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PREFAC I 0 UM BREVE HISTORICO DA MICROBIOLOGIA

O primeiro importante marco da Microbiologia foi a invencdo do
microscopio, no inicio do século XVII, por Antony Van Leeuwenhoek. O
microscopio possuia apenas uma lente, a qual permitia um aumento
visual de 300 vezes. Leeuwenhoek usou 0 microscépio simples com uma
Unica lente para observar os pequenos seres vivos em amostras de solo,
rio, saliva e fezes, denominando-os de “animalculos”. O microscopio
primitivo foi aprimorado por Robert Hooke, com a insercao de uma lente
que permitia maior aumento do campo de visdo. A partir das observac¢des
de Leeuwenhoek e Hooke foram descobertas as células, que
posteriormente foram reconhecidas como a unidade fundamental da
vida.

O aperfeicoamento do microscépio e as contribuicdes
dadas pelo francés Louis Pasteur, permitiu que a teoria
da abiogénese fosse derrubada, a qual defendia o
surgimento de vida a partir da matéria ndo viva. Desse
modo, surge a teoria da biogénese no século XIX,
defendida por Pasteur e outros que compartilhavam
dessa teoria, que por meio de dois experimentos
conseguiu demonstrar a impossibilidade da geracdo

espontanea.
Outro grande nome na chamada “ldade de Ouro
. da Microbiologia”, foi o médico alemao Robert Koch,
~— que através de seus postulados fez associacdao dos
) micrébios com as doencas, contribuindo ainda com a

descoberta de varios agentes de doenca, como
Mycobacterium tuberculosis, Vibrio cholerae e Bacillus
anthracis.
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O médico Alexander Fleming, por sua vez, ao estudar a bactéria
Staphylococcus aureus, descobriu de modo acidental a penicilina. Fleming
deixou uma de suas culturas de S. aureus aberta e, naturalmente, houve o
crescimento de fungos na placa. Entretanto, Fleming observou que onde
cresceu o fungo nao houve crescimento bacteriano. Assim, o meédico
constatou que o fungo, identificado como Penicillium notatum, produzia
uma substancia que impedia o crescimento bacteriano.

Em 1938, a penicilina foi isolada por Ernst B. Chain e Howard W. Florey.
Devido a Segunda Guerra Mundial, havia uma grande necessidade de tratar
os feridos, por isso, Florey deu continuidade a pesquisa de Fleming e
extraiu um pdé marrom do fungo cultivado. Essa substancia foi testada em
muitos tipos de bactérias, com grande eficacia. Este foi o primeiro
antibiotico natural produzido na histéria, e a partir dessa descoberta, a
indUstria passou a produzir penicilina e outros antibioticos para o combate
de infec¢des, como tuberculose, sifilis e pneumonia.

Todos esses representam grandes nomes
na histéria da microbiologia, cujos estudos
tornaram-se base para diversas pesquisas,
agregando a esta drea um conhecimento
cada vez mais refinado. Atualmente, os
laboratérios de microbiologia possuem
sistemas automatizados com tecnologia
avancada para o diagndstico fidedigno dos
microrganismos patogénicos, possibilitando
ao paciente maior rapidez na emissdao de
resultados, bem como um tratamento mais
preciso.
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l = Conhecer as Normas de Biosseguranc¢a necessarias na '
I execucdo de procedimentos no Laboratério de I
| Microbiologia. |
| . . o |
' = |dentificar os riscos dos agentes bioldgicos no '
Laboratério de Microbiologia.
[ [
| = Realizar os procedimentos adequados no laboratério, |
I visando a seguranca da equipe técnica e do ambiente. |
L -— -— -— -— -— - -— -— -— -— -— -— -— -— -— -— J
1. INTRODUCAO © O

A biosseguranca diz respeito a todas as acdes que estdo voltadas a
prevencdo, minimizacdo ou eliminacdo de riscos biol6égicos nos
procedimentos laboratoriais, assegurando a protecdo do homem, do
ambiente interno e externo, bem como melhorando a qualidade do
trabalho. De acordo com estas normas, é fundamental a utilizacdo de
barreiras de contencdo de microrganismos no ambiente de trabalho, ou
seja, de métodos de seguranca para a manipulacdo do material biologico
(sangue, fezes, urina e outros). Assim, o objetivo do uso de contencdo é
reduzir ou eliminar a exposicdo da equipe laboratorial, de outros
individuos e do meio ambiente quanto aos agentes infecciosos. A
contencdo pode ser de nivel primario ou secundario. No nivel primario, a
contencdo garante a protecdo da equipe laboratorial e do local de
trabalho por meio do uso de equipamento de seguranca adequado e pelo
seguimento correto das técnicas de microbiologia, além da imunizagao
por meio da vacina, a qual assegura a prote¢ao pessoal.
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Por outro lado, a contencdo secundaria garante a protecao do meio
externo ao laboratério, sendo realizada através de um bom projeto de
infraestrutura e das instalacdes, além de boas praticas operacionais.
Portanto, a contencdo inclui trés elementos: o projeto de instalagao
laboratorial, o equipamento de seguranca e a técnica laboratorial. O
equipamento de seguranca compreende os equipamentos de protec¢ao
individual (EPl) e coletiva (EPC). Como equipamentos de protecao
individual, a equipe laboratorial deve sempre usar luvas, jalecos, toucas,
mascaras, oculos de protecdo, entre outros. Ademais, 0s equipamentos
de protecdo coletiva, como as cabines de seguranca biologica, também
devem ser utilizados.

- Individual Coletivo
Eb)

N_Oculos de protecso.

% (/Luvas. } K%{

Jaleco./, Ol O=

ouca.
Cabines de Seguranca Biologica

Os laboratorios clinicos e de diagnostico sao considerados laboratérios
de nivel de biosseguranca 2, pois nestes sdao manipulados agentes de
risco moderado. Nos laboratérios de nivel B2, muitas atividades podem
ser realizadas em bancadas abertas, desde que a formacao de aerossois
ou borrifos seja baixa. Ja as atividades que aumentam o risco de
exposicdo do microbiologista devem ser realizadas em cabines de

seguranca bioldgica.
I ——
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Figura 1 - Uso de EPI e EPC durante o semeio

de hemocultura positiva.
Fonte: A autora
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PROCEDIMENTOS DE BIOSSEGURANCA NO LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

Reconhecer a Nao é permitido

simbologia do comer

laboratério e ou guardar

identificar os alimentos no
riscos. laboratério.

Usar os
Equipamentos

~,. Nao é permitido de Protecao

fumar Coletiva (EPC),
< como a Cabine de
no laboratoério.. No Iaborateriola Seguranca
equipe técnica deve Bioldgica.
usar calca

Bz=sl

dt_e I_’rotegéo acessorios no
Individual (EPI):

Usar os < comprida e
Equipamentos Z/‘ | | sapatos fechados. ‘ ‘ g T
€ £ B°

] ; P - / laboratério, como
jalecos, éculos, ’ i ~ pulseira, brincos,
mascaras, gorro, S\ relégio e outros.
luvas. At /
Realizar a Avisar a equipe
lavagem técnica do laboratério

sobre as anormalidades
na execuc¢ao de

. N
procedimentos e/ou AS
contaminacgao A

acidental.

correta das maos
no inicio e final
dos
procedimentos
laboratoriais.

Nao colocar Cuidado ao
material % acender o
contaminado bico de Bunsen.

sobre a bancada. Afastar as
Proceder o substancias
descarte no local - inflamaveis, como
adequado. o alcool a 70%.
Realizar Seguir as recomendacgdes

dos protocolos de seguranca
e as boas praticas de
procedimentos
no laboratério, visando a
seguranca da equipe técnica
e do ambiente de trabalho.

os procedimentos
laboratoriais na regiao estéril
do bico de Bunsen (abertura
e fechamento de tubos de
ensaio e placas de Petri).
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e Conhecer a técnica de Coloracao de Gram e sua utilidade
no exame de bacterioscopia para o diagndstico
laboratorial.

fundamento.
e |dentificar as caracteristicas tintoriais das bactérias,

formas basicas e tipos de arranjos a partir da Coloracao

[ 0
0 I
[ I
I ¢ Realizar a Coloragdo de Gram e conhecer o seu '
[ !
0 0
[ I
l de Gram. l

L----------------J

1. INTRODUCAO O O

A Bacterioscopia € um meétodo utilizado para a visualizacdo de bactérias
a partir do preparo de um esfregaco da amostra biolégica em Iamina,
seguido de coloracdo especifica e visualizacdo no microscépio éptico. A
partir desse exame, é possivel visualizar as formas basicas das bactérias
(cocos, bacilos, espirilos etc.) e o seu arranjo (pares, cadeias, cachos,
tétrades etc.), tornando-se util para diagnosticar algumas infeccdes de
forma rapida, antes do crescimento em meios de cultura especificos
utilizados no isolamento do microrganismo.

A bacterioscopia pode ser realizada para varios tipos de amostra
bioldgica, como escarro, urina, liquor e secrecdo vaginal. A bacterioscopia
de secrec¢do vaginal é bastante comum, sendo solicitada para a pesquisa
de Trichomonas vaginalis, Gardnerella vaginalis, fungos e outros
microrganismos. Para a analise do material, séo preparadas duas laminas:
Na primeira lamina, é realizado o esfregaco e a Coloracdao de Gram; e, na
segunda, o material é analisado a fresco.
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A técnica de coloracdo de Gram foi idealizada pelo médico dinamarqués
Hans Christian Joachim Gram em 1884, e é a coloracdo diferencial mais
utilizada nos laboratérios de Microbiologia e de Analises Clinicas,
auxiliando no diagndstico presuntivo de um agente infeccioso. Essa
técnica de coloracdo permitiu classificar as bactérias em dois grandes
grupos: Gram-positivas e Gram-negativas. Através da coloracao de Gram é
possivel observar as bactérias de acordo com suas caracteristicas
morfolégicas e tintoriais, apds tratamento com agentes quimicos
especificos: cristal violeta, lugol, alcool-acetona e fucsina basica. As
bactérias Gram-positivas apresentam coloracdo roxa, enquanto as
bactérias Gram-negativas apresentam colora¢do vermelha.

O principio do método de coloracdo de Gram é baseado na composicao
da parede celular bacteriana. As bactérias Gram-positivas apresentam uma
camada espessa de peptidoglicano ligada aos acidos teicoicos e
lipoteicoicos, os quais, por sua vez, se ligam a membrana celular. Ja as
bactérias Gram-negativas possuem uma fina camada de peptidoglicano e
uma camada externa composta por lipoproteinas, fosfolipideos, proteinas
e lipopolissacarideos.
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O procedimento laboratorial consiste em cobrir o esfregaco bacteriano
em lamina de microscopia com o corante basico cristal violeta. Logo apés,
a lamina é coberta com a substancia fixadora, o lugol. Os dois grupos de
bactérias absorvem de modo igual o corante primario e o fixador,
formando o complexo cristal violeta-iodo, de colora¢do roxa. Em seguida é
utilizado o solvente alcool-acetona que ird agir sobre a porcdo
fosfolipidica das membranas celulares, incluindo a membrana externa das
bactérias Gram-negativas. Nas bactérias Gram-positivas o corante é
retido, devido a sua camada espessa de peptidoglicano. Ja as bactérias
Gram-negativas, por possuirem uma fina camada de peptidoglicano e alto
teor de lipidios em suas membranas celular e externa, sdo descoradas.
Por fim, € utilizado o corante secundario, a fucsina basica, corando em
vermelho as células que foram descoradas pelo alcool-acetona.

2. PROCEDIMENTO TECNICO

2.1 Equipamentos e materiais necessarios

Lamina

Bico de bunsen Corantes

- . 4

\

| - -

| { cristal violeta

> ,
{ Fucsina
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BACTERIOSCOPIA

2.2 Preparo do esfregaco em lamina e fixacao

Utilizar 1aminas limpas e desengorduradas e identificar a l[amina de
maneira segura, usando l[dminas com extremidade fosca.
e Cultura bacteriana em meio liquido: com auxilio de uma alca de
inoculagcdo em anel, retirar uma aliquota da cultura bacteriana em
meio liquido e depositar na superficie de uma lamina de microscopia,
em movimentos circulares (elipsoide) de dento para fora. Em seguida
flambar a alca de inoculacdo e deixar a lamina secar ao ar livre.
Proceder a fixacdo do material passando a lamina duas a trés vezes na
chama do bico de Bunsen.
e Cultura bacteriana em meio sélido: colocar uma gota de solucao
fisiologica (NaCl 0,9%) no centro da uma lamina. Com auxilio de uma
alca de inoculacdao em anel retirar uma porg¢ao da cultura bacteriana
(cultivo na placa de Petri ou tubos de ensaio) e emulsionar na solugao
em movimentos circulares (elipsoide) de dento para fora. Em seguida
flambar a alca de inoculacdo e deixar a lamina secar ao ar livre.
Proceder a fixacdo do material passado a lamina duas a trés vezes na
chama do bico de Bunsen.
e Material Biolégico (amostras diretas): Espalhar a amostra no centro
de uma lamina limpa e desengordurada, deixar secar ao ar livre.
Proceder a fixacdo do material passado a lamina duas a trés vezes na
chama do bico de Bunsen.
2.3 Procedimento de Coloracao de Gram

Cobrir toda a lamina com a solucdo de violeta de genciana, aguardar por
um minuto e desprezar o corante. Cobrir a lamina com o lugol, aguardar por
um minuto e desprezar o mordente. Remover o lugol da lamina gotejando o
descorante alcool-acetona até que o liquido se torne incolor (em torno de 15
segundos). Lavar rapidamente a Iamina em agua corrente. Cobrir a Iédmina
com a solucao de fucsina para Gram (ou safranina), deixando atuar por 30
segundos. Lavar a lamina com agua corrente, deixar secar na posicao
vertical e observar no microscopio éptico usando a objetiva de imersao
(100X).
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2.4 Observacao Microscoépica

No microscopio 6ptico, observar a morfologia, tipos de arranjos e
propriedade tintorial das bactérias utilizando a objetiva de imersao (100X).
As células microbianas que apresentarem a coloracdo roxa (purpura
escura) sdo consideradas Gram-positivas, ao passo que as coradas em
tonalidade avermelhada sao consideradas Gram-negativas.

2.5 Modifica¢des na Coloracao de Gram

Atualmente, existem corantes que substituem aqueles utilizados

tradicionalmente na colora¢dao de Gram:

CORANTES

METODO DE GRAM
SUBSTITUTOS

Violeta-de-genciana Violeta-de-metila

e

Alcool-acetona Alcool etilico (99,5°

Gay-Lussac)

Fucsina Safranina

VANTAGENS

Esse corante ja possui um
fixador, dispensando a fixa¢ao
do esfregaco em chama, que
promove brusca desidratacdo
dos componentes celulares.

O alcool-acetona demanda
grande habilidade de quem
executa a técnica para que nao
ocorra hiperdescoloracao.

No espectro de cor, a Safranina
se distancia mais do corante
primario quando comparada a
Fucsina, permitindo melhor
diferencia¢do e nitidez entre as
bactérias  Gram-positivas e
Gram-negativas.
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2.6 Procedimento de Coloracao de Gram Adaptado

Cubra o esfregaco com violeta-de-metila e deixe por aproximadamente
15 segundos. Adicione igual quantidade de agua sobre a lamina coberta
com violeta-de-metila e deixe agir por mais 45 segundos. Escorra o
corante e lave em um filete de agua corrente; Cubra a Idmina com lugol
diluido (1/20) e deixe agir por aproximadamente 1 minuto. Escorra o
lugol e lave em um filete de agua corrente. Adicione alcool etilico (99,5°
GL) sobre a [damina; descorando-a, até que nao desprenda mais corante.

Lave em um filete de agua corrente. Cubra a ldamina com safranina e
deixe agir por aproximadamente 30 segundos. Lave em um filete de agua
corrente. Deixe secar ao ar livre, ou seque suavemente, com o auxilio de
um papel de filtro limpo. Coloque uma gota de Oleo de imersdo sobre o
esfregaco e leia em objetiva de imersao (100 X).

Lamina com

esfregaco da Cobrir a lamina
amostra ‘ com corante de
1 Violeta-de-Metila

SRS segundos

Escorra o lugol e
lave em

x4
= . um filete de dgua
| Lave a lamina ] &
= . corrente.
com um filete . )
Adicione alcool

de dgua, e etilico (99,5° GL)

cubra a lamina N
. sobre a lamina;
-~ 1 minuto com fixador
descorando-a,
Lugol . ~
até que ndo
» desprenda mais
P corante e lave
' Cobrir a com 4gua
[&mina com
safranina

Lavar a lamina e
deixar secar

V2227

30 segundos

RAMMTINNN

/
Z
/
/
/
7
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e Conhecer a técnica de Coloracao de Ziehl Neelsen e
sua utilidade.

* Realizar Coloragdo de Ziehl Neelsen e conhecer o seu
fundamento.

e |dentificar os Bacilos Alcool Acido Resistentes (BAAR).

7
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1 INTRODUCAO ©O O

Existem bactérias que resistem a coloracdo de Gram, conhecidas como
Bacilos Alcool Acido Resistentes (BAAR). Dentro desse grupo, se encontra
0 género Mycobacterium sp, o qual contém as bactérias causadoras de
hanseniase e tuberculose. Para essas bactérias, é necessario que seja feita
uma coloracdo mais agressiva, conhecida como coloracdao de Ziehl
Neelsen. Na composicdo da parede celular do BAAR estdo presentes
lipideos complexos (acidos graxos e ceras), os quais conferem a estas
bactérias a propriedade de alcool acido resisténcia. Devido a carbofucsina
ser mais solUvel na parede celular que no alcool acido e se fixar
firmemente nos lipideos da parede celular, os BAAR se coram em
vermelho, e outras bactérias sem estes lipideos complexos em sua parede
celular sdo descoradas e adquirem a coloracdo azul do corante de fundo.
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2. PROCEDIMENTO TECNICO

2.1 Equipamentos e materiais necessarios

Bico de bunsen Corantes

Lamina y ?

fucsina de Ziehl

& 4

alcool-acido 1%
P
(

azul de metileno 10%

2.2 Preparo do esfregaco em lamina

Esse procedimento deve ser realizado dentro da camara de seguranca
bioldgica. Para a confeccdo do esfregaco, devem ser utilizadas l1aminas
limpas e desengorduradas, apds identificacdo da lamina de maneira
segura, na sua extremidade fosca. O esfregaco deve ser realizado com o
auxilio de palito, sempre no mesmo sentido, cobrindo dois tercos da
lamina, a qual deve secar dentro da camara de fluxo.

2.3. Procedimento de Coloracao de Ziehl Neelsen

Primeiramente, o esfregaco é coberto com carbofucsina por cinco
minutos. Durante esse periodo, a lamina deve ser flambada por trés
vezes até que vapores sejam emitidos, com o cuidado de ndo aquecer a
lamina drasticamente. Apds esse processo, deve ser feita a lavagem da
lamina com alcool-acido cloridrico até que todo o corante se desprenda,
por cerca de dois minutos. Por fim, o corante azul-de-metileno é

adicionado sobre a Ildmina por dois minutos.
I ——=
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Fixar material na Cobrir com fucsina de
lamina com auxilio do Ziehl, e aquecer a regido
bico de bunsen inferior da lamina

“}23‘ ' 1 minuto o ?
|| =5
= |
|

Lavar a lamina com

) Cobrir o esfregaco com alcool-
agua

acido 1%, apois isso lavar a
lamina com agua

Cobrir com azul de
metileno 10%, apos o
tempo lave com agua

V//////////////
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| e Conhecer as técnicas basicas de semeadura. |
| |
| |
b o o o o o o o e e e e e e e e == 4

1 INTRODUCAO © O

Existem varias técnicas utilizadas para a inoculacdo dos diversos tipos
de amostra no meio de cultura, como as técnicas de esgotamento em
quadrantes e de insercdao profunda no meio de cultura, também
conhecida como picada em profundidade. A técnica de picada em
profundidade, por exemplo, pode ser utilizada para testar a motilidade
bacteriana, e a técnica de esgotamento em quadrantes para o isolamento
das colbnias.
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4 TECNICAS BASICAS DE SEMEADURA

Quanto a técnica utilizada para a
inoculacdo da amostra em meio liquido, é
transferida  uma aliquota da cultura
utilizando a al¢ca de inoculagdo em anel; em
meio de cultura sélido inclinado, o semeio f’/ﬂ
da colbénia é realizado com estrias na

superficie. \\ »

Em meio de cultura semissélido em
tubo, é realizada a inoculacdo por insercao
profunda no meio com a alca de inoculacdo
reta.

<~

Em meio de cultura sélido em placa,
é utilizada a técnica de esgotamento em
quadrantes. Neste procedimento é€
utilizada a al¢a de inoculagédo em forma

de anel. \ z
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Os meios sao escolhidos de acordo com o tipo de amostra a ser
semeada. Dessa forma, por exemplo, amostras de urina sdo semeadas
no meio Agar CLED ou Agar Sangue e Mac Conkey, entre outros,
amostras de fezes nos meios Agar Salmonella-Shigella e Agar
MacConkey, amostras de secrecdo traqueal em Agar Sangue e Agar
MacConkey e liquidos nobres, como LCR, e biépsias em Agar Chocolate e
MacConkey.

TIPO DE
AMOSTRA ESQUEMA DIDATICO REAL
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e Conhecer os principais meios de cultura.

semeadura de bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas.
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Os meios de cultura sao preparacdes desenvolvidas com o intuito de
proporcionar um ambiente contendo os nutrientes e as condic¢des fisico-
quimicas necessarias para 0 crescimento de microrganismos. As
exigéncias nutricionais estdo relacionadas com a fonte de energia
utilizada pelos microrganismos, enquanto as condi¢des fisico-quimicas
dizem respeito as condi¢cBes de pH e pressdao osmética ideais. Hd uma
série de meios de cultura para crescimento de bactérias, cada qual com
sua func¢do. De acordo com sua composicdao, 0s meios podem servir para
transporte e conservacdao de microrganismos, manutencdo de culturas,
recuperacgao, enriquecimento, isolamento e para provas de identificacao.
Ademais, os meios podem ser classificados de acordo com a sua
composicdo (meio sintético ou complexo), consisténcia (meio liquido,
semissoélido ou sélido) e forma de preparo (meio pronto para uso,
desidratado ou formulado.
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2. PRINCIPAIS MEIOS DE CULTURA E SUAS FINALIDADES

2.1 Meios de Cultura para Transporte e Conservacao

Meio Stuart: é utilizado para transporte e
conservacdo de diversos tipo de materiais,
conservando  microrganismos  patogénicos
como  Haemophilus  spp.,  Streptococcus
pneumoniae, Salmonella spp., Shigella sp. A sua
composicdo nutritiva garante a sobrevivéncia
das bactérias, porém, devido a auséncia de uma
fonte de nitrogénio, elas ndo se multiplicam

consideravelmente.

Cary Blair: desenvolvido a partir do meio
Stuart, o meio Cary Blair é utilizado para
transporte e conservacdao de material fecal,
pois tanto microrganismos patogénicos
quanto coliformes fecais sobrevivem nesse

meio

Agar Nutriente: é frequentemente usado
para a conservacdo e manutencdo de culturas
a temperatura ambiente em laboratoérios que
nao possuem a opc¢do de crio conservacao das
cepas. Pode também ser utilizado para a
analise de agua, ar, leite e alimentos,
funcionando como meio de cultivo preliminar
para exames bacterioldgicos e de isolamento
de microrganismos para culturas puras.
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3.2 Meios de Cultura para Crescimento e Isolamento

Agar Sangue: favorece o crescimento da maioria dos microrganismos.
Pode ser utilizado para o isolamento de microrganismos nao fastidiosos,
para a verificacdo de hemodlise e diferenciacdao de Streptococcus spp. e
Staphylococcus spp., € também para a identificacdo presuntiva de
Haemophilus spp. (prova de satelitismo).

alfa hemolise beta hemolise

Agar Chocolate: é utilizado para o crescimento de microrganismos
exigentes, apesar de crescerem quase todos os tipos de microrganismos
nesse meio. E adicionado sangue de cavalo, carneiro ou coelho a esse meio
em alta temperatura, ocasionando a lise das hemacias e consequente
liberacdo de hemina e hematina, as quais sdo necessarias para o
crescimento de microrganismos exigentes. Quando a incubacado é realizada
em CO2, este meio garante o crescimento dos microaerofilos. Geralmente
é utilizado para o crescimento de Haemophilus spp., Neisseria spp.,
Branhamella catarrhalis e Moraxella spp.
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3.2 Meios de Cultura para Crescimento e Isolamento

Agar Salmonella-Shigella (SS): esse meio possui componentes que inibem o
crescimento de bactérias Gram-positivas, além disso, permite identificar
bactérias fermentadoras de lactose, assim como bactérias produtoras de
H2S. E utilizado para o isolamento dos géneros Salmonella spp e Shigella sp.

Samonella E. coli Shigella

@ - @

Agar MacConkey: foi criado para inibir o crescimento de Gram-positivos, e
ndo é tdo seletivo para o crescimento de Gram-negativos quanto o Agar SS.
E usado para isolar bacilos Gram-negativos (enterobactérias e ndo
fermentadores) e para evidenciar a fermentacdo de lactose.

crescimento de bactérias
Gram-negativas

rosas/vermelhas lilas Incolor

Auséncia de

crescimento de
Gram-positivo.
. Lactose negativa -
Lactose positiva 8
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Agar CLED (Agar Cistina Lactose Deficiente em Electrélitos: utilizado
para isolamento e quantificacdo de microrganismo Gram-positivos, Gram-
negativos e leveduras procedentes de amostras de urina. Permite a
identificacdo de fermentadores de lactose

lactose negativo

Proteus vulgaris

Meio Lowenstein Jensen: este meio é constituido
por ovos integrais, sendo utilizado para o
crescimento e isolamento de micobactérias.
Também apresenta crescimento satisfatério para o
teste de niacina, o qual é positivo para
Mycobacterium tuberculosis.

lactose positivo

Caldo Tioglicolato com indicador e sem indicador:
O Caldo Tioglicolato com indicador da suporte para o
crescimento de varios microrganismos, sendo usado
para o cultivo de microrganismos aerobios,
microaerofilos e anaerdbios, enquanto o Caldo
Tioglicolato sem indicador da suporte para o
crescimento  de  microrganismos  anaerdbios
exigentes. O Caldo Tioglicolato com indicador
também é usado para o controle de esterilidade
bacteriana de varios materiais.
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Agar Sabouraud Dextrose: favorece o crescimento de fungos
filamentosos e leveduriformes. E usado para o cultivo e crescimento de
Candida spp. e fungos filamentosos, particularmente associados a
infec¢Bes superficiais, além disso, também é utilizado para a caracterizacao
macroscopicade fungos filamentosos.

2.3 Meios de Cultura para Provas de Identificacao

Agar Aclicar Triplo Ferro (Triple Sugar Iron Agar - TSI): esse meio é
composto por trés acucares: 0,1% glicose, 1,0% lactose, 1,0% sacarose;
além de vermelho de fenol para deteccdo da fermentacgao de carboidratos
e sulfato de ferro para deteccdo da producdo de sulfato de hidrogénio. A
porcdo inclinada do meio, exposta ao oxigénio, é aerdbia, enquanto a
porcdo inferior, por ser protegida do ar, é relativamente anaerdbia. Assim,
o agar TSI possibilita a diferenciacdao de bacilos Gram-negativos com base
na fermentac¢do de carboidratos, producdo de sulfato de hidrogénio e gas.

4 4
L /

Fermentacgdo Fermentacao Producdo de Producdo de Sem
de glicose, de glicose co2 H2S fermentacéo
frutose e
sacarose ALCALINO

AcCIDO
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Agar Base Ureia (Christensen): determina a habilidade da bactéria de
degradar a ureia em amoénia pela acdo da enzima urease, resultando na
alcalinizacdo do meio. Utilizado para diferenciar bacilos Gram-negativos
fermentadores e ndo fermentadores, Staphylococcus e Haemophilus.

UREASE POSITIVA

Agar Citrato de Simmons: determina a capacidade da bactéria de utilizar
o citrato de sddio como unica fonte de carbono, juntamente com sais de
amonia, alcalinizando o meio. Utilizado para diferenciar géneros e
especies de enterobactérias e néo fermentadores.

Py By

crescimento no meio
(POSITIVO)

Agar Fenilalanina: determina a capacidade da bactéria de produzir 4cido
fenilpiravico a partir da fenilalanina por acdo enzimatica. Utilizado para
diferenciar géneros e espécies de enterobactérias.

POSITIVO
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Caldo Triptona e SIM (sulfato/indol/motilidade I-'\gar): determinam a
habilidade da bactéria de metabolizar o triptofano em indol, a partir da
adicdo de reagentes de Erlich ou Kovacs. Com a picada em profundidade, é
possivel determinar a motilidade bacteriana. Utilizado para diferenciar
géneros e espécies de enterobactérias, nao fermentadores, Haemophilus sp
e anaerobios.

CALDO TRIPTONA SIM

POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO

Caldo Nitrato: determina a habilidade da
bactéria de reduzir o nitrato a nitrito ou
gasnitrogénio (denitrificacdo). Utilizado para

diferenciar géneros e espécies de ON e
enterobactérias, nao fermentadores,

anaeroébios, Haemophilus sp, Neisseria sp e

Mycobacterium sp. NEGATIVO POSITIVO

Agar lisina Descarboxilase (LIA): esse meio € composto pelo aminoacido
lisina, cujo grupo carboxila reage com as descarboxilases, formando aminas
alcalinas. No inicio da incubacao, a glicose contida no meio é fermentada e
ocorre viragem de cor purpura para o amarelo. Quando o aminoacido é
descarboxilado, as aminas alcalinas formadas revertem a cor do meio para
pUrpura original. Assim, é possivel verificar a capacidade bacteriana de
utilizacdo de enzimas, sendo este meio utilizado principalmente para
identificacdo de enterobactérias, bacilos Gram-negativos ndo fermentadores
e estafilococos.



Guia Pratico de Orientacoes Basicas de Microbiologia

Meio de Rugai com Lisina: é um meio de

. . . N ———=|ndol
cultura diferencial destinado a . i
identificacdo presuntiva de Enterobactérias
oxidase negativa. Este meio apresenta uma
A i i —* Triptofano
série bioquimica contendo nove provas o e
que sdo agrupados em um Unico tubo: '
reacdo de indol, desaminacédo do —
aminoacido L-triptofano, fermentacdo da —pike

N —=Gaz

sacarose, producdo de sulfeto de ——>HS
hidrogénio, produc¢do de gas, hidrolise da e
ureia, fermentacdo da glicose, '

———Motilidade
descarboxilacao da lisina e motilidade. '

2.4 Meios Cromogénicos

Os meios cromogénicos foram desenvolvidos com o objetivo de oferecer
um método mais rapido e preciso para a deteccdo de bactérias patogénicas.
A deteccdo é realizada a partir de substratos cromogénicos caracteristicos de
cada patdgeno, os quais sao liberados apds a reacao de hidrdlise, ou seja,
cada bactéria é identificada por uma cor especifica. Exemplo:

Agar ChromID® CPS: ¢ um meio de cultura utilizado para isolamento,
enumeracdo e identificacao de E. coli, Proteus sp, Enterococcus sp, Klebsiella sp,
Enterobacter sp, Serratia sp e Citrobacter sp em amostras de urina.
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e Conhecer o teste do antibiograma e entender seu
principio.

* Realizar o teste do antibiograma.

* |dentificar o perfil de suscetibilidade bacteriano apds o
final do teste
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O antibiograma é utilizado para a identificacdo de bactérias patogénicas,
bem como para o teste de suscetibilidade a drogas antimicrobianas as
quais a bactéria é sensivel ou resistente, determinando também o
espectro de acdo desses antimicrobianos. Devido ao aumento de
microrganismos multiresistentes, o resultado do antibiograma tem sido
considerado cada vez mais importante. Existem varios métodos que
podem ser utilizados para a execu¢dao do antibiograma, sdo estes:
microdiluicdo, difusdo em agar, gradiente de antimicrobiano e sistemas
automatizados. O teste de difusdo em agar € o mais utilizado no Brasil,
pois possui baixo custo e boa flexibilidade na selecdo dos
antimicrobianos. Neste método, sdao adicionados discos impregnados
pelas drogas antimicrobianas a placa de Agar Mueller Hinton semeada
com a suspensdao do microrganismo. ApoOs a incubacdo, é observado se
houve a formacdo de halos de inibicdo ao redor dos discos. O tamanho do
halo indica a sensibilidade do microrganismo ao antimicrobiano.
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Bactéria
resistente ao for nf:‘;go do
tibioti
antibiotico K/ halo de
inibicao
=
P> (O

Discos de Formacao do
antibioticos halo de
[/ inibigdo
Bactéria
sensivel ao
antibiético

Nos sistemas automatizados, o antibiograma é realizado em cart8es ou
paineis contendo os antimicrobianos liofilizados. No aparelho é realizada
a analise computadorizada do crescimento do microrganismo. Os
sistemas mais utilizados no Brasil para a determinacdo de suscetibilidade
aos antimicrobianos sao Vitek®, Vitek-2®, Walk-Away® e BD Phoenix®.

o | m— Vitek-2®

»

BD Phoenix® Walk-Away®
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3. PROCEDIMENTO TECNICO
3.1 Equipamentos e materiais necessarios

Il BI1 OGRAMA

AUTOMATIZADO

Placa com a bactéria a ser : o
e Kit de reagentes e paineis de

analisada; NP
NN antibidticos.
Solucgao salina para preparo de

suspensao; : ~
L ~ e Swab e alca de inoculagao.
e Swab e alca de inoculagao; ¢ ¢

Placar de Agar Mueller Hinton; R

Discos impregnados pelas * Nefelometro.
drogas antimicrobianas; , .
Estufa bacteriologica. * Pipetas e ponteiras.

Fluxograma automatizado

\ \ Levar ao
7 —~> aparelho
Turvaro ID Inserir 1

e testar no _gotade Despejar o contetido do
nefelometro u indicador ID e do AST na esquerda
(0,50 a 0,33) ho AST e na direita do painel,

respectivamente.

Fluxograma de semeadura para antibiograma manual

Gire a placa mais
180°, e refaca a
semeadura

Ao girar a placa 90°
realizar uma nova
semeadura por
toda a placa

Realizar a
semeadura por
toda a placa
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I e Conhecer o procedimento de cultura da urina. |
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|« Realizar o semeio de urocultura. ]
[ ]
l " | . o
: e |dentificar quais bactérias apresentam maior :

incidéncia de crescimento em uroculturas positivas.
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A urocultura é um exame realizado quando ha suspeita de infec¢ao do
trato urinario. A Escherichia coli é a maior causa de infec¢des do trato
urinario, podendo também ocorrer devido a outros microrganismos,
como Enterobacter sp, Proteus sp e Enterococcus faecalis.

O paciente deve ser bem instruido
acerca da coleta de urina, pois uma
ma higienizacdo da genitalia externa
pode gerar contaminacdao da
amostra. Apos a higienizacdao, deve
ser coletado o jato intermediario de
urina. Em casos especiais, a coleta
pode ser realizada a partir de puncao
suprapubica ou cateterizacao.
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2. Fluxograma da coleta de urina

Lave as maos. Exponha a glande
(cabega) e mantenha o
prepucio (pele) retraido.

Lave o pénis com agua e Enxugue-o com
sabdo. Enxague em papel toalha.
abundancia.

FEMININA
VNITNOSVYIN

Comece a urinar no Sem interromper a micgao,
vaso sanitario. pegue o frasco coletor e
colete aproximadamente
dois dedos de urina.

Despreze o restante de Feche o frasco coletor e
urina no vaso sanitano. leve ao laboratorio
imediatamente.

Esquema de coleta feminina. Esquema de coleta feminina.
FONTE: OURILABOURILAB - FONTE: OURILABOURILAB -
Instrugdes para Coleta. Instrugdes para Coleta.
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3. PROCEDIMENTO TECNICO

Para o diagnostico de infeccao do trato urinario, existem técnicas
quantitativas e semiquantitativas. Em técnicas quantitativas, a contagem
bacteriana minima é de 100.000/mL para uma bacteriuria significativa em
pacientes assintomaticos. Ja as técnicas semiquantitativas sdo
comparadas a graficos-padrao, a fim de obter uma estimativa da
concentragdo bacteriana.

N L ~~
=
1 o EE Reali
: : ealizar a

Fazer estrias com al¢a calibrada de 1 pL A placa deve ser contagem da
incubada em estufa seguinte forma: 1
bacteriolégica por colénia x 1000 =

18-24 horas 1000 UFC/mL

A técnica quantitativa consiste em realizar uma estria verticalmente no
centro do meio de cultura, seguida de espalhamento do material por meio
de estrias com alca calibrada de 1 pL. Em seguida, a placa deve ser
incubada em estufa bacteriologica por 18-24 horas. Ap0s esse processo, é
realizada a contagem das Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) da
seguinte forma: 1 colénia x 1000 = 1000 UFC/mL. Assim, para resultados
positivos a contagem deve ser igual ou maior que 100.000 UFC/mL, e para
resultados negativos, menor que 100.000 UFC/mL.

Vizyzzz

2
é
2
é
é
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4. Fluxograma Urocultura

Homogeneizar e semear
a urina com alca de 1pl
em agar CPS

o]

oL

HAVENDO CRESCIMENTO NA Incubar a planade 18 a
PLACA 24 horas em estufa
I 0 o O microbiolégica

Segue para o N |
antibiograma ‘ Sem crescimento

Crescimento insignificante
4t contaminacgédo
AW \§

’gD ° ==
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CULTURA DAS FEZES
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e Conhecer o procedimento de cultura das fezes.

e |dentificar quais bactérias apresentam  maior
incidéncia de crescimento em coproculturas positivas.
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A cultura de fezes € solicitada geralmente em casos de enterocolite. Os
microrganismos mais comumente encontrados nesses casos Sd0 as
enterobactérias: Shigella sp, Salmonella sp, E. coli e Yersinia enterocolitica,
além do Campylobacter sp.

Os meios de cultura Agar MacConkey e Agar Eosina Azul de Metileno
sao amplamente utilizados na cultura das enterobactérias, pois séo meios
seletivos e diferenciais, ou seja, inibem o crescimento de Gram-positivos e
demonstram a fermentacdo de lactose. O Campylobacter jejuni, por sua
vez, é cultivado em meios contendo antibidticos, como o agar de Skirrow e

o AS Campy.
W///////
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3. PROCEDIMENTO TECNICO
O semeio de fezes nos meios de cultura é realizado por esgotamento

na supericie da placa. Quando as fezes estao liquidas ou o material foi
colhido em swab, o semeio deve ocorrer diretamente na placa. Ja para
amostras solidas, deve ser feita primeiramente uma diluicdo da amostra
em solucdo salina, e entdo, a partir dessa suspensdao, o0 semeio €
realizado. Preferencialmente, devem ser escolhidas para o semeio
por¢Bes das fezes que contenham sangue, muco ou secre¢do purulenta.
Apos o semeio, as placas devem ser incubadas por 18-24 horas. Coldnias
suspeitas devem ser semeadas no meio de Rugai com Lisina, incubadas e
interpretadas de acordo com a bula do fabricante. Podem também ser
utilizados outros meios para identificacdo, como Agar TSI, Citrato de
Simmons e Fenilalanina

CASO ESPECIAL ROTINA
Em suspeita de Com a alca d?’ ‘.IO i Semear em agar
Campylobacter spp., tocar€ih varios MacConkey e agar SS
semear em AS Campy ou pontosigalamostra
~ Karmali.

L D®D

As placas devem ser
k% incubadas em estufa =
[ bacteriolégica por 24
As placas devem ser = horas, em 35°C e

incubada em estufa

e v . b Semear
bacteriolégica por .
colOnias

48-72 horas,em24°C |g o HEH Ks\ suspeitas no
' meio Rugai
a REPORTAR ))
Havendo crescimento em RESULTADO i

As placas devem ser

OVYIVNILNTOVOYOS

placa, realizar = .
identificagio \97 , incubada em estufa
) | bacteriol6gica por 24
1o Em horas, em 35°C

¢
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CULTURA DO SANGUE
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e Conhecer o procedimento da cultura de sangue.

* Realizar o semeio de hemocultura positiva.

e |dentificar quais bactérias apresentam  maior
incidéncia de crescimento em hemoculturas positivas.
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As hemoculturas sao solicitadas principalmente quando ha suspeita de
sepse, endocardite, osteomielite, meningite ou pneumonia. Em
hemoculturas positivas sao isolados com frequéncia Staphylococcus
aureus, Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e
Pseudomonas aeruginosa. Recomenda-se que sejam coletadas trés
amostras de 10 mL de sangue do paciente em um periodo de 24 horas,
visto que pode haver um baixo nidmero de microrganismos, além da
possibilidade de sua presenca ser intermitente. Antes da coleta, é
fundamental que o sitio da punc¢do seja limpo com iodo a 2%, a fim de
evitar a contaminac¢ao da cultura pela microbiota normal da pele. Apés a
coleta, o sangue é inoculado em um frasco contendo um meio rico, como
caldo infusao de cérebro-coracdo, permanecendo incubado por cerca de
sete dias.
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2. PROCEDIMENTO TECNICO

A hemocultura pode ser realizada manualmente ou de forma
automatizada. Na hemocultura manual, o responsavel pela bancada deve
verificar diariamente os frascos de hemocultura, semear a amostra em
placa de Agar Sangue e confeccionar esfregaco para analise microscopica
da morfologia bacteriana e de suas propriedades tintoriais a partir da
coloracao de Gram. Essa analise permite a emissao de laudo parcial, até
que seja liberado o resultado do antibiograma, realizado com as colénias
que apresentarem crescimento no Agar Sangue.

Quanto a hemocultura automatizada, existem diversos sistemas
automatizados utilizados na incubacdo de hemoculturas, como o BD
BACTEC™ e 0 BD BACTEC™ FX, que além de incubar, monitoram e agitam
os frascos. Assim, o aparelho realiza a detec¢do de amostras positivas, as
quais devem passar pelo mesmo procedimento da hemocultura manual,
ou seja, deve ser realizado o semeio em Agar Sangue e a anélise de
esfregaco da amostra apds coloracao de Gram, bem como a libera¢do de
laudo parcial e o antibiograma das colénias que crescerem apoés a
incubacdo da placa.
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