


Ministério da Saude

José Serra
Ministro de Estado da Saude

Jodo Yunes
Secretdrio de Politicas de Salude

Pedro José Novais Chequer
Coordenador Geral do Programa Nacional de DST/AIDS-MS

Miriam Franchini
Coordenadora Geral do projeto TELELAB

Autores

Cldaudia Renata Fernandes Martins
José Anténio Pinto S& Ferreira
Luis Alberto Peregrino Ferreira

Luiz Fernando de Gdes Siqueira
Maria Luiza Bazzo
Miriam Franchini
Oscar Jorge Berro
Silvio Valle

Assessoria Pedagdgica

Maria Ldcia Ricciotti Ribinik
Maristela Arantes Marteleto

Técnicas para coleta de secrecodes. - Brasilia: Ministério da
Saude, Programa Nacional de Doencas Sexualmente
Transmissiveis. AIDS, 1997.

51 p. :il. - (Série TELELAB).

1. Coleta de secrecodes. . Programa Nacional de
Doencas Sexualmente Transmissiveis e AIDS (Brasil).
I, Série TELELAB.




Os responsaveis pela implantacdo do
TELELAB empenharam foda sua
capacidade profissional para tornar este
projeto digno da qualidade técnica e
cientifica e da eficiéncia que nossa
coordenadora geral sempre imprimiu Qs
realizacées do Programa Nacional de
DST/AIDS do Ministério da Saude.

A Dra. Lair Guerra de Macedo
Rodrigues, exemplo de coragem e
lideranca, dedicamos este trabalho.

Pedno (Cheguer












5

i
<e»f—i'

Agora vocé faz parte do sistema de educacdo a disténcia para
profissionais da saude, envolvidos com o diagndstico laboratorial das
Doencas Sexualmente Transmissiveis e AIDS - DST/AIDS - TELELAB.

O TELELAB foi criado para levar até vocé cursos com informacodes
indispensdveis para que seu frabalho seja realizado dentro dos padrdes
de qualidade estabelecidos pelo Programa Nacional de Doencas
Sexualmente Transmissiveis e AIDS, do Ministério da Saude - PN-DST/AIDS-
MS.

Assistindo ao programa de video e estudando este manual vocé
terd a oportunidade de verificar o que pode ser mudado no seu dia a dia
e o0 que pode ser mantido.

Assim, vocé terd mais confianca nos resultados do seu trabalho e
mais tfranquilidade no que se refere & sua seguranca pessoal.

GUARDE ESTE MANUAL PARA CONSULTAR SEMPRE
QUE NECESSARIO. ELE E SEU. USE-O!

Para esclarecimento de duvidas e sempre que precisar, comunigue-se
diretamente com

TELELAB - PN-DST/AIDS-MS
Telefax gratuito: 0800 - 61 - 2436
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Funcionamento do seu curso TELELAB

Inscricdo Agora que vocé jd fez a inscricdo e o

Pré-teste Pré-teste, estd na hora de se organizar
para fazer seu curso! Vocé tem 1 més
para conclui-lo.

Assista ao video quantas vezes vocé

Video e . -
Manual precisar. No manual, estdo todos os
conteudos para o seu estudo.
l Faca o pods-teste e responda ao
Pés-teste questiondrio  de  avaliagdo.  Suas
Questiondrio de mformggoes sdo fundamentais para a
Avaliacdo melhoria do TELELAB.
Para obter o certificado, vocé deverd
acertar no minimo 80% do teste.
Certificado Depois da correcdo do seu teste pelo
PN-DST/AIDS, vocé receberd o
certificado.

Ao final deste curso, vocé serd capaz de:

e identificar os procedimentos e técnicas
recomendados pelo PN-DST/AIDS para a
identificacdo, a coleta, o preparo, o
armazenamento e o fransporte de amostra de
secrecoes; e

e executar a identificacdo, a coleta, o
preparo, o armazenamento e o fransporte de
amostras de secrecdes obedecendo aos

RESULTADOS N9s He o
QUALIDADE CONFIAVESS critérios técnicos, critérios de controle de

qualidade e cuidados de biosseguranca
recomendados.
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INTRODUGAO
O PROFISSIONAL DE SAUDE
E O PACIENTE







INTRODUCAO

A necessidade, crescente e constante, de combater e confrolar as
Doencas Sexualmente Transmissiveis (DST), tem estimulado especialistas
para o desenvolvimento de estratégias e metodologias capazes de
atender, em nivel local, grandes massas populacionadis.

Nesta perspectiva, o laboratdrio oferece contribuicdo indispensdvel
para a agilizacdo das rotinas de diagndstico.

Além disso, frente a quadros com variacdes de caracteristicas
clinicas e a casos com multietiologia, cada vez mais freqUentes, o
laboratdrio se apresenta como Unica alternativa de diagndstico.

O correto diagndstico laboratorial depende da coleta adequada
das amostras para os ftestes.

Este manual apresenta, passo a passo, os procedimentos e técnicas
recomendados pelo Programa Nacional de Doengas Sexualmente
Transmissiveis e AIDS do Ministério da Saude, para coleta, identificacdo,
semeadura, armazenamento e transporte de amostras de secrecdo
uretral, vaginal, endocervical, anal e ocular. Ao mesmo tempo, alerta
vocé para os critérios de controle de qualidade e os cuidados de
biosseguranca indispensdveis para o desempenho seguro de suas tarefas.
Para saber mais sobre o diagndstico laboratorial das DST/AIDS, faca os
outros cursos da série TELELAB.

Lembre-se: tudo comeca com a coleta adequada das amostras.

O PROFISSIONAL DE SAUDE E O PACIENTE

Como receber o paciente e que informacdes fornecer?

Receba o paciente com simpatia e cordialidade. A cada etapa,
expliqgue os procedimentos a que ele vai ser submetfido, de modo a
transmitir-lhe tranquilidade.

Em que casos se deve aconselhar o paciente a fazer também os testes
de Sifilis e HIV?

Todo paciente atendido nas clinicas de DST/AIDS deve ser
estimulado a fazer os teste de Sifilis e HIV.
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A AMOSTRA

Quais as amostras colhidas no homem para o diagndstico laboratorial das
DST2

Em pacientes do sexo masculino, a secrecdo uretral € o material de
escolha para o diagndstico da uretrite gonocdcica e da clamidia, além
do exame a fresco para diagndstico de Trichomonas sp., Gardnerella
vaginalis e Candida sp. Novos testes utilizando a urina como amostra
estdo sendo desenvolvidos, porém ainda ndo apresentam a eficiéncia
desejada.

Quais as amostras colhidas na mulher para o diagndstico laboratorial das
DST2

A secrecdo endocervical e a uretral sdo as mais indicadas. A coleta
da secrecdo vaginal € indicada apenas para criancas, para mulheres
histerectomizadas e para o diagndstico de Trichomonas sp., Gardnerella
vaginalis e Candida sp. A secrecdo uretral é utilizada em casos de uretrite
ou quando, por indicacdo e combinacdo com a coleta endocervical,
aumentar a possibilidade de um diagndstico conclusivo para Neisseria
gonorrhoeae ou Clamidia.

Que outras amostras podem ser utilizadas para o diagndstico das DST?

A secrecdo ocular, em casos de oftalmia gonocdcica ou por
clamidia em recém-nascidos; a secrecdo anal, em casos suspeitos de
infeccdo gonocdcica anal e a secrecdo orofaringea em pacientes que
apresentam sinfomas clinicos.

Qual o teste de escolha para o diagndstico da uretrite gonocdcica
masculina?

A bacterioscopia pela técnica de coloracdo de Gram é a mais
indicada. Em pacientes masculinos, esta técnica tem sensibilidade em
torno de 95% para caracterizacdo de uma amostra positiva, além de ser
muito rdpida e econémica.

A cultural do gonococo, em homens, estd reservada aos casos de
suspeita de resisténcia desta bactéria aos antimicrobianos. A cultura é
recomendada também quando a bacterioscopia for negativa e
permanecer a suspeita clinica, e para amostras de secrecdo anal,
orofaringea e ocular.

TECNICAS PARA COLETA DE SECRECOES PN-DST/AIDS/Ministério da Saude



Qual o teste de escolha para o diagndstico da infeccdo gonocdcica na
mulhere

A cultura do gonococo € o teste de escolha para diagndstico dessa
infeccdo na mulher.

A bacterioscopia ndo deve ser utilizada, pois apresenta baixa
sensibilidade em amostras femininas.

Quais os testes de escolha para o diagndstico das infeccdes por
clamidia?

Tanto para pacientes do sexo masculino quanto feminino, o método
"Padrdo-Ouro" para o diagndstico da clamidia é a cultura celular.
Entretanto, esse método & de dificil execucdo e estd disponivel em
poucos laboratdrios do pais.

O PN-DST/AIDS do Ministério da Saude recomenda o teste de
Imunofluorescéncia direta (IFD) para servicos com pequeno nimero de
amostras. Para servicos com grande rotina sdo recomendados os testes
imunoenzimdaticos do tipo ELISA seguidos, no caso de amostras reagentes,
de um teste confirmatdrio do tipo "Blocking" (reacdo de bloqueio) ou de
IFD.

Para saber mais sobre os testes para clamidia faca o curso
Diagndstico Laboratorial da Clamidia da Série TELELAB.

Quais os materiais necessarios para fazer a coleta de secrecées?

& Sala;

pia;

mesa ginecoldgica;

foco de luz;

espéculo vaginal;

swab ou zaragatoa de haste de aluminio com algoddo tratado e
ndo tratado;

swab ou zaragatoa de haste de pldstico ou madeira com algoddo
tratado e ndo tratado;

metanol;

lGminas;

laminulas;

gaze estéril;

solucdo salina estéril;
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meios de cultura;

meios de transporte;

etiqueta para identificacdo de amostra;

Lapis;

recipiente com boca larga, paredes rigidas e tampa contendo
hipoclorito de sédio a 2%,

luvas descartdveis; e

®- touca, mdscara e éculos.

Que tipo de swab deve ser utilizado para a coleta de secrecdese

Depende da finalidade da coleta.

Para bacterioscopia, exame a fresco e algumas culturas
bacterioldgicas de rotina, utilize swab com haste pldstica, aluminio ou
madeira e algoddo ndo tfratado.

Para cultura de gonococo, utilize swab com algoddo alginatado ou
com carvdo. O swab comum de algoddo é confra-indicado, pois 0s
dcidos graxos presentes no algoddo inativam os gonococos, impedindo o
seu crescimento em meios de cultura.

Para imunofluorescéncia direta - IFD, ensaio imunoenzimdtico - ELISA
ou cultura de clamidia, utilize swab com haste pldstica ou de aluminio.

O swab de haste de aluminio tem o di@émetro mais adequado para
coleta de secrecdo uretral.

Jamais utilize swab tratado com carvdo na coleta de amostras
para clamidia, pois o carvéo deixa residuos que interferem na
qualidade da amostra.

Se vocé utilizar swab fratado com carvéo na coleta de amostra
para a cultura do gonococo, colha antes a amostra para clamidia.

?,
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Figura 1: swabs diversos
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Qual a seqUéncia para coletas de amosfras no homem?@

Para definir a seqUéncia, utilizamos como exemplo um paciente
que teve solicitacdo de exames para pesquisa dos principais agentes
etioldgicos causadores das DST.

Observe a seqUéncia:

1. Exame a
Fresco

Secrecao 2. Bacterioscopia
Uretral Meétodo de Gram

3. Cultura
Gonococo

4. Clamidia
IFD / ELISA

Essa seqUéncia deve ser adaptada segundo a solicitacdo do médico,

desconsiderando as etapas que incluem exames que ndo foram
solicitados.

Colha primeiro a amostra para clamidia, se vocé utilizar swab
com algoddo tratado com carv@o, na coleta de amostra para
cultura de gonococo.
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Como fazer a coleta da secrecdo urefral masculina para exame a

frescoe
1)
2)
3)
4)
S)
6)
7)

8)

Coloque uma gota de salina sobre uma I&dmina previamente
identificada;

solicite ao paciente para retrair o prepuicio;

limpe a secrecdo emergente com gaze estéril;

cerfifique-se de que a uretra esteja reta;

infroduza o swab cerca de 2 centimetros no canal uretral,
afravessando a fossa navicular;

gire o swab delicadamente de 8 a 10 vezes para absorver a
secrecao;

retire o swab, coloque a secrecdo sobre a salina na I&dmina e
homogeinize; e

cubra com uma laminula e examine o esfregaco sob
microscopia em aumento de 40 x.

Lembre-se: A fossa navicular € uma porcdo da uretra anterior, distante
cerca de 2 cm do meato uretral externo. Devido a sua anatomia,
concentra microrganismos vidveis para pesquisa, sem a contaminacdo
de agentes externos ou da acdo de enzimas contidas na secrecdo.

Figura 1:

Meato uretral

uretra anterior, fossa navicular e meato uretral externo.
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Qual é o procedimento na coleta da secrecdo uretral masculina para o
diagndstico do gonococo?

1) Solicite ao paciente para retrair o prepucio;

2) limpe a secrecdo emergente com gaze estéril;

3) infroduza o swab alginatado ou com carvdo cerca de 2
centimetros no canal uretral, atravessando a fossa navicular;

4) gire o swab delicadamente de 8 a 10 vezes para absorver a
secrecdo; e

5) retire o swab, faca um esfregaco fino e homogéneo ou inocule a
amostra em meio de cultura apropriado.

Qual é o procedimento de coleta da secrecdo uretral masculina para o
diagndstico da clamidia?

1) Solicite ao paciente para retrair o prepucio;

2) limpe a secrecdo emergente com gaze estéril;

3) Introduza o swab, com haste de aluminio, cerca de 4 centimetros
no canal uretral;

4) gire delicadamente o swab de 8 a 10 vezes para obter o maior
numero de células epiteliais possiveis. Lembre-se que «a
Chlamydia trachomatis € uma bactéria intracelular e o seu
diagndstico laboratorial depende do niUmero de células contidas
na amostra.

S&o necessdrias pelo menos 50 células epiteliais; e

5) faca um esfregaco fino e homogéneo ou cologue o swab em

meio de conservacdo para ELISA.

Atencdo:

A coleta de amostra de secrecdo uretral para o diagndstico
laboratorial do gonococo e da clamida deve ser feita de preferéncia
pela manhd, antes do paciente urinar. Caso isso ndo seja possivel,
espere pelo menos trés horas apds a Ultima miccdo.

Assegure-se de que o paciente ndo esteja sob o efeito de tratamento
com antibiético. A coleta sé deverd ser realizada 7 dias apds o término
do tratamento.

Jamais colete a secrecdo emergente!l A acdo das enzimas presentes
inativam ou destréem os microrganismos, impedindo sua observacdo
ou cultivo.
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SECRECAO FEMININA
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Qual a seqUéncia para coleta de amostras na mulher?

Para definicdo da seqUéncia, fomamos como exemplo uma
paciente que teve solicitacdo de exames para a pesquisa dos principais
agentes etiolégicos causadores das DST.

Observe a seqUéncia:

1. secregdo Clamidia
uretral IFD / ELISA
2. secrecdo Exame a
vaginal Fresco
Bacterioscopia
|_ Método de Gram
3. secrecao Cultura
endocervical I— Gonococo
IFD / ELISA

Essa seqUéncia deve ser adaptada segundo a solicitacdo do médico,
desconsiderando as etapas que incluem exames que ndo foram
solicitados.

Caso o swab utiizado na coleta da amostra para cultura de
gonococo seja fratado com carvdo, colha primeiro a amostra
para os testes de clamidia.
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Qual o procedimento de coleta da secrecdo urefral feminina para o
diagndstico da clamidia?

1) Faca a expressdo da secrecdo das gladndulas parauretrais

pressionando a parede vaginal com o dedo médio;

2) introduza o swab cerca de 2 centimetros na uretra; e
3) colete a secrecdo girando delicadamente o swab de 8 a 10

vezes.

Figura 3: coleta de secre¢do uretral feminina.

Atencdo: Faca a coleta apds trés horas da Ultima miccdo.

Como fazer a coleta da secrecdo vaginal para o exame a fresco?

Em mulheres, a secrecdo do fundo do saco vaginal pode ser
ufilizada para o exame a fresco. Este exame permite a pesquisa de
Candida sp, Trichomonas sp e Gardnerella vaginalis.

1)
2)
3)
4)

5)

Coloque uma gota de salina sobre uma I&mina limpa,
previamente identificada;

infroduza o espéculo;

colete a amostra do saco vaginal com o auxilio de um swab;
retire o swab, coloque a secrecdo sobre a salina na l&dmina e
homogeinize; e

cubra com laminula e examine imediatamente o esfregaco sob
microscopia em aumento de 40 x.

Em criancas e em mulheres histerectomizadas, a secrecdo do fundo
do saco vaginal é utilizada para exame a fresco, cultura de gonococo e
diagndstico da clamidia.
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Qual é o procedimento de coleta da secrecdo endocervical para o
diagndstico do gonococo?

1) Introduza o espéculo;

2) limpe com gaze estéril a secrecdo do fundo do saco vaginal e a
que recobre o colo do Utero;

3) infroduza o swab alginatado ou com carvdo cerca de 1
centimetro no canal endocervical, girando-o delicadamente de
8 a 10 vezes, para absorver a secrecdo. Cuidado para ndo tocar
as paredes vaginais; e

4) retire o swab, sem tocar as paredes vaginais.

endocervical ;
Figura 4:localzacdo do candl Figura 5: coleta de secregcdo
endocervical. endocervical.

Assegure-se de que a paciente ndo esteja sob o efeito de tratamento
com antibidtico. Neste caso, a coleta sé deverd ser realizada 7 dias apds
o término do tratamento.

Ndo utilize espéculo lubrificado. O lubrificante atua sobre o gonococo,
inativando-o. Se for necessdrio, utilize dgua morna para facilitar a
infroducdo do espéculo.

Jamais utilize alca bacterioldgica para fazer a coleta, por causa do risco
de traumatismo na endocérvice.

Inocule a amostra em meio de Thayer-Martin ou em meio de fransporte de
Amies, imediatamente apds a coleta.

A bacterioscopia pela coloracdo de Gram ndo deve ser ufilizada para o
diagnéstico de infeccdo gonocdédcica na mulher. Sua utilidade reserva-se
ao diagndstico de outros agentes, pois essa técnica apresenta
sensibilidade inferior a 60% na mulher.
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Qual o procedimento de coleta da amostra endocervical para o
diagndstico da clamidia na mulher?2

E o mesmo procedimento descrito na resposta anterior. Observe
apenas o tipo de swab disponivel. Se vocé utilizar swab com carvdo para
a coleta da amostra destinada & cultura de gonococo, colha a amostra
para a clamidia primeiro. Lembre-se que a sensibilidade do diagndstico
laboratorial da clamidia aumenta quando se colhe amostra uretral e
endocervical.

Apds a coleta, faca um esfregaco fino e homogéneo para o teste
IFD ou coloque o swab em meio de conservacdo para ELISA.
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SECRECAO ANAL E OCULAR
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Qual o procedimento de coleta da secrecdo anal para culfura do
gonococo?¢

1) Introduza o swab alginatado ou com carvdo no reto, cerca de 2
centimetros;

2) faca movimentos circulares junto & parede retal raspando o
material das criptas por 30 segundos, para absorver a secrecdo;
e

3) repita o procedimento com novo swab, caso o swab toque as

fezes.

Quais os procedimentos de coleta da secrecdo ocular para cultura do
gonococo e diagndstico da clamidia?

1) Limpe a secrecdo externa ao olho com gaze estéril;

2) afaste a pdlpebra e limpe a secrecdo acumulada nos cantos do
olho; e

3) colete material dentro da conjuntiva ocular, com auxilio do
swab.

Jamais colete secrecdo acumulada no canto do olho.

Figura 1: coleta de secrecdo anal. Figura 2: coleta de secrecdo ocular.
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Como preparar e identificar as IlGminas para bacterioscopia?

1) Identifique corretamente as IGminas; e
2) prepare sempre duas lI&éminas para cada teste, sendo uma de
reserva para o caso de acidente ou resultado insatisfatério da

coloracdo.

Utilize laminas limpas e desengorduradas. Sempre que possivel, utilize
|lGminas novas.

Como preparar esfregacos com qualidade?
Vocé pode fazer um esfregaco fino e homogéneo do seguinte modo:

1) gire o swab delicadamente sobre a superficie central da IGmina.

Obedeca as margens da léming; e
2) deixe o esfregaco secar em temperatura ambiente.

Figura 1: preparacdo de esfregaco para coloracdo de Gram

Ndo esfregue o swab sobre a I&dmina, pois isto destrdi as estruturas
celulares impedindo a diferenciacdo das estruturas celulares e

bacterianas.
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Como fixar o esfregaco para coloracdo de Grame

No método de Gram modificado, recomendado pelo PN-DST/AIDS,
o cristal de violeta ufilizado jgﬁ contém fixador. Para conhecer melhor esse
método, consulte o curso TECNICA DE COLORACAO DE GRAM da Série
TELELAB.

Jamais fixe o esfregaco em chama. Tal procedimento destrdi as
estruturas celulares, devido & répida desidratacdo da amostra.

Como preparar a amostra para o teste de imunofluorescéncia direta - IFD
para Clamidia?2

1) Identifique uma l&mina prépria para IFD;

2) prepare um esfregaco fino e homogéneo;

3) deixe secar em temperatura ambiente;

4) fixe, pingando sobre o esfregaco 3 a 4 gotas de metanol;
5) deixe evaporar em temperatura ambiente;

6) embale em papel aluminio; e

7) identifique externamente a amostra.

Figura 2: procedimento de embalagem da [Gmina

Essa amostra pode ser conservada em geladeira por até 72 horas
antes do envio para o laboratério. Ou congelada a -20°C por 6
meses.
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“CNICAS PARA COLETA DE SECRECOES







Como semear e armazenar a amostra para cultura de Neisseria
gonorrhoeaqe utilizando o meio de Amies?

1) Assegure-se de que o meio estd em condigdes de uso e &
tfemperatura ambiente, antes do uso;

2) introduza o swab completamente no meio;

3) feche bem a tampa do tubo; e

4) deixe em temperatura ambiente até o envio para o laboratério.

O meio de Amies, utilizado para transportar amostras para
cultura de Neisseria gonorrhoeae, € uma mistura de sais
balanceados e carvdo, que preservam o gonococo Vidvel
por 8 horas, no mdximo. A semeadura em meio de Thayer-
Martin modificado deve ocorrer dentro deste periodo.

Figura 1: semeadura no meio de Amies.
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Como semear e incubar amostras para cultura de Neisseria gonorrhoeae
em meio de Thayer-Martin modificado?

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)

8)

Assegure-se de que o meio estd em condicdes adequadas de
uso e a temperatura ambiente;

faca no meio uma estria em forma de '"Z". Gire o swab
delicadamente sobre o meio até completar a estria;

reestrie no sentido inverso do "' com uma alca bacterioldgica
estéril e resfriada;

coloque as placas em posicdo de cultura (com o meio para
baixo), dentro de uma lata;

coloque, no fundo da lata, um chumaco grande de algoddo
embebido em muita dgua para garantir a umidade;

utilize o sistema da vela ou do comprimido efervescente para
obter uma atmosfera entfre 3 e 7% de COz;

feche hermeticamente a lata, vedando-a com fita crepe ou
esparadrapo; e

incube em estufa a 35°C enfre 24 e 48 horas e envie para o
laboratdrio.

Figuras 2 e 3: semeadura em meio de Thayer-Martin.

Thayer-Martin modificado € o meio de cultura especifico
para o crescimento e isolamento da Neisseria
gonorrhoeae. Compde-se principalmente de um meio base
para o gonococo, acrescido de hemoglobina, suplementos
vitaminicos e solucdo de antibidticos para impedir o
crescimento de contaminantes.
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Como criar uma atmosfera de CO» utilizando o método da vela?2

1) Prenda uma vela na parede interna da lata onde foi colocado o
meio. Vocé também pode prender a vela sobre a tampa de uma
placa de Petri e colocd-la dentro da lata com o meio;

2) acendaavelo; e

3) tampe bem a lata e vede-a com fita adesiva ou esparadrapo.

Como criar uma atmosfera de CO:z utilizando o método do comprimido
efervescente?

1) Embeba um algoddo em dgua e coloque-o sobre a tampa de uma
placa de Petr;

2) cologue sobre o algoddo um comprimido efervescente;

3) cologue a tampa da placa com o algoddo e o comprimido dentro
dalata que contém o meio; e

4) tampe bem a lata e vede-a com fita adesiva ou esparadrapo.

Como semear as amostras para isolar outros agentes infecciosos em
uretrites, vaginites e cervicites?

A Neisseria gonormhoeae, a Chlamydia trachomatis, o
Trichomonas vaginalis, a Candida sp e a Gardnerella vaginalis sdo
responsdveis por mais de 95% das uretrites, vaginites e cervicites.

Apds a exclusdo desses agentes como causadores do quadro
infeccioso diagnosticado, a cultura de outras bactérias pode ser Util.

Vdrios meios de cultura podem ser utilizados, incluindo o meio de
tioglicolado, dgar-sangue e o dgar-mac-Conkey.

Para a semeadura em meio de tioglicolato proceda como a seguir:

1) Infroduza o swab no tubo, agitando-o vigorosamente no meio de
culturg; e

2) retire cuidadosamente o swab, pressionando-o contra as paredes do
tulbo para tirar o excesso do liquido.

Nos meios sdlidos de dgar-sangue e dgar-mac-Conkey proceda como
na semedura no meio de Thaver-Martin modificado.
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No caso de uretrites, vaginites e cervicites nGo gonocdcicas, que meio de
fransporte utilizare

Utilize o meio de Stuart.

1) Introduza o swab com a amostra completamente no meio; e
2) deixe em temperatura ambiente até o envio ao laboratdrio.

O meio de Stuart é utilizado para transportar amostras para
cultura de cocos Gram-positivos e bastonetes Gram-
negativos, mantendo as bactérias vidveis por 24 horas
(tempo de seguranca) até serem semeadas em meio
especifico para crescimento.

Como conservar as placas de Thayer-Martin nos servicos de DST/AIDS?

As placas de Thayer-Martin devem ser guardadas em sacos
pldsticos bem vedados e conservadas sob refrigeracdo. Devem ser
utilizadas, em média, até 10 dias apds o seu preparo. Depois desse
periodo, a atividade dos antibidticos comeca a diminuir. Além disso, o
meio sofre um processo de desidratacdo, tornando-se inadequado para
uso.

Como conservar os meios de Amies e Stuart nos servicos de DST/AIDS?

Esses meios devem ser conservados no refrigerador, no mdéximo por
1 més apds a sua preparacdo. Caso os meios tenham sido adquiridos j&
prontos, siga as instrucdes do fabricante.

TECNICAS PARA COLETA DE SECRECOES PN-DST/AIDS/Ministério da Saude



TRANSPORTE
ECNICAS PARA COLETA DE SECRECOES

2
>

46\2}5'







Asamostras para exame afresco podem ser transporfadase

O exame a fresco deve ser redlizado imediatamente no proprio local de
coleta porque o transporte e a demora alteram a sensibiidade deste método.

Como transportar as amostras para exame bacterioscopico pela técnica de
Gramze

As 1&minas para bacterioscopia pela técnica de Gram devem ser
fransportadas em temperatura ambiente.

Certifique-se de que as ducs IGminas estdo coretamente identificadas e
embaladas em papel aluminio.

Como transportar asamostras para testes de Clamidia?2

As léminas de IFD para Clamidia e os tubos para teste de ELISA, devem ser
transportados, devidamente identificados e embalados, em caixa témica com
gelo.

Como transportar o material colhido para cultura da Neisseria
gonomhoeae?

As amostras conservadas em meio de fransporte de Amies devem ser
fransportadas em caixa térmica, d temperatura ambiente, devidomente
identificadas.

As placas de Thayer-Martin devem ser enviadas ao laboratdrio dentro de lata
vedada, com tensdo de CO2 e umidade, apds 24 a 48 horas de incubacdo, ou
seja, apds o crescimento primdrio da cultural.

Atencdo: Jamais refrigere a amostra para cultura de gonococos,
pois eles sdo inativados sob baixas temperaturas.
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Para cuidar da sua seguranca, do seguranca de seus
colegas de trabalho e do meio ambiente, obedeca
aos procedimentos basicos de
biosseguranca em laboratadrios:

Figura 1. Simbolo de risco bioldégico
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Todo cuidado é pouco na manipulacdo de materiais bioldgicos,
tais como soro, sangue ou secrecoes, fluidos orgdnicos, tecidos, etc.
Redobre suas precaucdes, pois esses materiais sdo potencialmente
infectantes e muitas vezes estGo contaminados com agenftes
etioldgicos diferentes do que se estd pesquisando, ou ainda
desconhecidos. Nunca pipete com a boca e jamais cheire placas de
cultura.

Lembre-se de que, com a automacdo, aumentou muito o
numero de amostras processadas em laboratdrio e,
conseqUentemente, aumentou também o risco de contaminacdo.
Como vocé sabe, é dificil afirmar que um profissional se contaminou, de
fato, em servico. Isso faz com que as doencas infecto-contagiosas
causadas por acidentes de frabalho ndo sejam devidamente
notificadas; em conseqUéncia, as medidas de seguranca envolvendo
o biorrisco acabam ndo sendo implementadas.

A inativacdo do soro a 56 °C por 30 minutos em banho-maria ndo
elimina o potencial infectante da amostra.
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Use sempre Equipamento de Protecdo Individual (EPI): avental ou
jaleco longo de mangas compridas e punho retrdtil, luvas descartdveis,
oculos de protecdo, pipetadores manuais ou automaticos e, quando for
o caso, protetor facial.

Os EPI sdo regulamentados pelo Ministério do Trabalho e seu uso visa
a minimizar a exposicdo do técnico aos riscos e evitar possiveis acidentes
nos laboratdrios. Note que, ds vezes, os profissionais de laboratdrio
precisam de um tempo para se adaptar ao uso dos equipamentos na sua
rotina. O importante é que vocé se adapte e incorpore a utilizagcdo dos
EPI & sua prdtica profissional. O uso indevido dos EPI, ao invés de proteger,
poderd ocasionar acidentes.

Figura 2. llustracdo dos principais equipamentos de protecdo individual
(EPI)
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Evite a formacdo e dispersdo de aerossais.

Aerossois sGo microparticulas sdlidas e liquidas com dimensées
aproximadas entre 0,1 e 50 micra que podem, caso confenham
microorganismos, permanecer em suspensdo e plenamente vidveis por
varias horas.

A pipetagem, flambagem de alcas, abertura de frascos e ampolas,
manipulacdo de seringas, agulhas, lancetas, I&dminas e oufros
assemelhados podem gerar e propagar aerossois.

Abertura de frascos, ampolas, tubos e garrafas de cultura requer
cuidados especiais. Envolva a parte a ser aberta com um pedaco de
gaze. Utilize um pedaco de gaze para cada material, prevenindo assim a
contaminacdo cruzada. Descarte-a imediatamente em hipoclorito de
sédio a 2%.

Centrifugas, agitadores e maceradores, quando manipulados sem
as precaucdes e abertos antes da total parada ou término da operacdo,
igualmente podem contaminar o ambiente laboratorial.
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Jamais reencape agulhas. Esse procedimento é uma das principais
causas da contaminacdo de profissionais de sadde por microorganismos,
existentes no sangue e em outros fluidos orgdnicos, como por exemplo, o
virus da hepatite B e o HIV. Apds a coleta, vocé deve descartar esse
material diretamente em recipiente de paredes rigidas com tampa,
contendo hipoclorito de soédio a 2%, em volume superior a . do
recipiente.

Lembre-se: cada mililitro de sangue contaminado com o virus da
hepatite B contém 100.000.000 de particulas virais, que podem
permanecer vidveis por até uma semana. Basta 1{uma) dessas particulas
para contaminar uma pessoaq.

St .:ﬁ""iq_..u.

Hipoclorito de sddio a 2%

e

S A

Figura 3. llustracdo do descarte de agulha em recipiente apropriado.
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Reduza ao mdximo o manuseio de residuos, em especial, os
perfurocortantes. Descarte o rejeito perfurocortante diretamente em
recipiente de paredes rigidas, contendo hipoclorito de sédio a 2%. Deixe
em imersGo total no minimo por 24 horas e, em seguida, faca a
autoclavacdo desse material.

Esta € uma regra bdsica para diminuir os riscos de acidente nos
laboratérios. E fundamental que os materiais perfurocortantes sejam
autoclavados depois da imersdo em hipoclorito de sédio a 2%. S entdo
esses materiais devem ser encaminhados ao lixo hospitalar. O
acondicionamento dos residuos de laboratério deve seguir a Norma
Brasileira (NBR) 9190 da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas - ABNT,
gue recomenda sacos brancos leitosos para os residuos potencialmente
infectantes e hospitalares e escuros para o lixo comum.

Os profissionais responsdveis pela limpeza e conservacdo devem ser
bem orientados e usar equipamentos de protecdo. Todos 0s recipientes
para descarte devem estar identificados.

Lembre-se de que, pela legislacdo brasileira, quem gera o residuo é
o responsdvel pela sua eliminacdo e controle.

No caso dos materiais reutilizGveis, como vidraria e utensilios,
deposite-os em recipiente contendo o desinfetante prdprio, pelo tempo
de contato recomendado e, em seguida, faca a autoclavacdo. Depois,
lave normalmente esses materiais e guarde-os para uso posterior.
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Identifique e sinalize os principais riscos presentes em seu laboratdrio.
Produtos e dreas que oferecem risco devem ser marcados com o0s
devidos simbolos internacionais em etiquetas auto-adesivas padrdo.

Veja, a seguir, os principais simbolos associados aos riscos em
laboratdrios.

>

\

PERIGO BIOLOGICO

Entrada permitida somente para pessoas autorizadas

Natureza do risco:
Funciondrio responsavel:
Em caso de emergéncia, chame por:

Telefone diurno: Telefone residencial:

A permissdo para entrar no laboratério deve ser solicitada
d pessoa responsavel cujo nome consta acima

Figura 4. Simbolo de risco biolégico para entrada de laboratérios.
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Risco Biolégico Téxico
’.' %
Risco Radioativo Explosivo

e
W

Inflamavel Corrosivo
Irritante Comburente
Figura 5. Principais simbolos internacionais associados aos riscos em

laboratorios.
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Verifique sempre as condicées de funcionamento  dos
Equipamentos de Protecdo Coletiva (EPC): extintores de incéndio,
chuveiros de seguranca, lava-olhos, pia para lavagem de mdos, caixa de
areia e cabine de seguranca bioldgica.

Existem trés tipos de cabines de seguranca bioldgica disponiveis no
mercado: as de classe |, classe Il e classe lll. Sdo recomendadas para o
uso em laboratdrios clinicos as de classe Il. Veja a figura 6, na pdgina
seguinte.

Procedimentos que devem ser observados na cabine de seguranca
biolégica:

4 descontamine a superficie interior, antes e depois do uso, com gaze
estéril embebida em desinfetante adequado;

4 ligue a cabine e a luz ultravioleta 20 minutos antes e deixe tudo ligado
pelo mesmo tempo ao final de sua utilizacdo;

4 use avental de mangas longas, luvas descartdveis e mdscara; ndo
efetue movimentos rdpidos ou bruscos dentro da cabine e evite
operacdes que causem turbuléncia;

4 ndo use bico de Bunsen, pois pode acarretar danos ao filtro HEPA e
causar desequilibrio do fluxo de ar. Se necessdrio, use incinerador
elétrico ou microqueimador automdtico; e

4 mantenha as grelhas anteriores e posteriores da cabine desobstruidas.
A cabine ndo é um depdsito. Evite guardar equipamentos ou
quaisquer outros objetos no seu interior.
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CLASSE | CLASSE I CLASSE IlI

Figura 6 : ilustracdo das cabines de seguranca bioldgica - classes |, Il e |Il.

As cabines de classe | e Il sdo consideradas como barreira de
protecdo parcial e a de classe lll € uma barreira de protecdo total.
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Para descontaminacdo pessoal, de equipamentos e superficies
fixas, utilize desinfetantes eficientes e adequados. Use sempre produtos
registrados no Ministério da Saude.

Ndo existe um desinfetante Unico que atenda a todas as
necessidades. E fundamental conhecer os diversos agentes quimicos e
sua compatibilidade de uso para evitar custos excessivos e utilizacdo
inadequada.

Para a descontaminacdo de amostras bioldgicas na rotina dos
laboratdrios clinicos, recomendamos os compostos liberadores de cloro.
O mais comumente utilizado € o hipoclorito de sédio a 2%. Sua forma mais
ativa é o dcido hipocloroso (HOCI), que é formado em solucdes com pH
entre 5 e 8. A eficdcia do cloro decresce com o aumento do pH e vice-
versa. Cabe lembrar que a atividade desse dcido é diminuida na
presenca de matéria orgdnica, fato que deve ser considerado quando
aplicado em superficies contendo sangue e outros liquidos corpdreos. Os
hipocloritos tém sua estabiidade dependente de fatores como
concentracdo, temperatura, pH, luz, metais e prazo de validade.

Os hipocloritos sdo corrosivos para metais. Objetos de prata,
aluminio e até mesmo de aco inoxiddvel sdo atingidos, quando imersos
em solucdes rotineiramente utilizadas em laboratdrio. Hipoclorito de sédio
€ toxico e causa irritacdo na pele e olhos. Se ingerido, provoca corrosdo
das membranas e mucosas e sua inalacdo causa irritacdo severa no frato
respiratério.  Jamais misture os hipocloritos com outras substancias
quimicas, tais como desinfetante, dlcool, solucdes germicidas, etc.

Apds o tratamento por 24 horas com hipoclorito de sédio a 2%, os
materiais devem ser autoclavados. A autoclavacdo é recomendada
tendo em vista a possibilidade do hipoclorito ndo afingir as partes do
material a ser esterilizado. Caso isso ndo seja possivel, a alternativa é o
método de fervura por periodo ndo inferior a 30 minutos.
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Para descontaminacdo pessoal, de equipamentos e superficies
fixas, ufilize desinfetantes eficientes e adequados. Use sempre produtos
registrados no Ministério da Saude.

Eficiéncia antimicrobiana de alguns agentes quimicos desinfetantes frente
a agentes microbianos

’ ‘ Bactérias ‘ Virus ‘ Virus ‘Mlcrobcciérlos Fungos ‘ Esporos
lipofilicos | hidrofilicos bacterianos

[Etanol Ji o et pulosenes ¢ ofmete ¢ o IDEHY ox |ikansh | skioe
ommsklalde. | + i o dinen [ okt | Boestt o [l e
Blutaraldeido| + | o+ | + | + | + | +
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uatemarios - - + - + -
] ) il e e - 2]
i R N R (O SRRl S - s sl s
(+) Atividade

(-) Auséncia de atividade
(v) Varidvel de acordo com o microorganismo
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Tenha muifo cuidado com a manipulacdo e estocagem de
subst@ncias quimicas. Leia com atencdo as informacdes contidas nos
rotulos.

A estocagem de matéria-prima deve ser feita em armdrios
apropriados, bem ventilados, ao abrigo da luz solar e calor. Eimportante
observar a incompatibilidade entre as diferentes substéncias.

Sempre que recomendado pelo fabricante, os agentes quimicos
devem ser manipulados em capelas de exaustdo quimica devidamente
instaladas. Atencdo: ndo confunda capela de exaustdo quimica com
cabine de seguranca bioldgica.

Veja a seguir os riscos relacionados a cada categoria quimica:

Categoria quimica e riscos relacionados

Grupo Quimico Risco
Acidos Corros@o
Bases Corrosé@o
Cianetos e Sulfetos Envenenamento
Liguidos Inflamaveis Incéndio
Sélido Inflamavel Incéndio
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Seja sempre consciente da importdncia de suas acdées na
preservacdo do biosseguranca em seu local de trabalho:

AN

lave as maos antes e depois de qualquer procedimento laboratorial;

EN

nunca pipete com a boca;

EN

jamais cheire placas de cultura;

AN

dentro do laboratério, ndo fume, ndo coma, ndo beba, ndo prepare
refeicoes;

# quando estiver usando luvas, nGo manuseie objetos de uso comum,
como telefones, macanetas de portas e janelas, jornais, revistas, etc.;

# ndo guarde alimentos ou bebidas em geladeiras e congeladores para
armazenagem de material biolégico; e

4 vacine-se rotineiramente contra a hepatite B.
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CONSIDERACOES FINAIS

Muitas das atividades aqui descritas para a identificacdo, coleta,
semeadura, cultura, armazenamento e fransporte de amostras de
secrecdo para testes laboratoriais j& fazem parte do seu cotidiano. Faca
uma reflexdo sobre o que acabou de ler e verifique o que pode ser
mantido, modificado e incorporado a seu trabalho, para que a sua
prdtica profissional se desenvolva de acordo com os procedimentos
técnicos e cuidados de biosseguranca recomendados pelo Programa
Nacional de Doencas Sexualmente Transmissiveis e AIDS, do Ministério da
Saude.

Utilize esse manual, junto com o video, como fonte permanente de
consulta. Mantenha este manual sempre ao seu alcance e faca dele um
instrumento a mais de trabalho.

Vocé tem comunicacdo direta com o Telelab pelo nUmero:

TELEFAX GRATUITO - 0800 61 2436

SEGURANGCA

RESULTADOS

QUALIDADE CONFAVEIS
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