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.pISPOSITIVO PARA COLETA ASSEPTICA DE SANGUE
PARA MEIOS DE CULTURA

D. Saraiva (*)

" Os meios enriquecidos, com séro ou mesmo com sangue
integral, contam-se como os mais valiosos em Micrcbiologia. O
4gar sangue é de uso praticamente universal dado ao fato de
quase todos cs germes néle crescerem. Muitas vézes néle pro-
duzem alteracées, macroscopicamente visiveis, que possibili-
tam um diagnostico presuntivo sébre a espécie bacteriana cul-
tivada. -

s Em nossa atividade profissional temos observado as di-
ticuldades encontradas no preparo do dgar-sangue, especial-
‘mente quanto a coleta do sangue a éle destinado. Vimos easos
ém que 50% das placas ndo puderam ser utilizadas, por esta-
rem contaminadas.

Na maioria das vézes, as contaminacfes processam-se
‘por ocasido da coleta do sangue. Em parte, as dificuldades ra-
dicam-se na técnica defeituosa por ocasido da sangria mas
~também derivam da aparelhagem usada nésse trabalho.

Os autores de técnicas de laboratéorio também nio sio
‘muito explicitos quanto a técnica de coleta de sangue. Assim,
‘Kolmer (7) sugere o uso de agulha forte de 2 polegadas de
comprimento a que um pedaco curto de borracha pode ser li-
gado a4 mesma e o sangue € coletado num frasco ou vaso, onde
€ desfibrinado com pérolas de vidro.

: Gradwohl (5) d4 a técnica da coleta de sangue de coe-
Iho que ¢ feita por seringa esterilizada no forno a 170° C por
2 horas. A regido é préviamente preparada por raspagem a
navalha e a desinfeccdo feita com tintura de iodo. Para cbter
sangue de ovino, recomenda frasco de boca larga e a coleta é
feita no matadouro, por ocasido do abate.

Wadsworth (9) recomenda agulha de 3,5 cm unida por
um tubo de borracha, a um frasco onde devera ser desfibri-
hado o sangue colhido. Ndo da mais pormenores.

(*) Professor Titular, da Disciplina de Doencas Infecto-Contagiosas
dos Animais Domésticos de Curso de Veterinaria da UFSM. Bol-
sista do Conselho Nacional de Pesquisas.
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Bray (2), ao descrever o preparo do agar-sangue, indicy
apenas a adicdo de sangue estéril ao 4gar fundido, sem maijg
pormenores. ;

Hauduroy (6) refere a sangria em cocelho por meio de

agulha e extracdo, provavelmente, por seringa (N&o é decla-

rado). ;
Névot (8) descreve a coleta do sangue em baldo, com

substancias anticoagulantes ou pérolas de vidro mas néo d§

mais informagoes.

Bier (1) indica, para o coelho, a puncao cardiaca (pro-
vavelmente com seringa e agulha). Quanto ao carneiro, refe-
re a puncdo da jugular com agulha de didmetro adequado
e a coleta do sangue em frasco com pérolas de vidro ou citrato

(Solucdo de Alsever), ndo dando mais pormenores.

Cassagne (4) refere a obtencdo do sangue de cavalo
por puncio venosa e coleta em frasco estéril, j4 contendo, co-
mo anticoagulante, 1 ml. de citrato de so6dio a 20% para 50 ml,
de sangue. Ndo da mais informes.

Carter (3) descreve a técnica da coleta com aparelha-
gem semelhante & usada nos bancos de sangue. Sobre a jugu-
lar do animal é preparado um campo, convenientemente de-

sinfetado com tintura de iodo e ai é feita a puncéo.

Na maioria dos laboratorios, a coleta é feita com serin-
ga grande e agulha adequada & espécie animal as quais sdo
esterilizadas por ebulicdo, tal como é feito para a aplicacéo.
de injecdes, com maior ou menor sucesso. g

Em laboratérios biolégicos, em cujo corpo técnico o
veterinirio é um dos componentes, é geralmente dada a éste.
a tarefa de obtencdo de sangue ou séros assépticos para enri-.

quecimento dos meios de cultura.

Ja temos sido consultados muitas vézes, por jovens co-
legas que se encontravam embaragados quanto & maneira de.
obter sangue de maneira absolutamente estéril. Por esta ra-
zao, decidimos relatar um método que usamos com sucesso hé;

mais de 6 anos, em quase uma centena de coletas.

Embora o uso durante ésse tempo ja tenha sancionado

o método, decidimos submeter o mesmo a um estudo experi-
mental para que pudessemos recomendar seu emprego.

Para ésse fim, de um ano paar ca, o sangue por nos co-
letado foi submetido a uma série de provas que serdo indicadas
mais adeante.
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MATERIAL E METODOS

'O dispositivo é constituido por um frasco de 250 ml.
eontendo pérolas de vidro (ou pedacos de bastido de vidro cor-
gados com 1-2 cm de comprimento por 2-3 mm de didmetro).
‘Quaisquer frascos servem para isso: Erlenmeyers, baldes de
fundo chato, frascos utilizados em transfusGes de sangue nos
hospitais, frascos vazios de solugoes injetaveis de glicose, soro
1fislolégico, ete.

, O frasco é fechado por uma rolha de borracha com dois
?‘@rificios, por onde passam dois pequenos sifées de vidro. Um
dos sifoes é fechado com algodao ndo absorvente e o outro é
continuado exteriormente por um tubo de borracha, de 25-30
em de comprimento, terminado por uma agulha 45/12. A
agulha é protegida por um tubo de ensaio, fechado por rélha
de algodio. O desenho da Figura 1 mostra o conjunto montado

‘@ esclarece melhor o que foi dito anteriormente.

& O conjunto, ja montado, é esterilizado em autoclave ou
panela de pressdo durante 20 minutos a 116-120°C, tendo-se
préviamente fechado o espaco, entre a rolha de borracha e ¢
frasco, com uma tira de esparadrapo de 2 cm de largura. Visa
esta precaugdo evitar a penetracido de poeiras nésse espago.

» Apés o preparo de um campo, sébre a regido cervical
média do animal a ser sangrado, sébre a jugular, mediante
corte dos pélos ou 14, rente & pele, procede-se & desinfec¢io
com alcool iodado.

Para a sangria, retira-se a agulha do tubo e insere-se a
mesma na jugular. Faz-se suc¢do por meio de um tubo de
borracha, com boquilha de vidro, aplicado sdbre o outro sifdo
que esta obturado com algod&o. (Fig. 1). Com isso, o sangue
fluira imediatamente no frasco coletor e ira sendo desfibrinado
mediante rotacdo moderada e circular, mantida durante 10
minutos.

Antes de se retirar a agulha da veia, o tubo de borracha
que conduz o sangue é amarrado, de forma a interromper o
fluxo de sangue e impedir a entrada de ar no frasco coletor.

Ao chegar ao laboratorio, retira-se a rolha de borracha
com os sifdes e substituiu-se, apés flambagem, por rolha de
algodio retirada de outro frasco com boca de igual diametro.
préviamente esterilizado, coberta com capuchon de papel, e
estoca-se em refrigerador, apés anotar-se a data da coleta no
proprio frasco.
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Na série experimental, o sangue foi coletado exatamente
como foi descrito. As retiradas de sangue foram feitas como de
costume, para preparo de meios, obtenc¢@o de séro, ete. Com
determinados intervalos, foram retiradas amostras bara exa-
mes bacteriolégicos.

Os testes bacteriolégicos foram feitos em agar simples
e meio de Robertson, semeando-se aproximadamente 0,01 m].
e 0,2 ml. respectivamente.

; Além dos testes bacteriolégicos, também o sangue cole-
-tado foi submetido a provas organolépticas, tais como pesquisa
de odores anormais, etc.

; Para a obtencdo de séro, removia-se a quantidade ade-
.quada de sangue desfibrinado para tubos de centrifuga estéreis
‘e centrifugava-se. O sobrenadante (sbro) era retirado por meio
-de pipeta estéril a cuja extremidade superior se adaptava um
.tubo de borracha de 50 em de comprimento com boquilha de
-vidro, tal como o usado para fazer a aspiracao do ar durante
8 sangria. O sdro era aquecido a 57°C durante 30 minutos para

fnativacdo.
Tédas as amostras de sangue bem como o séro eram
estocadas em refrigerador, a 4° C.

As sangrias foram feitas em ambiente confinado, an ar
livre, em locais poeirentos e, em muitas ocasides, com fortn
vento.

RESULTADOS

§ Os resultados dos testes encontram-se representados n-,
~Tabela I.

_ Verifica-se, pelo exame da Tabela I, que numa série ex-
‘perimental de 18 coleta s apenas uma mostrou-se contami-
‘nada, isso mesmo ja no 2.° teste bacterioldgice, quando, por
diversas vazes, o frasco ja tinha sido aberto para retiradas
de sangue. :

Embora nio tenha sido figurado na Tabela, para nio
Aumentar o espaco, a pesquisa de odor anormal no sangue es-
tocado foi sempre negativa.

v O germe responsével pela contaminacio de tinico frog-
€0 era do ganern Aernhantor
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TABELA 1

‘;;Iate- Data da 1.° Teste bacterio- 2.° Teste bacterio-
rial logico légico
No° coleta Data Resultado Data Resultado
1 5. 6.1969 | 24.10.1969 | Estéril N.E.
2 27. 6.1969 | 24.10.1969 » N.E.
3 5. 8.1969 | 24.10.1969 ? N.E.
4 22. 8.1969 | 24.10.1969 ” N.E.
5 8. 9.1969 | 24.10.1969 ” 31. 1.1970 | Estéril
6 24. 9.1969 | 24.10.1969 ” 31. 1.1970 | Estéril
7 24.10.1969 | 31. 1.1970 ” N.E.
8 21.11.1969 | 31. 1.1970 ” N.E.
9 21.12,1969 | 31. 1.1970 ” N.E.
10 9. 1.1970 | 31. 1.1970 ” 17.10.1970 | Estéril
11 23. 1.1970 | 30. 3.1970 ? N.E.
12 3. 3.1970 | 30. 3.1970 » N.E.
13 16. 4.1970 | 10. 6.1970 ” 17.10.1970 | Estéril
14 8. 5.1970 | 10. 6.1970 ” 17.10.1970 | Estéril
15 28. 5.1970 | 10. 6.1970 » 17.10.1970 | Contaminado
16 8. 8.1970 | 17.10.1970 » N.E.
17 31. 8.1970 | 17.10.1970 ” N.E.
__ 18 21. 9.1970 | 17.10.1970 *? N.E.

N.E. = Nao efetuado.
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So6ro de equino, obtido por éste método, acha-se em uso
desde a coleta, efetuada em Dezembro de 1969, continuando
estéril apezar de néo ter sido filtrado em placas esterilizantes.

DISCUSSAO

O dispositivo aqui apresentado permite obter, com re-
gularidade, sangue asséptico para qualquer fim bacteriolégico.
Para os mesmos fins, a maioria dos laboratérios utiliza
extracdo por meio de agulha montada em seringa, esteriliza-
- das por ebulicdo.
A simples ebulicio nio permite a destruicdo de espo-
ros especialmente quando efetuada durante alguns minutos.
Ora, em muitas ocasides o0 dgar-sangue destina-se a cultura de
germes anaerébios, especialmente dos Clostridios, donde a
exigéncia de placas impecaveis quanto & esterilidade. A conta-
minac¢do por aerdbios néo seria tdo danosa, j4 que seriam afas-
tadas as placas contaminadas por ocasido da semeadura. O
‘mesmo ja nao sucede com os anaerébios que exigem placas re-
-centemente preparadas, para evitar a absorgio de oxigénio
que impediria seu desenvolvimento.

Extracdo com seringas exige que estas tenham 50 a
100 ml. de capacidade. Além de dispendiosas, ocorre frequen-
temente a penetracdo de bolhas de ar, por entre o émbolo € o
cilindro, que podem levar poeiras e germes, j4 que nem sem-
pre se pode efetuar a sangria em local adequado. Também
por entre o adaptador e a agulha, por vézes, hd penetracio de
bolhas de ar, com 0s mesmos inconvenientes.

De todos os métodos constantes da revisdo bibliografi-
ca, o de Carter (3) é o que nos parece melhor, pois utiliza exa-
tamente a técnica empregada na coleta de sangue para trans-
fusGes. Nosso método ainda é superior porque dispensa o gas-
to de um conjunto de transfusio em cada coleta de sangue.
Tem, ainda, a vantagem de podermos extrair a quantidade de
sangue que quizermos, pois ndo ficaremos limitados & quan-
tidade de anticoagulante contida no conjunto de transfusio.

Finalmente, queremos consignar aqui que o método
descrito nio apresenta total originalidade. fle vem a ser uma
adaptacdo, as condicbes da pratica, de método usado nas co-
letas de sangue para transfusdo.
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CONCLUSOES

O conjunto aqui proposto apresenta diversas vantagens:

1 — E facilmente construido com materiais existentes em
qualquer laboratoério.

2 — O sangue percorre um circuito totalmente fechado, des-
de o vaso do animal até o interior do frasco.

3 — Associa o uso de vicuo moderado, regulavel a vontade,
para acelerar a coleta.

4 — Dispensa o uso de grandes e dispendiosas seringas que
nem sempre proporcionam coleta de sangue assépticas,
pelos motivos ja apontados.

5 — Pode ser esterilizado ja4 montado em autoclave ou pa-
nela de presséo.

6 — Permite regular-se, & vontade, a quantidade de sangue
a ser colhida. '

7 — Usado numa série de 18 sangrias experimentais, propor-
cionou sangue estéril em tédas elas, confirmando os
6timos resultados obtidos com seus emprégo na rotina
ha 6 anos.

8 — Possibilita que a sangria seja feita nas piores condicdes
ambientais, j& que o vento, poeiras, etc. ndo levam a
contaminacdo do sangue coletado.

9 — Desde que as manipulacdes posteriores com o sangue
colhido sejam feitas como técnica bacteriolégica razoa-
vel, é possivel obter-se soro estéril, dispensando filtracio
em placas esterilizantes.

RESUMO

O autor descreve um conjunto para obtencdo de sangue
estéril para enriquecimento de meios de cultura, que ests em
uso em seu laboratério ha 6 anos,

Empregado em uma série de 18 sangrias experimentais,
proporcionou sangue estéril em tddas elas, confirmando os
otimos resultados obtidos de seu uso na rotina laboratorial.
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SUMMARY

A method to bleeding animals to get blood for media
enrichment is described. It is in use with succes in the author’s
Jaboratory since 6 years.

Tried in 18 experimental bleedings, the method afforded
sterile blood in each opportunity.
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