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BACTERIOLOGIA GERAL




MANUTENÇÃO DE CEPAS NO SETOR DE BACTERIOLOGIA GERAL
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1 – SINÔNIMO

NA
2 – OBJETIVO

Este POP estabelece critérios e procedimentos cujo objetivo seja aplicar a manutenção das amostras bacterianas de origem ATCC ou da rotina ou do CEQ utilizadas no controle de funcionamento dos meios de cultura, reagentes e corantes usados na rotina bacteriológica
3 – CAMPO DE APLICAÇÃO

Este POP se aplica na padronização da manutenção das amostras bacterianas utilizadas no controle de funcionamento dos meio de cultura, reagentes e corantes usados na rotina bacteriológica
4 – COLETA

NA
5 – DEFINIÇÕES 

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

5.1 – CEPAS ATCC

· Toda cepa bacteriana de referência e de origem ATCC.

5.2 – CEPAS COMUNS

· Toda cepa bacteriana de origem clínica (paciente) ou do provedor de ensaios (PNCQ/SBAC) através do CEQ.

6 – SIGLAS

BACTE – Bacteriologia Geral

NA – Não Aplicável

POP – Procedimento Operacional Padrão

ATCC – American Type Culture Collection

CEQ – Controle Externo da Qualidade

PNCQ – Programa Nacional de Controle de Qualidade
SBAC – Sociedade Brasileira de Análises Clínicas
CEQ – Controle Externo da Qualidade

CIQ – Controle Interno da Qualidade

TSB – Tryptcase Soy Broth 
BHI – Brain Heart Infusion Broth

7 – PROCEDIMENTOS

7.1 – REAGENTES E MATERIAL

· Placas de Ágar Sangue;
· Caldo BHI 
· Ágar simples
· TSB com 5 % de sangue
· TSB com 10 a 20% de glicerol
· Alça  e agulha comum de níquel-cromo;

· Pilot para Retroprojetor;

· Lápis Dermográfico;

· Bico de Bunsen;

· Lâminas para coloração de Gram e Albert – Laybourn;

· Corantes para realizar a coloração de Gram e Albert – Laybourn;

· Meios bioquímicos e de triagem;

· Hipoclorito de sódio à 2%;

· Álcool à 70%;

· Gaze em compressa;

· Papel toalha.

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

Realizar todos os procedimentos sempre dentro da área de segurança do bico de Bunsen e semear uma amostra por vez.

7.2 – Estoque das cepas ATCC e comuns

1. Verificar a pureza da cepa ao semear em Ágar sangue e incubar por 18 – 24 horas em temperatura e atmosfera exigida pela cepa

2. Realizar testes bioquímicos, conforme POP específico, para a confirmação da identificação

3. Após verificar pureza e confirmar identificação bacteriana, com cultura jovem (máximo de 24 horas de crescimento), realizar a semeadura em “Tryptcase Soy Broth (TSB)” com 10 a 20% de glicerol. Para cada cepa, semear, no mínimo em 2 tubos.

4. Colocar imediatamente em freezer : - 20º C para estoque

5. Para as cepas que serão usadas no próprio mês: semear, para cada cepa, em 4 tubos de ágar simples.

6. As cepas de S.pneumoniae devem ser estocadas em meio de TSB com 5% de sangue de carneiro e imediatamente congeladas. Esta cepa não pode ser semeada em ágar simples
7. Todas as culturas deverão ser rotuladas com o nome das bactérias, número de referência e data do repique

7.3 – Culturas de trabalho

1. Retirar um tubo da cultura de estoque e fazer isolamento em meios enriquecidos ou não enriquecidos, de acordo com a exigência nutricional da bactéria em questão

2. Selecionar colônias isoladas e cultivar em ágar simples ou ágar sangue, de acordo com a exigência nutricional da bactéria (tubos de rosca inclinado ou em placas).

3. Manter à temperatura ambiente ou refrigerada ( 2 a 8ºC)

4. Fazer novos subcultivos a partir da cultura de trabalho, sempre que necessário.

5. Anualmente, fazer novo repique a partir da cultura estoque.

6. Todas as culturas deverão ser rotuladas com o nome das bactérias, número de referência e data do repique
7.4 – INTERFERENTES

Devido ao fato das cepas sofrerem vários repiques, a mesma pode ser contaminada a qualquer momento. Quando houver discrepâncias entre o resultado esperado e o obtido, verificar se houve contaminação da cepa. Fazer re-isolamento conforme item 7.3.

O repique sucessivo também pode provocar mutações, principalmente das cepas ATCC, e conseqüente alteração dos resultados previstos.

7.5 – ESTABILIDADE E ARMAZENAMENTO
· Semeadas em ágar simples (nutriente) e mantidas em refrigeradores (2 a 8ºC) – por até 6 meses

· Semeadas em agar simples e mantidas em temperatura ambiente – por até 2 meses

· Armazenadas conforme descrito no item 7.2 deste pop – cepas de S.pneumoniae  por até 1 ano e as demais cepas por até 2 anos.

7.6 – Controle de Qualidade
Ver POP adequado

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 (caso de Material Clínico). 

· 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%; 

· No caso de quebra de lâmina, desprezar no recipiente próprio e observando todos os cuidados;

· Ao terminar o procedimento, guardar os frascos contendo o volume restante das amostras, os swabs ou as placas com crescimento bacteriano em refrigerador com temperatura de 2ºC à 8ºC, até o final do processo de identificação. Após esse período descartá-los.

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

9 – FLUXOGRAMA DO PROCEDIMENTO

NA

10 – REFERÊNCIAS BIBLIOGRAFICAS

· Trabulsi, L.R. & col. – Microbiologia – Livraria Atheneu, 1991
· Henry, J.B. – Diagnósticos Clínicos e Conduta Terapêutica por Exames Laboratoriais – Ed. Manole – 1983 
11 – ANEXOS

NÃO POSSUI




























Nº da cópia

















Aprovação








Data:       /       /














Verificação








Data:       /       /























Elaboração








Data:       /        /





LOGO


DO LABORATÓRIO















































PAGE  
5
.

