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1 – SINÔNIMO

Cultura de urina, Urinocultura, Urocultura

2 – OBJETIVO

Este POP estabelece critérios e procedimentos cujo objetivo seja isolar e quantificar bactérias patogênicas trato urinário e diferenciar infecção de contaminação.
3 – CAMPO DE APLICAÇÃO

Este POP se aplica ao isolamento e identificação do patógeno causador da infecção urinária e direcionar o tratamento médico

4 – COLETA

As informações são explicadas verbalmente e entregues por escrito:

4.1 – Jato médio

4.1.1 – Paciente adulto: 

Frasco estéril de boca larga;

Lavar bem os genitais externos com água e sabão neutro, retirar o excesso de sabão com gaze úmida, abrir o frasco (cuidado para não tocar o interior), desprezar o primeiro jato e coletar diretamente no frasco a porção intermediária.

Fechar bem o frasco e levar ao laboratório sob refrigeração (banho de gelo) no prazo máximo de 2 horas.

Se amostra coletada de madrugada, colocar na geladeira até o momento de transportá-la e levar ao laboratório sob refrigeração  (banho de gelo).

4.1.2 – Crianças pequenas ou recém-natos

Usar coletor próprio e estéril

Após a higienização dos genitais, colocar o saco coletor e aguardar a criança urinar. Ao urinar, fechar o saco coletor.

Refazer a higiene e trocar saco coletor se a criança não urinar dentro de 60 minutos. Repetir este processo sempre que atingir o prazo de 60 minutos.

Caso haja dificuldade da coleta, a hidratação da criança é permitida, bem como massagear a região abdominal com éter.

Se a coleta não for feita no laboratório, transportar sob refrigeração (banho de gelo) no prazo máximo de 2 horas.

Se amostra coletada de madrugada, colocar na geladeira até o momento de transportá-la e levar ao laboratório sob refrigeração  (banho de gelo).

4.2 – supra-púbica

 
Este é um procedimento realizado apenas pelo médico e deve ser avaliada a necessidade deste tipo de coleta por se tratar de um método invasivo.

4.3 – paciente com sonda

Coletar amostra com auxílio de seringa e agulha estéreis.


A amostra deve ser coletada do tubo de látex que conecta a bolsa à sonda, após a devida assepsia do mesmo.

5 – DEFINIÇÕES 

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

5.1 – DA AMOSTRA

· Toda amostra deve:

·  estar sob refrigeração

·  o prazo entre a coleta e o transporte ao laboratório não pode ser superior a 2 horas.

· Urina colhida por micção (jato intermediário) em frasco estéril e de boca larga;

· Urina colhida de punção supra-púbica;

· Urina colhida de cateterização ou de sonda;

· Urina colhida em saco coletor – para o caso de crianças.

5.2 – DAS AMOSTRAS INADEQUADAS 

· Jato primário (exceto se houver pedido específico do médico);
· Amostra colhida com menos de 4 horas antes da última micção (segunda micção da manhã);
· Amostra colhida sem higiene prévia;
· Amostra em frasco não estéril;
· Amostra colhida com coletor e contaminadas com fezes;
· Amostra de coletores infantis que permaneceram por mais de uma hora aderidos à criança;
· Amostra colhida na bolsa coletora de pacientes com sonda;
· Amostra sem refrigeração e cujo prazo entre a coleta e o transporte ao laboratório for superior a 2 horas.
· Amostra com conservantes como o formol
5.3 – DOS LIMITES DE DETECÇÃO

· O uso de antibióticos e de diuréticos pode diminuir sensivelmente a contagem de colônias;

· Amostras colhidas inadequadamente poderão apresentar contaminação pela microbiota natural da região;

· Amostras não refrigeradas poderão apresentar um sobrecrescimento de bactérias contaminantes

· Meios de cultura e reativos sem controle interno de qualidade poderão apresentar resultados incompatíveis

6 – SIGLAS

BACTE – Bacteriologia Geral

POP – Procedimento Operacional Padrão

CGP – Cocos Gram Positivos

BGN – Bacilos Gram Negativos
CLED – Cistina-Lactose-Eletrólitos-Deficiente

UFC – Unidade Formadora de Colônia

UFC/ml – Unidade Formadora de Colônia por mililitro

TSA – Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos (Antibiograma)

7 – PROCEDIMENTOS 

7.1 – PRINCÍPIO DO MÉTODO 

Crescimento bacteriano em meios de cultura seletivos e diferenciais que propiciam o desenvolvimento de patógenos de interesse em infecções urinárias e sua quantificação pela semeadura com alça calibrada. O objetivo é isolar e quantificar bactérias patogênicas do trato urinário, diferenciando infecção de contaminação ou colonização.
7.2 – REAGENTES E MATERIAL

· Placas de Ágar Cled, Agar Mac Conkey (opcional) e Ágar Sangue;
· Alça comum de níquel-cromo;

· Alça calibrada 1:1000 (10 –3)

· Pilot para Retroprojetor;

· Lápis Dermográfico;

· Bico de Bunsen;

· Lâminas para coloração de Gram;

· Corantes para realizar a coloração de Gram;

· Hipoclorito de sódio à 2%;

· Álcool à 70%;

· Gaze em compressa;

· Papel toalha.

7.3 – EQUIPAMENTOS

· Câmara de segurança biológica;

· Microscópio ótico; 

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

· Refrigerador.

7.4 – PREPARAÇÃO DOS REAGENTES E INSUMOS

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)

7.5 – PROCEDIMENTO ANALÍTICO

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 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 Homogeneizar a amostra;

5.2 Retirar o material (uma alíquota) do frasco com auxílio da alça calibrada flambada e fria e realizar uma estria central seguida de uma perpendicular nas placas de Cled, Mac Conkey (opcional) e Ágar Sangue (figs 1 e 2);

5.3 Realizar a semeadura propriamente dita com alça comum de níquel-cromo flambada e fria. Realizar estrias perpendiculares às estrias iniciais (figs 3, 4 e 5) para obter colônias isoladas; 

6. Incubar as placas semeadas 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. Decorrido o período de incubação das placas semeadas: 

8.1 Se não houver crescimento bacteriano ou for inferior a 40.000 UFC/ml, re-incubar por mais 24 horas;

8.2 Havendo o crescimento de até dois tipos de colônias, realizar a contagem de cada tipo de colônia, realizar a coloração de Gram segundo o POP para coloração de GRAM e proceder a identificação e antibiograma segundo os POPs adequados.

8.3 Se necessário, a semeadura poderá ser refeita (retrabalho da amostra) desde que a amostra esteja sob refrigeração e no prazo máximo de 24 horas.  Após o período de 24 horas, a amostra deverá ser rejeitada.

8.4 Se houver desenvolvimento de três ou mais espécimes considerar contaminação e liberar a amostra
        Fig 1

        Fig 2

     Fig 3

   Fig 4

 Fig 5


7.6 – EXPRESSÃO DE RESULTADOS

· Se a contagem do número de colônias for inferior a 40.000 UFC/ml, re-incubar por mais 24 horas e após este período, fazer nova análise;
· Se houver desenvolvimento de três ou mais espécimes considera-se contaminação. Liberar o laudo da seguinte forma:
“Contaminação de Coleta. Solicitamos nova amostra”

Colocar na observação do Laudo:

“Solicitamos maior atenção nas informações de coleta e transporte da amostra”

· Se após 48 horas não houver crescimento bacteriano ou for inferior a 40.000 UFC/ml, liberar o laudo: 

“Não revelou crescimento bacteriano após 48 horas de incubação à 37ºC”
· Se houver desenvolvimento de uma ou duas espécies cuja contagem individual for acima de 40.000 – 100.000 UFC/ml, realizar a coloração de Gram seguida da identificação e antibiograma. Liberar o laudo com contagem de cada tipo de colônia isolada juntamente com o gênero, e se possível a espécie, do microrganismo isolado e seu respectivo antibiograma;

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 e diuréticos pode diminuir sensivelmente a contagem e crescimento das colônias;

· Amostras colhidas inadequadamente poderão apresentar contaminação pela flora normal da uretra e/ou da região vaginal;

· Amostras não refrigeradas poderão apresentar um sobrecrescimento de bactérias contaminantes, “positivando” a cultura.

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 no prazo de 48 horas; 

· 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 CLED E ÁGAR SANGUE
	

	
	24horas/35-37ºC

	
	

	SEM CRESCIMENTO BACTERIANO OU INFERIOR A 40.000 UFC/ ml 
	
	CRESCIMENTO BACTERIANO ACIMA DE 40.000 UFC / ml
	
	CRESCIMENTO DE 3 TIPOS DE COLÔNIAS OU MAIS *

	+ 24horas/35-37ºC
	
	
	
	

	
	

	SEM CRESCIMENTO BACTERIANO OU INFERIOR A 40.000 UFC/ ml 
	
	CRESCIMENTO BACTERIANO ACIMA DE 40.000 UFC / ml
	
	AVALIAÇÃO DAS COLÔNIAS (INCLUINDO A CONTAGEM)

	
	

	
	

	LIBERAR RESULTADO :

“NÃO REVELOU CRESCIMENTO BACTERIANO APÓS 48 HORAS DE INCUBAÇÃO À 37ºC.”
	
	SEGUE PROCEDIMENTO
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	
	GRAM

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	

	
	

	CGP
	
	BGN

	
	
	

	
	VER POP  
	
	VER POP 


	*  NESTE CASO LIBERAR O RESULTADO:

“CONTAMINAÇÃO DE COLETA. SOLICITAMOS NOVA AMOSTRA”

 E COM A OBSERVAÇÃO 

“Solicitamos maior atenção nas informações de coleta e transporte da amostra”
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11 – ANEXOS
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