool 70%. Pingar 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 tuberculinica 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 les@o e, em seguida aspirar o liquido injetado.

Dispensar o material aspirado imediatamente em placa com agar sangue de carneiro 5%
ou agar chocolate 5% e, em seguida, estriar o material na placa com auxilio de uma alca
bacterioldgica 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.

As laminas e as placas de meio de cultura semeadas devem ser enviadas ao laboratdrio,
a temperatura ambiente, imediatamente ap0s a coleta.

No laboratdrio, recomenda-se proceder como orientado para o raspado da lesé&o.

Acondicionamento e transporte de amostras destinadas a pesquisa de leptospira

1. Pesquisa por cultura

Realizar a coleta de liquor e/ou sangue preferencialmente antes da administracdo de
antibioticos e na primeira semana do inicio dos sintomas.

Liquor — coletar e semear assepticamente 1 mL da amostra em tubo com meio de
cultura para leptospiras.

Sangue — coletar e semear no momento da coleta, assepticamente, dois tubos com meio
de cultura para leptospiras. Um tubo com 1 gota de sangue e 0 outro com 2 gotas de
sangue.

Conservar e transportar a temperatura ambiente a ao abrigo da luz em caixa isotérmica.
Os meios de cultura devem ser retirados no laboratério de leptospirose do Centro de
Bacteriologia, IAL-S&o Paulo.
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2. Teste de aglutinacdo microscépica

Coletar 1 a 3 mL de liquor em tubo de polipropileno estéril com tampa rosqueada.
Conservar em geladeira e transportar entre 2 a 8°C (até 24 horas) com gelo reciclavel
em caixa isotérmica.

OBSERVACOES

As amostras deverdo ser encaminhadas com a ficha de solicitagédo (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).

Para mais informagGes consultar o manual eletronico de exames em
http://www.ial.sp.gov.br/ial/servicos/exames-amostras-biologicas.

Para notificar casos de meningites e informacdes epidemioldgicas adicionais, ligar para
0800 555466 (CVE-SP), a disposicao 24 horas.
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