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1 – SINÔNIMO

Cultura de fezes; Coprocultura; Pesquisa de enteropatógenos nas fezes; Pesquisa de Salmonella sp., Shigella sp. e Escherichia coli enteropatogênica clássica (EPEC) e Escherichia coli enteroinvasora (EIEC)
2 – OBJETIVO

Este POP estabelece critérios e procedimentos cujo objetivo seja isolar e identificar Salmonella sp., Shigella sp. e Escherichia coli enteropatogênica clássica (EPEC) e Escherichia coli enteroinvasora (EIEC) das amostras fecais ou swabs retais ou swab fecais de pacientes com diarréia ou portadores assintomáticos. 

3 – CAMPO DE APLICAÇÃO

Este POP se aplica ao isolamento e identificação do patógeno causador da diarréia. 

4 – COLETA

4.1 – Fezes


Orientar ao paciente para coletar as fezes, sem urina, em frasco limpo e seco de boca larga.


Transportar ao laboratório no prazo de 60 minutos em temperatura ambiente.


Amostras de recém-natos e crianças pequenas com uso de fraldas: assim que a criança evacuar, transferir imediatamente para o frasco coletor. A amostra não pode estar contaminada com urina pois pode prejudicar a análise.

4.2 – Swab Retal


Swab introduzido além do esfíncter anal, realizar movimentos rotatórios suaves por alguns segundos. Procedimento realizado, normalmente, por equipe médica ou de vigilância sanitária.


Retirar o swab e introduzir imediatamente no meio de transporte.


Encaminhar ao laboratório sem refrigeração no prazo máximo de 72 horas.

4.3 – Swab Fecal


Para os casos de ter feito a coleta de fezes e não for possível encaminhar no mesmo dia para o laboratório, passar o swab nas fezes – procurar partes com muco e/ou sanguinolentas – com movimentos rotatórios por alguns segundos. 
Retirar o swab e introduzir imediatamente no meio de transporte.


Encaminhar ao laboratório sem refrigeração no prazo máximo de 72 horas.
5 – DEFINIÇÕES 

Para efeito deste POP, aplicam-se as seguintes definições:

5.1 – DA AMOSTRA

·  O prazo entre a coleta e o transporte ao laboratório não pode ser superior:

·  à 1 hora, se Fezes “in Natura” e mantido em temperatura ambiente;

·  à 05 horas, se Fezes “in Natura” e mantido em refrigeração;

·  à 72 horas, se Swab com meio de transporte e mantido em temperatura ambiente;

·  à 07 dias, se Swab com meio de transporte e mantido em refrigeração

· Fezes colhida “in natura” em frasco de boca larga;

· Swab fecal em meio de transporte tipo Cary-Blair ou similar→ fezes colhidas e, devido a distância grande do laboratório (outro município por exemplo), passado para um swab;

· Swab retal em meio de transporte tipo Cary-Blair ou similar;

5.2 – DAS AMOSTRAS INADEQUADAS 

· Swab sem meio de transporte;
· Swab com meio de transporte, mas mantido em temperatura ambiente por tempo superior à 72 horas;
· Swab com meio de transporte, mas mantido sob refrigeração por tempo superior à 07 dias;
· Fezes “in natura” mantida em temperatura ambiente por tempo superior a 01 hora;
· Fezes “in natura” colhidas em fralda descartável;
· Fezes “in natura” contaminadas com urina;
· Fezes “in natura” com conservantes;
· Fezes “in natura” mantida sob refrigeração por tempo superior a 05 horas.
5.3 – DOS LIMITES DE DETECÇÃO

· O uso de antibióticos pode diminuir sensivelmente a sensibilidade de isolamento da bactéria patogênica;

· A semeadura de grandes quantidades de amostra pode causar a viragem do pH dos meios e não permitir a obtenção de colônias isoladas;

· Algumas amostras podem apresentar aglutinação inespecífica com todos os anti-soros (cepas auto-aglutináveis, rugosa). Nestes casos re-isolar a cepa e repetir a sorologia. Caso a auto-aglutinação se repita, o resultado é inconclusivo.

· Meios de cultura, anti-soros e reativos sem controle interno de qualidade poderão apresentar resultados incompatíveis

6 – SIGLAS

BACTE – Bacteriologia Geral

POP – Procedimento Operacional Padrão

SS – ágar Salmonella Shigella

EMB – Eosin Methylene Blue (Eosina-azul de metileno)

LIA – Lisina Iron Agar

TSI – Tri Sugar Iron / Triplice açúcar-ferro
SIM – meio para as provas de produção de gás Sulfídrico, Indol e Motilidade

TSA – Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos (Antibiograma)

EPEC – Escherichia coli enteropatogênica clássica 

EIEC –  Escherichia coli enteroinvasora
7 – PROCEDIMENTOS 

7.1 – PRINCÍPIO DO MÉTODO 

Crescimento bacteriano em meios de cultura seletivos e diferencias propiciam o desenvolvimento das enterobactérias de importância clínica nas gastroenterites. A partir disto é possível realizar a identificação por métodos bioquímicos e a sorotipagem de bactérias presentes na amostra.

7.2 – REAGENTES E MATERIAL

· Placas de ágar SS e Levine / EMB / Teague;
· Tubos com meio(caldo) de Tetrationato de Kauffmann e de Selenito de Sódio;

· Alça e agulha de níquel-cromo;

· Pilot para Retroprojetor;

· Bico de Bunsen;

· Placa de vidro transparente e plana;

· Meios de triagem e bioquímico: TSI, Uréia de Christensen ou Fenilalanina, SIM, Citrato segundo Simmons, Malonato, Glicerol, Manita com Durhan, LIA;

· Meio para sorologia: Ágar Simples;

· Anti-soros polivalentes para: Salmonella sp, Shigella flexneri, Shigella sonnei, Shigella dysenteriae poli I e II, Shigella boydii  poli  I, II e III, Escherichia coli enteropatogênica clássica poli A, B e C e seus monovalentes, Escherichia coli enteroinvasora poli A e B e seus monovalentes;

· Pipeta automática que possua a capacidade de pipetar 10μL e suas ponteiras;

· Palitos plásticos;

· Hipoclorito de sódio à 2%;

· Álcool à 70%;

· Gaze em compressa;

· Papel toalha.

7.3 – EQUIPAMENTOS

· Câmara de segurança biológica;

· Estufa bacteriológica aferida com a temperatura 35-37ºC;

· Refrigerador.

7.4 – PREPARAÇÃO DOS REAGENTES E INSUMOS

Os tubos e as placas devem estar com o meio (ágar) em temperatura ambiente antes da semeadura. Se necessário, fazer um pré-aquecimento colocando as placas na estufa bacteriológica por aproximadamente cinco minutos. Neste caso, a parte inferior da placa (parte contendo o meio) deve ficar em contato com a placa de aquecimento da estufa e a tampa um pouco aberta.

As placas não podem estar com água de condensação no ágar, com contaminação (fungos,colônias bacterianas), com o meio desidratado (ressecado)

Os reativos e soros devem estar em temperatura ambiente.

7.5 – PROCEDIMENTO ANALÍTICO

7.5 1 – SEMEADURA PRIMÁRIA 

1. Para todas as amostras: fazer a conferência dos pedidos com as amostras e verificar se as amostras estão adequadas;

2. Registrar no livro de rotina os pedidos dos pacientes;

3. Antes de iniciar a semeadura, limpar a bancada de trabalho com hipoclorito e álcool 70 %;

4. Numerar as placas e os tubos com o número do laboratório com o auxílio do pilot;;

5. Sempre dentro da área de segurança do bico de Bunsen, semear uma amostra por vez seguindo o procedimento abaixo:

5.1 Material de swab: 


5.1.1 Placas: esgotar o material do swab em um ponto da placa e com a alça comum de níquel-cromo flambada e fria, realizar a semeadura com estrias para isolamento a partir do ponto de aplicação da amostra (semeadura direta) (Fig 1 a 4);

5.1.2 Caldos: passar o swab no tubo com o meio de Tetrationato de Kauffmann e Selenito de Sódio e esgotar o algodão molhado nas paredes internas do tubo (Fig 5);

5.2 Material de fezes “in natura”: 

5.2.1 Placas: com a alça comum de níquel-cromo flambada e fria, retirar uma pequena amostra e esgotar em um ponto da placa para depois realizar a semeadura com estrias para isolamento (semeadura direta) (Fig 1 a 4);

5.2.2 Caldos: com a alça comum de níquel-cromo flambada e fria, retirar uma pequena amostra e esgotar no tubo com o meio de Tetrationato de Kauffmann e Selenito de Sódio (Fig 5);


6. Incubar as placas e tubos semeados por 18 – 24 horas à 35 – 37ºC;

7. Ao final do trabalho: flambar as alças, deixar esfriar e guardar. Limpar a bancada com hipoclorito e álcool 70%;

8. Após o período de 18 – 24 horas, na área de segurança do bico de Bunsen e agitar os tubos contendo os meios de Tetrationato de Kauffmann e Selenito de Sódio, retirar com o auxílio da alça comum de níquel-cromo uma alíquota caldo; 

9. Esgotar em um ponto da placa de SS para depois realizar a semeadura com estrias para isolamento e incubar a placa semeada à 35 – 37ºC por 18 – 24 horas (Fig 6 a 9)



OBS. Para a mesma amostra pode-se dividir a placa de SS. Em uma metade semear o material do Tetrationato de Kauffmann e na outra metade o do Selenito de Sódio;


10. Decorrido o período de incubação, pesquisa-se as colônias suspeitas:

· SS – colônias transparentes com ou sem produção de H2S (ponto negro no centro da colônia).

· Levine / Teague / EMB – colônias transparentes e colônias com brilho metálico

11. Havendo colônias suspeitas, selecionar, para cada placa, de 3 a 6 colônias e realizar a identificação

7.5.2 – IDENTIFICAÇÃO

1. Antes de iniciar, limpar a bancada de trabalho com hipoclorito e álcool 70 %;

2. Sempre dentro da área de segurança do bico de Bunsen:

3. Separar uma bateria de meios de triagem e bioquímica para cada colônia suspeita: TSI, Fenilalanina ou Uréia de Chistensen, SIM, Citrato seg. Simmons

4. Numerar os tubos com o número do laboratório com o auxílio do pilot;;

5. Semear os meios de triagem e bioquímica de acordo com o POP de BGN

6. Incubar os tubos semeados por 18 – 24 horas à 35 – 37ºC;

7. Decorrido o período de incubação, realizar a leitura dos meios. Sendo o resultado da primeira triagem negativo, liberar o laudo. Havendo suspeita de Salmonella sp, Shigella sp, Escherichia coli enteropatogênica clássica e/ou Escherichia coli enteroinvasora realizar as bioquímicas complementares (ver semeadura de acordo com o POP de BGN):

a. Para Salmonella sp: Malonato, Glicerol, LIA e Ágar Simples (para possível sorologia);
b. Para Shigella sp: Manita com Durhan, LIA e Ágar Simples (para possível sorologia);
c. Para Escherichia coli enteropatogênica clássica e/ou Escherichia coli enteroinvasora: LIA e Ágar Simples (para possível sorologia);
8. Decorrido o período de incubação, realizar a leitura dos meios. Sendo o resultado das bioquímicas complementares negativo, liberar o laudo;

9. Permanecendo a suspeita de Salmonella sp, Shigella sp, Escherichia coli enteropatogênica clássica e/ou Escherichia coli enteroinvasora, realizar a sorologia para a confirmação de resultado. 

7.5.3 – SOROLOGIA

1. Antes de iniciar, limpar a bancada de trabalho com hipoclorito e álcool 70 %;

2. Sempre dentro da área de segurança do bico de Bunsen:

3. Utilizando o tubo de ágar simples (crescimento bacteriano de 24 horas), fazer uma suspensão bacteriana ao adicionar 01mL de solução salina. Observar a turvação que não deve ser muito densa e nem transparente (equivale a escala nº1 de Mac Farland);

4. Em uma placa de vidro transparente e plana, colocar uma gota (10(L) da suspensão recém preparada e uma gota (10(L) do anti-soro polivalente que irá pesquisar. 

5. Homogeneizar com o auxílio de um palito de plástico de forma a ocupar uma área de aproximadamente 01cm de diâmetro e ficar totalmente homogêneo; 

6. Movimentar a placa de modo que a mistura suspensão/anti-soro se desloque fácil e continuamente. Manter a movimentação por no máximo 02 minutos;

7. Observar a aglutinação com auxílio de luz indireta;

8. Não havendo aglutinação liberar o laudo como negativo; 
9. Algumas cepas de EPEC precisam ter a sua suspensão aquecida antes de realizar a sorologia. Aquecer a suspensão por 5minutos, deixar esfriar e refazer a sorologia;
10. O aparecimento da aglutinação da amostra confirma o diagnóstico. 

11. No caso de aglutinação positiva para Escherichia coli enteropatogênica clássica e/ou Escherichia coli enteroinvasora realizar a sorologia para os monovalentes. Repetir as etapas 04 a 08;

12. Com o resultado positivo da sorologia, realizar o TSA para ser liberado juntamente com o resultado;

13. No caso de diagnóstico de Salmonella sp, deve ser repicado para dois novos tubos com ágar simples. Identificar os tubos com o número do laboratório e enviar, juntamente com a ficha de epidemiologia da amostra, um dos tubos para o laboratório de referência que realizará testes adicionais necessários à identificação da espécie da cepa e arquivo da mesma. O outro tubo deve ser guardado no setor até que se tenha o resultado do laboratório de referência. Este tubo será o de contra-prova ou para o caso de ser necessário de reenviar para o laboratório de referência

7.6 – EXPRESSÃO DE RESULTADOS

· Será relatada a presença ou ausência dos Enteropatógenos aqui pesquisados. No caso de EPEC só será pesquisado em crianças com faixa etária de até 03 anos;

· Nos laudos das amostras de crianças até 03 anos, com ausência dos Enteropatógenos, aqui pesquisados será descrito: “Negativo para Salmonella sp, Shigella sp, Escherichia coli enteropatogênica clássica e Escherichia coli enteroinvasora”
· Nos laudos das amostras de crianças acima de 03 anos, com ausência dos Enteropatógenos aqui pesquisados, será descrito: “Negativo para Salmonella sp, Shigella sp e Escherichia coli enteroinvasora”
· Nos laudos das amostras com presença de um dos Enteropatógenos aqui pesquisados (Salmonella sp, Shigella sp, Escherichia coli enteropatogênica clássica e/ou Escherichia coli enteroinvasora) será descrito o gênero, e quando possível a espécie, do microrganismo isolado e o antibiograma.

· No caso de Salmonella sp, a identificação da espécie será posteriormente notificada à unidade de origem da amostra. Aguardar resultado proveniente do laboratório de referência

7.7 – INTERFERENTES

A execução desta técnica está sujeita a diferentes interferentes, por isso deve ser rigorosamente controlada. Das interferências mais comuns:

· Uso de antibióticos pode diminuir sensivelmente o crescimento das colônias;

· A semeadura de grandes quantidades de amostra pode causar a viragem do pH dos meios e não permitir a obtenção de colônias isoladas;
· Algumas cepas, principalmente de EPEC, podem apresentar aglutinação inespecífica com todos os anti-soros (cepas auto-aglutináveis). Nestes casos, re-isolar a cepa e repetir a sorologia. Caso a auto-aglutinação permaneça, o resultado é inconclusivo.

7.8 – ESTABILIDADE E ARMAZENAMENTO
7.8.1 – DOS MEIOS

· Verificar data de validade
· Armazenamento em refrigeradores (2 a 8ºC)
7.8.2 – DAS AMOSTRAS
· Permanecer guardado no setor até liberação do laudo; 

· Armazenamento em refrigeradores (2 a 8ºC)
8 – BIOSSEGURANÇA

· Manipular e transportar amostras biológicas utilizando jalecos de mangas longas e luvas;

· Receber as amostras devidamente identificadas em recipientes próprios, vedadas e acondicionadas em gelo. 

· Em caso de acidente com amostras biológicas em superfícies, proceder de acordo com as técnicas de biossegurança com a finalidade de evitar a possível contaminação: forrar a área afetada com papel toalha, colocar quantidade suficiente de hipoclorito de sódio à 2%, realizar a limpeza normalmente e no final com álcool 70%; 

· Ao terminar o procedimento, guardar os frascos contendo o volume restante das amostras em refrigerador com temperatura de 2ºC à 8ºC por 24 horas. Após esse período descartá-los.

· Utilizar álcool hidratado à 70%, para desinfecção das mãos após manipulação.

9 – FLUXOGRAMA DO PROCEDIMENTO 

	
	
	AMOSTRA
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	
	

	SEMEADURA EM MEIOS SELETIVOS
	
	SEMEADURA EM MEIOS DE ENRIQUECIMENTO

	
	24 HORAS /35-37ºC
	
	
	24 HORAS / 35-37ºC

	PESQUISA DE COLÔNIAS SUSPEITAS DE Salmonella sp., Shigella sp., Escherichia coli
	
	SEMEADURA EM SS

	
	
	24 HORAS / 35-37ºC

	SEMEADURA EM MEIOS DE TRIAGEM E BIOQUÍMICOS
	
	SEGUE PROCEDIMENTO

	24 HORAS /35-37ºC
	24 HORAS / 35-37ºC
	
	

	MICROBIOTA NATURAL
	
	CONTINUAÇÃO DA IDENTIFICAÇÃO DE 

Salmonella sp., Shigella sp., Escherichia coli

	
	

	LIBERAR RESULTADO:

“ NEGATIVA PARA Salmonella sp., Shigella sp., Escherichia coli enteroinvasora e enteropatogênica”*
	
	SEMEADURA EM MEIOS 
BIOQUÍMICOS COMPLEMENTARES

	
	
	24 HORAS / 35-37ºC

	
	
	
	
	

	
	
	MICROBIOTA NATURAL
	
	SUSPEITA POSITIVA

	
	
	
	

	
	
	
	
	SOROLOGIA

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	NEGATIVO
	
	POSITIVO**

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	REALIZAR TSA

	LIBERAR RESULTADO:

 “ NEGATIVA PARA Salmonella sp., Shigella sp., Escherichia coli enteroinvasora e enteropatogênica”*
	
	
	

	
	
	LIBERAR RESULTADO COM A IDENTIFICAÇÃO BACTERIANA E TSA


* As pesquisas para Escherichia coli enteropatogênica somente será feita em crianças até 03 anos

**No caso de identificar Salmonella, a cepa é enviada para o laboratório de referência para que seja feita a identificação da espécie
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11 – ANEXOS

NÃO POSSUI




























Nº da cópia

















Aprovação








Data:       /       /














Verificação








Data:       /       /























Elaboração








Data:       /        /





LOGO


DO LABORATÓRIO











 Fig 5





Fig 6





Fig 3





Fig 7











Fig 8





Fig 9





Fig 4





Fig 2





Fig 1








PAGE  
9

