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Meningites Bacterianas: Diagnostico e Caracterizagao Laboratorial dos
Agentes Etiologicos

Bacterial Meningitis: Diagnosis and Laboratory Characterization of the
Etiological Agents
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INTRODUCAO

A meningite bacteriana pode ser causada por diversas espécies de bactérias, sendo
as principais Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae e Streptococcus pneumoniae.

O principal reservatério destas bactérias é a nasofaringe humana, particularmente
os individuos portadores. As bactérias sdo transmitidas de pessoa a pessoa por meio de
contaminacdo oral-oral (por meio de goticulas), ou seja, quando do compartilhamento de
alimentos, bebidas ou cigarros, do beijo, ou da tosse ou espirro.

O diagndstico laboratorial para identificacdo do agente etiolégico causador da
meningite é de extrema importancia para a vigilancia epidemiolédgica e para as medidas
de prevencdo e controle. A identificagdo do agente etiolégico pela cultura é considerada
o exame padrdo ouro, pois permite a caracterizacdo antigénica (sorogrupo/sorotipo/
sorosubtipo), genética (genotipo/clone), e de resisténcia antimicrobiana.

O exame quimiocitolégico do liquor permite a contagem e o diferencial das
células, as dosagens de glicose e proteinas, e deste modo, expressa a intensidade do
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processo inflamatdrio/infeccioso e orienta a suspeita clinica. Nas meningites bacterianas
ocorre maior celularidade e o predominio mantido de neutréfilos (Quadro 1). O exame
guimiocitolégico ndao deve ser utilizado na conclusdo do diagndstico das meningites por
sua baixa especificidade.

A cultura, tanto de liquor quanto de sangue (hemocultura), tem alta especificidade e
sua realizagao é de responsabilidade dos laboratdrios dos hospitais, municipios, e regides
de atendimento do caso, assim como os exames de antibiograma, quimiocitolégico,
bacteroscopia e o teste de aglutinacao pelo latex.

As cepas de Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae e Streptococcus
pneumoniae isoladas de liquidos considerados normalmente estéreis (sangue, liquor,
liquido pleural, liquido abdominal e outros) devem ser encaminhadas para sua completa
caracterizacdo e confirmacdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) ao Nucleo de
Gerenciamento de Amostras Bioldgicas do Instituto Adolfo Lutz (IAL) de S3ao Paulo.

Amostras de liquor e/ou sangue também podem ser encaminhadas aos IAL regionais
e/ou Nucleo de Gerenciamento de Amostras Bioldgicas do IAL de Sdo Paulo para a
realizacdao de PCR em Tempo Real (qPCR).

No contexto de um surto e/ou agregado de casos (ocorréncia de doenga em
frequéncia inesperada) o IAL poderd analisar as amostras de todos os casos.

Este informe técnico tem por objetivo aprimorar o acondicionamento, manuseio,
manutencdo etransporte de amostras biolégicas destinadas ao diagndstico e caracterizacao
laboratorial dos agentes etioldgicos que causam meningites bacterianas.

Quadro 1. Exame quimiocitoldgico de liquor nas meningites de acordo com a suspeita clinica

. . células proteina glicose Bacteroscopia
Diagnédstico Aspecto L.
(leucécitos/mm?) (mg/dL) (mg/dLIl) Gram
o RN até 20
limpido , .
Normal . < lano até 10 15-50 45 -100 negativo
incolor i
>lano até5
Meningite bacteriana  |turvo purulento | > 500 (neutrdfilos) > 100 <50 positivo*
Meningite viral limpido até 500 (linfdcitos) normal normal negativo
o o > 10 (linfécitos e o .
Meningite por fungo limpido . aumentado | diminuido positivo**
mondcitos)
o ) 500 — 2000 .
Meningite por parasita |turvo o aumentado normal negativo
(eosindfilos)

*presenca de cocos, diplococos, bacilos ou cocobacilos Gram-positivos ou Gram-negativos; ** presenca de filamentos ou leveduras.
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I. Acondicionamento, manuseio, manutengdo e transporte de cultura bacteriana (cepa)
de Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae e Streptococcus pneumoniae

A cultura bacteriana (cepa) deve ser encaminhada em meio apropriado, com
crescimento bacteriano recente (18 a 24 horas) e adequadamente fechado. Conservar e
transportar a temperatura ambiente em caixa isotérmica.

As bactérias (cepas), em especial as dos géneros Neisseria, Haemophilus e
Streptococcus, sdo exigentes para o seu crescimento em cultura, sendo sensiveis as
condicBes ambientais como temperatura e dessecamento, portanto, é necessario cuidado
quanto ao acondicionamento, manuseio, manutencdo e transporte evitando-se assim
contaminacgdo e/ou inviabilidade das cepas bacterianas.

1. Acondicionamento e Manuseio

O manuseio das culturas bacterianas (cepas) deve obedecer as normas internacionais
de biosseguranga. Em sua maioria, estas bactérias sdo consideradas agentes infecciosos
de Classe de Risco Bioldgico Nivel 2 (NB-2), que corresponde a moderado risco individual e
limitado risco para a comunidade. Entretanto, este risco € aumentado para os profissionais
que manipulam rotineiramente isolados de N. meningitidis quando comparado ao risco da
populacdo em geral. Para estes profissionais estdo indicadas as vacinas meningocécicas de
acordo com o manual dos Centros de Referéncia para Imunobioldgicos Especiais (CRIES).
A recomendacgdo é que as cepas sejam manipuladas por profissionais treinados para o
trabalho com agentes patogénicos; em cabines de seguranga bioldgica NB-2 e com uso
obrigatdrio de Equipamentos de Protecdo Individual (EPI - luva, mdéscara e avental). As
cabines de seguranca bioldgica devem estar com a manutengdo preventiva e/ou corretiva
assegurada.

As bactérias mantém sua viabilidade em meios de cultura adequados, e em
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
bacterianas devem ser repicadas apds este periodo ou devem ser mantidas de forma
congelada. Os meios de cultura mais utilizados sdo: agar sangue de carneiro 5% ou agar
chocolate 5% para N. meningitidis e S. pneumoniae e agar chocolate 5% enriquecido para
H. influenzae.
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2. Manutenc¢ao

A melhor forma de garantir a viabilidade da cultura bacteriana (cepa) por periodo
curto de armazenamento é o crescimento em meios de cultura sélido para o cultivo do
agente a temperatura ambiente. Culturas em caldo ndo devem ser utilizadas, pois facilitam
a contaminac¢do, diminuindo a viabilidade da cepa. Para manter a viabilidade da cepa
isolada por periodo prolongado a melhor forma é o congelamento. 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 bacterianas (cepas) devem ser transportadas em meios de cultura sélidos,
adequados para cada espécie e sem refrigeracdo. Também podem ser utilizados meios de
transporte como o AMIES com carvao ou silica gel, pois mantém a viabilidade bacteriana
por uma semana. As culturas devem ser transportadas em repique recente, isto é, com
crescimento de 18 a 24 horas. Deve-se evitar o transporte das cepas de forma congelada,
mas se for este o transporte escolhido, assegurar gelo seco em quantidade suficiente para
manter a baixa temperatura durante todo o transporte. Nunca transportar as culturas
bacterianas de forma congelada em sangue ou outros meios liquidos ndo recomendados.

O empacotamento das cepas para transporte deve seguir as normas indicadas no
Manual de Biosseguranca de Laboratério (OMS, Genebra, 1987) e as recomendacgdes da
IATA quando o transporte for aéreo. Em resumo, os tubos e/ou placas com as culturas devem
ser envoltos em papel absorvente, seguido de saco plastico, e colocados em recipiente
resistente com tampa, que por sua vez deve ser colocado no recipiente de transporte
de papeldo. O papel absorvente que envolve o tubo ou placa deve ser suficiente para
absorver o conteido completo do recipiente, caso este se rompa. Na caixa de transporte
deve ser colocada uma etiqueta com o nome do laboratério de destino, enderego e a
adverténcia de que se trata de material/agente bioldgico.

Todas as cepas devem ser transportadas acompanhadas de sua identificacdo de origem
(nome do laboratério, cidade, nome do responsdvel pelo envio, informacdes para contato e
outros) e dos dados demograficos do paciente (nome, idade, sexo, data da coleta do material,
suspeita clinica, material clinico de isolamento, cidade de residéncia, medicacdo/antibidticos,
vacinacdao quando disponivel e outros). As culturas bacterianas (cepas) encaminhadas ao IAL
sem identificacdo e informacdo do paciente tem seu valor epidemiolégico comprometido.
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Il. Coleta e semeadura de amostras de lesdao petequial destinadas a pesquisa de Neisseria
meningitidis

1. Raspado da lesao

Fazer assepsia da pele no local da lesdo petequial com 3lcool 70%. Escarificar o
centro da lesdo, com auxilio de uma ponta de agulha estéril (calibre 21 ou 23) até que
comece um leve sangramento. Coletar o material exposto pela escarificacdo da lesao
preferencialmente com alca bacterioldgica descartdvel. O material também podera ser
coletado com swab de rayon ou de alginato de cdlcio, todavia estas alternativas tém menor
rendimento. Semear imediatamente, por esgotamento, o material coletado, em placa
com agar sangue de carneiro a 5% ou agar chocolate a 5%, nas condigdes mais assépticas
possiveis. Adicionalmente, com o material coletado da lesdo, fazer esfregacos de 3 a 4
mm de didmetro, 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 apds a coleta. No laboratdrio, recomenda-se apds a secagem,
fixar os esfregacos cobrindo a lamina com duas gotas de metanol por 1 minuto, drenar o
excesso, sem lavar. Proceder a coloragao de Gram. Com rela¢do a cultura, estriar o material
na placa com auxilio de uma alga bacterioldgica 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 lesao

Fazer assepsia da pele no local da lesdo petequial 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 hemorrdgico 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 fisioldogica estéril no centro da lesdo e, em seguida aspirar ao
liquido injetado. Dispensar o material aspirado imediatamente em placa com agar sangue
de carneiro a 5% ou agar chocolate a 5% e, em seguida, estriar o material na placa com
auxilio de uma al¢a bacteriolégica descartavel ou swab de rayon ou de alginato de célcio.
Adicionalmente, com o material aspirado, fazer esfregacos de 3 a 4 mm de diametro, em
[dminas de microscopia para coloracdo de Gram. As [aminas e as placas de meio de cultura
semeadas devem ser enviadas ao laboratdrio, a temperatura ambiente, imediatamente
apods a coleta. No laboratdrio, recomenda-se proceder como orientado para o raspado da
lesdo.
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1l - Meningites por outras bactérias

Outras bactérias também podem causar meningite, entre elas se destacam:
Streptococcus spp — especialmente espécies do grupo B (pyogenes); Streptococcus
agalactie; Listeria  monocytogenes; Staphylococcus aureus; Staphylococcus spp;
Enterococcus spp; Pseudomonas aeruginosa; Klebisiella pneumoniae; Enterobacter spp;
Salmonella spp; Shigella spp; Escherichia coli; Proteus spp; Treponema pallidum; Leptospira
spp, Mycobacterium tuberculosis, Rickettisia rickettsii e Rickettisia spp.

A coleta das amostras bioldgicas, liquor e/ou sangue e/ou outros, deve ser realizada
preferencialmente antes da introducdo do antibidtico. A cultura permite realizar o teste
de sensibilidade aos antibidticos e a partir do isolamento da cepa é possivel identificar o
género/espécie da mesma. Amostras de sangue devem ser semeadas imediatamente no
frasco de hemocultura adequado para idade (pediatrico ou adulto).

O acondicionamento, manuseio, manutencdo e transporte dessas bactérias podem
ocorrer conforme as orienta¢gGes descritas para Neisseria meningitidis, Haemophilus
influenzae e Streptococcus pneumoniae, levando em consideracdo as caracteristicas de
crescimento e meios de cultura especificos para cada uma delas, assim como a classe
de Risco Biolégico que passa de Nivel 2 para Nivel 3 (NB-3) quando se tratar de cepas de
Mycobacterium tuberculosis.

Os meios de cultura mais utilizados para transporte dessas bactérias sdo: agar
Nutriente, Cary Blair ou similar para Listeria mocytogenes; dgar BHI, Tryptic Soy ou similar
para Staphylococcus spp e Enterococcus spp,; agar Nutriente, MacConkey ou similar para
Salmonella spp, Shigella spp e Escherichia coli; 4gar sangue ou chocolate para Streptococcus
agalactie ou pyogenes; Lowenstein-Jensen (LJ) ou meios comerciais para Mycobacterium
tuberculosis; Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH) para Leptospira spp e meio
BHI para Rickettisia rickettsii e Rickettisia spp.

IV. Coleta e semeadura de amostras destinadas a pesquisa de Micobactérias

1. Pesquisa direta

Liquor — preparar o esfregaco em lamina e, para o exame direto, utilizar a coloragao
de Ziehl Neelsen. Seguir as orientacdes de semeadura e incubacdo descritas no Manual
Nacionalde Vigilancia Laboratorial da Tuberculose e outras Micobactérias (vide referéncias).
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2. Pesquisa por cultura

Liguor - coletar um volume minimo de 5 mL em tubo de polipropileno estéril
com tampa bem fechada. Conservar e transportar em temperatura ambiente em caixa
isotérmica.

Sangue - coletar 3 a 5 mL com assepsia e semear imediatamente no frasco de
hemocultura adequado para idade (pediatrico ou adulto). Conservar e transportar a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz em caixa isotérmica.

V - Coleta, semeadura e transporte de amostras destinadas a pesquisa de Leptospiras

1. Pesquisa por cultura

Realizar a coleta de liquor e/ou sangue preferencialmente antes da administracdo de
antibioticos e até o 72 dia apds o inicio dos sintomas.

Liquor — coletar no minimo 1 mL em tubo estéril ou semear assepticamente 0,5
mL da amostra em tubo com meio de cultura semissdlido para leptospira. Conservar e
transportar a temperatura ambiente, ao abrigo da luz e em caixa isotérmica.

Sangue — coletar e semear no momento da coleta, assepticamente, em dois tubos
com meio de cultura para leptospira. Um tubo com 1 gota de sangue e o outro com 2 gotas
de sangue. Conservar e transportar a temperatura ambiente, ao abrigo da luz e em caixa
isotérmica. O meio de cultura para leptospira EMJH pode ser retirado no laboratério de
Leptospirose do Centro de Bacteriologia do IAL de S3ao Paulo.

2. Pesquisa de anticorpos anti-leptospira pelo teste de aglutinagdo microscépica (MAT)

Liquor - coletar 1 a 3 mL em tubo estéril. Conservar em geladeira e transportar entre
22C a 82C com gelo reciclavel em caixa isotérmica..

Soro - coletar sangue venoso em tubo estéril sem anticoagulante. Apds obtencao
de no minimo 3 mL de soro, conservar em geladeira e transportar entre 22C a 82C com
gelo reciclavel em caixa isotérmica. Recomenda-se a coleta de amostras de soro pareadas,
sendo a primeira no atendimento e a segunda com intervalo de 14 a 21 dias (mdaximo de
60 dias) apds a primeira coleta.
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VI. Coleta e semeadura de amostras destinadas a pesquisa de Treponema

Amostras de liquor, sangue (soro) e fragmentos de tecido para diagndstico de
neurosifilis consultar o manual eletrénico de exames do IAL.

VIl. Coleta, armazenamento e transporte de amostras destinadas a pesquisa de
Rickettisias (Febre maculosa)

Realizar a coleta da primeira amostra de sangue imediatamente apds a suspeita
clinica, preferencialmente antes da introducdo do antibiético. Embora apresente menor
sensibilidade para o diagndstico, nos casos suspeitos de encefalite por febre maculosa,
uma amostra de liquor também podera ser enviada juntamente com a amostra de soro.

1. Pesquisa de anticorpos por rea¢dao de imunofluorescéncia indireta (RIFI)

Coletar 5 mL de sangue em tubo sem anticoagulante, o soro sera utilizado para o
exame. Coletar a 12 amostra de soro na fase aguda da doencga (até 7 dias apds o inicio
dos sintomas) e a 22 amostra a partir de 15 dias da primeira. Para envio imediato (até 6
horas) conservar em geladeira e apds esse periodo o soro deve ser separado e conservado
em freezer a -209C, transportado em caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel, em
guantidade suficiente para manter as amostras congeladas até a chegada ao laboratério.
As amostras sé serdo processadas ap6s o recebimento da 22 amostra, quando em reacgao
pareada buscar-se-a identificar a elevagao de titulos de anticorpos especificos (2 titulos
ou 4 vezes a diluicdo) entre a primeira e a segunda amostras.

Devido a janela imunoldgica, ou seja, o periodo apds a infec¢ao que o organismo
leva para produzir concentracdes de anticorpos detectaveis pela RIRI, a primeira amostra
nao serd processada isoladamente, pois na maioria dos casos resultard em falso negativo
prejudicando a avaliacdo do clinico e dos dados epidemiolégicos sobre o agravo. Para este
exame, os resultados da pesquisa de IgG sdo mais especificos do que a pesquisa de IgM,
por esta razdo sé os anticorpos IgG sdo utilizados para o diagndéstico da febre maculosa.

2. Pesquisa por Imuno-histoquimica (IHQ)

A pesquisa de antigeno em fragmentos de tecido e érgdos é realizada por meio da
imunoperoxidase, e os resultados consistem na demonstracdo positiva de antigenos em
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células endoteliais de amostras de bidpsia ou autopsia em cortes de tecido parafinado,
associados a lesdo endotelial com espectro de lesdo da pele variando desde infiltrados
linfomononuclear até quadros de intensa vasculite leucoclastica.

Os fragmentos de tecido (pele, figado e/ou pulméao), de aproximadamente 1,5cm?,
devem ser acondicionados em frasco individual de boca larga (tipo coletor universal)
contendo solucdo fixadora, formalina 10% ou formalina tamponada no volume de 20 vezes
o volume do fragmento. Identificar o frasco com nome do paciente e local do fragmento
coletado. Conservar e transportar em temperatura ambiente em caixa isotérmica em até
48h. Evitar temperaturas acima de 409C.

3. Pesquisa por qPCR

Para a febre maculosa este exame é complementar a sorologia e exclusivo para
casos de 6bito. O exame é realizado na mesma amostra enviada para sorologia: primeira
amostra de soro coletada na fase aguda da doenca, ndo sendo necessario envio de uma
aliguota especifica para este exame.

O volume recomendado de amostra para este exame é 500uL, sendo o minimo de
200puL. Nos casos onde a evolucdo para ébito ocorrer apds o envio da amostra para a
realizacdo da sorologia, o solicitante deverd informar diretamente ao laboratério para que
a amostra seja encaminhada para pesquisa por qPCR.

Excepcionalmente a pesquisa por qPCR podera ser realizada para casos graves, com
potencial risco de evolugdo para ébito impossibilitando a coleta da segunda amostra para
o diagndstico pela sorologia.

Eimportante lembrar que na pesquisa por qPCR para febre maculosa hd possibilidade
de resultados falso negativos devido ao curto periodo de bacteremia, assim quanto mais
precoce for coletada a amostra para o diagnéstico, maiores sdao as possibilidades de
deteccdo do agente etioldgico. Por se tratar de uma bactéria intracelular obrigatodria, o
grau da lesdo celular (vasculite) é diretamente proporcional a quantidade de riquétsias
presente no sangue periférico, sendo esta uma das principais razdes pela qual a qPCR estd
indicada somente para os casos de 6bito.
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4. Isolamento em cultura para riquétsias do grupo febre maculosa

III

Para este exame o IAL utiliza a metodologia chamada “shell vial” onde é possivel
identificar o padrdao de crescimento caracteristico das riquétsias no microscépio de
fluorescéncia. Amostras de coagulo sanguineo, autopsias (figado, lesdo cutaneas e
sufusdes hemorragicas) e bidpsias de pele (regido cutdnea exantematica ou local da
picada do carrapato) podem ser enviadas ao IAL. A manipulagao de riquétsias viaveis para

replicacdo in vitro é um procedimento que exige nivel de seguranca biolégico NB3.

As amostras para isolamento devem ser coletadas em condicbes de assepsia e
acondicionadas em frascos estéreis criogénicos contendo meio de transporte BHI (Brain
Heart Infusion, infusdo de cérebro cora¢do). Nunca deve ser enviado material para
isolamento em tubo ou frasco de vidro. O armazenamento deve ser em freezer - 70°C
e, o transporte pode ser em gelo seco ou nitrogénio liquido. As riquétsias sdo muito
frageis por isso, é muito importante sua conservagao em temperaturas muito baixas até o
processamento do exame.

O isolamento em cultura, assim como a gqPCR sdo Uteis nos casos graves ou 0bito,
guando a coleta de amostras clinicas ocorre na fase aguda da doencga, situagdao em que
ainda ndo ha anticorpos detectaveis, porém, devido a intensa vasculite causada pelas
riquétsias, ocorre riquetsemia, tornando possivel o isolamento da bactéria em sangue
periférico.

O resultado positivo no isolamento é conclusivo, porém o resultado negativo tem
baixo valor preditivo negativo, por isso é necessario a confirmacao pela sorologia pareada.

VIIl. Acondicionamento, manuseio, manuten¢do e transporte de amostras destinadas a
pesquisa por qPCR de Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae e Streptococcus
pneumoniae

1. Tipo de amostra

As amostras apropriadas para pesquisa por qPCR sdo liquor e soro. Fragmentos de
tecidos apds o 6bito poderdo ser utilizados em casos especificos (ver item 8).

Meningites Virais: Diagndstico e Caracterizagdo Laboratorial dos Agentes Etiolégicos/Liphaus BL et al.

CCD @ SAO FAULO

COORDENADORIA DE GOVERNO DO ESTADO
GONTROLE DE DOENGAS | semetara sa Souee




Boletim Epidemioldgico Paulista ¢ Ano 2021 ¢ Vol. 18 ¢ N2 215 ¢ Pag. 69-86

2. Volume da amostra

O volume ideal de liquor ou soro deve ser de, no minimo, 500 puL. Amostras com
volume menor que o ideal serdo processadas, no entanto, o resultado do exame podera ser
prejudicado e uma observagdo referente ao volume inadequado para andlise constara no
laudo. No caso de fragmentos de tecidos, uma amostra de aproximadamente 20 a 50 mg
(tamanho de um grao de feijao) ¢ suficiente para as analises.

3. Manuseio

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
utilizada. 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 utilizar ponteiras descartaveis com bloqueio de aerossol. Caso nao
seja possivel, utilizar pipeta Pasteur nova. Nunca utilizar material reciclado mesmo que
esterilizado em autoclave. Nao manipular as amostras destinadas a qPCR em areas onde
sejam realizadas culturas ou suspensdes bacterianas.

4. Acondicionamento

As amostras/aliquotas devem ser armazenadas obrigatoriamente em tubos novos,
preferencialmente pequenos, com tampa de rosca com anel de vedagao (criotubo), proprios
para acondicionamento e encaminhamento como mostrado na Figura 1. Frascos como
o coletor universal estéril, frasco com lacre metélico, 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 biosseguranga tanto dos individuos durante o transporte quanto
dos funciondrios responsaveis pela manipulagdo das amostras (Figura 2). 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 solu¢do de hipoclorito de s6dio 2% (v/v). As amostras de fragmentos de tecidos devem
ser enviadas em tubos com ou sem solugao salina estéril. Nunca em formol. As amostras
devem ser estocadas a —20°C até o transporte.
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Figura 1. Exemplos de frascos/tubos ADEQUADOS para o acondicionamento de
amostras liquidas e materiais apds o dbito
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Figura 2. Exemplos de frascos/tubos NAO ADEQUADOS para o acondicionamento e
transporte dos materiais bioldgicos.
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5. Transporte e encaminhamento pelos IAL Regionais ao IAL S3o Paulo

As amostras devem ser previamente congeladas a -202C e encaminhadas em gelo
seco ou nitrogénio liquido preferencialmente, ou pelo menos, mantidas congeladas
em caixa isotérmica com gelo reciclavel para garantir a qualidade. 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
plastico para auxiliar na contencao do material.

6. Transporte e encaminhamento pelos LACENS ao IAL Sao Paulo

O transporte de amostras deve ser realizado em caixa propria para transporte
de material biolégico (UN3373) e seguindo as normas de biosseguranca (Figura 3). As
amostras devem ser encaminhadas ao Nucleo de Gerenciamento de Amostras Bioldgicas
do IAL S3o Paulo em gelo seco para garantir sua qualidade.

7. Rejeicao de amostras

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 ou todas sem identificacdo adequada (nome do paciente
e tipo de amostra).

8. Tipo de material e coleta apos o 6bito

Os materiais/fragmentos aceitos para processamento e realizacdo de qPCR sdo:
encéfalo (preferencialmente meninges), e um 6érgao filtrante (baco ou figado), liquor e
sangue (periférico ou cardiaco). Os fragmentos de tecidos devem estar in natura ou em
solucdo salina, nunca em formol. A coleta deve ser feita rapidamente, utilizando um frasco
para cada fragmento de tecido, preferencialmente em até 2 horas e no maximo em até 8
horas apds o 6bito. O(s) frasco(s) deve(m) ser devidamente identificado(s) (nome completo
do paciente, tipo de material enviado e data da coleta). Apds o dbito as amostras devem
ser coletadas com condi¢cdes maximas de assepsia, acondicionadas em frascos ou tubos
novos e estéreis e enviadas ao laboratdério com urgéncia, seguindo as orienta¢des acima.
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Figura 3. Manuseio, acondicionamento e transporte de amostras bioldgicas em condi¢des ideais para
pesquisa por PCR em Tempo Real (qPCR).
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