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1. OBJETIVO(S)

Fazer a identificacdo das colOnias bacteriana presentes nas placas de crescimento primario
dos materiais clinicos enviados ao setor de microbiologia.

2. DESCRICAO DOS PROCEDIMENTOS

e O Setor de Microbiologia do HUAB possui duas salas, uma de realizacdo de
procedimentos e outra de preparo de meio de cultura. Possui também uma sala para
limpeza e descarte de todo material utilizado para os exames;

e Usar Equipamento de Protegdo Individual (EPIs);

e Antes do inicio da rotina de trabalho, todo o ambiente é limpo e desinfetado com alcool
a 70%. Caso aconteca algum acidente (derrame) com culturas de microrganismo durante
o trabalho, imediatamente é colocado agua sanitaria sobre o material e deixado por 10
minutos. Apds esse tempo, limpa-se com compressa de pano e desinfetando novamente
com alcool a 70%. No final da rotina, todo o ambiente é novamente desinfetado.

e Para realizar a identificacdo bacteriana inicialmente realiza o semeio, conforme
descritos nos POPS Urocultura e Hemocultura;

e Apds 18 horas de incubacdo em estufa a 35°C analisar o tipo morfoldgico das colonias e
o numero de UFC (Unidade Formadora de Col6nias). Geralmente as infec¢des do trato
urinario contém um tipo morfoldgico apresentando contagem superior a 1000 UFC, o
gue corresponde a mais de 100.000UFC/mL de urina. Se houver mais de um tipo
morfoldgico com contagem superior a 100 UFC descartar a placa e solicitar nova coleta
de amostra.

e Se a contagem for menor que 100 UFC ou ndo houver crescimento algum, o resultado
sera negativo.

e Caso a contagem configure que a amostra é positiva. Diante de uma cultura positiva (>
100.000 UFC/mL) analisar o aspecto da col6nia presumindo a sua identificagdo.

e Col6nias maiores geralmente sdao bacilos Gram negativos da familia Enterobacteriaceae
e devem ser identificadas utilizando as provas bioquimicas interpretando de acordo com
a tabela de identificagdo. Realizar antibiograma utilizando os discos padronizados
aplicando os critérios de interpretacdo dos pontos de cortes do BrCAST. Outro bacilo
Gram negativo frequentemente encontrado em uroculturas de paciente internado é a
Pseudomonas aeruginosa. ColOnias suspeitas tem um odor caracteristico de “uva” e
produzem reacdo de citocromo oxidase positiva.

e Colonias médias sugerem estafilococos, sendo os de interesse clinico, neste material, o
S.aureus e 0 S. saprophyticus (este em mulheres em idade fértil). Realizar uma coloragdo
de Gram para confirmagdo da presenga de cocos Gram positivos, fazer a prova da
catalase (positiva para estafilococos) e coagulase (positiva para S. aureus). Para
identificagdo do S.saprophyticus testar o disco de novobiocina de 5ug (resistente).

e Colonias pequenas com aspecto puntiforme sugerem estreptococos, dos quais os mais
importantes sdo: Streptococcus agalactiae e, também, os enterococos. Realizar uma
coloracdo de Gram para confirmacdo de cocos Gram positivos em cadeias curtas e
catalase negativo. Fazer o teste PYR que irda determinar o proximo passo da
identificacdo: Se positivo, fazer as provas para enterococos (bile esculina, NaCl 6,5%,
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Manitol, Arabinose e Xilose) e realizar antibiograma utilizando os discos padronizados
para enterococos. Se PYR negativo, repicar em agar sangue de carneiro 5% para
posterior evidenciamento de beta hemdlise, realizar o teste de CAMP e fazer o
antibiograma em &gar Miueller Hinton acrescido de 5% de sangue de carneiro.
Confirmard a espécie se as coldnias apresentarem beta hemélise e teste CAMP positivo
(figura 1).

Streptococcus agalactiae
(pos)

Staphylococcus aureus

P

‘ Streptococcus pyogenes
- (neg)

Figura 1: CAMP teste positivo a direita e negativo a esquerda.

Identificacdo de bactérias Gram negativas

e As bactérias da familia Enterobacteriaceae crescem bem em agar MacConkey, é um
meio de cultura seletivo e diferencial para bactérias Gram negativas, serve para
distinguir entre as que fermentam lactose (formando col6nias cor-de-rosa) e as que ndo
fermentam (que formam col6nias incolores), apresentam col6nias médias, mucoides,
lisas e com bordas bem definidas.

FIGURA 2: Agar MacConkey mostrando de um lado colénias Lactose positiva e Lactose negativa.

e As provas utilizadas pelo Setor de Microbiologia sdo: TSI — Triplice Sugar Iron; CITRATO;
SIM; Fenilalanina e meio de rugai modificado.

v TSI: Glicose/ Lactose/ Sacarose

O meio TSI é originalmente vermelho. Quando se torna totalmente amarelo a bactéria é
fermentadora de glicose, lactose e sacarose (tubo 1); quando a parte inclinada permanece
inalterada e a base amarela, a bactéria é fermentadora, porém lactose negativa (tubo 2); quando a
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base se torna enegrecida, considera-se a bactéria fermentadora com H2S positivo (tubo 3); no tubo

4 tem-se uma bactéria ndo fermentadora, pois o meio permaneceu inalterado. O meio pode mostrar

também a producdo de gds como no tubo 1.
1 &

.r :

3 4

FIGURA 3: Meio de TSI mostrando os vdrios perfis de reagdo. Tubo 1: uma bactéria fermentadora com produgdo de gds; tubo 2, uma
bactéria fermentadora lactose negativo. No tubo 3: uma bactéria fermentadora com produgéo de gds sulfidrico (H2S). O tubo 4
representa uma bactéria néo fermentadora.

v’ Fenilalanina
A segunda prova a ser interpretada é a Fenilalanina. O aminoacido aromatico fenilalanina

¢ desaminado oxidativamente por uma aminoacido-oxidase, a fenilalanina-desaminase, produzindo
acido fenilpirdvico. O cloreto férrico é um agente quelante que se liga ao acido fenilpirdvico
formando uma coloragdo verde. Se positiva, a bactéria pertence ao grupo Proteus, providencia ou
Morganella, excluindo todas as outras espécies.

Fenilalanina (+) Fenilalanina (-)
[

| | o, -

Figura 4: Prova bioquimica da Fenilalanina mostrando um teste positivo a esquerda e negativo a direita.

v’ Citrato
A terceira prova na sequéncia de identificagao é o citrato. Essa prova testa a capacidade da
bactéria em utilizar o citrato de sédio como unica fonte de carbono. O meio original é verde e
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guando positivo ele vira para azul. Frequentemente, encontramos uma prova positiva que
apresenta crescimento, mas permanece verde. Uma prova de citrato positiva exclui E. coli.

FIGURA 5:Prova do Citrato mostrando um teste positivo a esquerda e negativo a direita. Notar que o tubo positivo mostra também o
crescimento bacteriano.

v" Agar Indol Sulfeto Motilidade (SIM)

E um meio diferencial que testa trés parametros diferentes, que sdo representados pelas
trés letras no nome: Producdo de H,S (S), Producdo de indol () e motilidade (M). O teste de
producado de H,S é util na diferenciacdo de organismos entéricos. O teste de indol é utilizado para a
diferenciacdo da familia Enterobacteriaceae. O teste de motilidade é util para verificar a capacidade
de locomog¢dao em uma grande variedade de bactérias.

Motil — Colocar 5 gotas de Reativo de Kovacs e homogeneizar. Se aparecer uma coloracao
roésea a prova é positiva.

v" Meio de Rugai Modificado

Este meio é utilizado para identificar as principais espécies de Enterobactérias, Vibrios e
Aeromonas, permitindo em um sé tubo a leitura, das seguintes reacdes: motilidade da bactéria
indicado pela turvacdo da lisina na base, lisina descarboxilase, fermentacdo da glicose em
profundidade e da sacarose na superficie do meio, producdo de gds sulfidrico (H2S), gds em glicose,
utilizagdo do aminoacido L- triptofano (desaminag¢do), hidrélise da uréia e no tampao do tubo, um
desenvolvimento de coloracdo avermelhada que indica a formacgdo de indol.

PROCEDIMENTO TECNICO:

e Retirar os tubos a serem utilizados do refrigerador e aguardar até que as mesmas
alcancem a temperatura ambiente;

e Usando a agulha bacterioldgica flambada, encostar na superficie de uma col6nia e
inocular através de uma picada central que atinja a porc¢do inferior do meio lisina-
motilidade, cuidando para ndo entortar a ponta da agulha.

e Ao puxar a agulha em direcdo a superficie, cuidar para que esta percorra o mesmo
caminho e ao atingir a superficie fazer o estriamento.

GOVERNO DO

- = l"::_j‘_ = =P MINISTERIO DA
susmgm LU SIRRINI . EBSERH EDUCAGAO “‘I l—

DO LADO DO POVO BRASILEIRO



IDENTIFICACAO BACTERIANA.POP.UDIDE.072 - versdo 1 Pagina 6 de 9

INTERPRETACAO:

Desaminagdo do L-Triptofano: prova positiva quando ha desenvolvimento de coloragao
verde garrafa no apice do tubo e a prova negativa se caracteriza pela manutencao da
cor original do meio ou cor amarelada;

Fermentacdo da glicose: o surgimento de cor amarela na porc¢ao inferior de meio,
caracteriza prova positiva, do contrdrio, o meio mantém-se inalterado; esta prova deve
ser obrigatoriamente positiva para todas as enterobactérias, devendo-se atentar para o
fato de que, nos casos de bactérias que produzem H2S ou hidrolisam a uréia, a cor
amarela é mascarada;

Fermentacdo da sacarose: surgimento de cor amarelada na superficie do meio.
Producdo de gas a partir da glicose: caso a bactéria em estudo produza gés a partir da
glicose, irdo se formar bolhas no interior do meio, podendo em alguns casos o meio
pode chegar a se partir e sofrer deslocamento;

Producdo de gas sulfidrico (H S):a producdo de gas sulfidrico é evidenciada pelo
surgimento de coloragdao negra com intensidade varidvel na porgao inferior de meio;
Hidrolise da uréia: considera-se a prova positiva quando ha a formacdo de uma
coloracdo azulada na porgdo inferior de meio.

Descarboxilacdo da lisina: inicialmente o meio ficara amarelo indicando que a bactéria
¢é viavel, e no caso de haver a descarboxilagdo da lisina, o meio volta a cor purpura
original, do contrario, para prova negativa, o As col6nias a identificar sdo semeadas por
picada em profundidade e meio mantém-se amarelo.

Motilidade: caso o crescimento bacteriano fique restrito a linha de picada considera-se
a motilidade negativa, do contrario, para a motilidade positiva hd um crescimento difuso
com turvagao parcial ou completa do meio;

Indol: o surgimento de uma cor vermelha na tampa caracteriza a prova positiva.

Fase Superior

Apice: azul: sacarose negativa LTD negativo
Amarelo: sacarose positiva LTD negativo
verde garrafa: sacarose negativa LTD positivo
castanho: sacarose positiva LTD positivo
Base: Amarelo: glicose positiva

Base: amarelo: glicose positiva

Azul: uréia positiva

Preto: H2S positivo

Amarelo com bolhas: glicose e gas positivos
Fase Inferior:

Violeta: lisina descarboxilase positiva
Amarelo: lisina descarboxilase negativa

Com turvacgdo: motilidade positiva (médvel)
Sem turvagdo: motilidade negativa se observa nitidamente o crescimento
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MBIOLOG IDENTIFICAGAO PRESUNTIVA DE BACILOS GRAM-NEGATIVOS (31) 3507.0707
\\B A PARTIR DO DESENVOLVIMENTO EM CLED E MACCONKEY 4 ;
DIAGNOSTICOS (URIPROV), NO MEIO DE RUGAI COM LISINA. www.mbiolog.com.br
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FIGURA 6: Identificagdo presuntiva de bacilos Gram negativos no meio de Rugai com Lisina
TABELA DE DIFERENCIACAO BIOQUIMICA DE ENTEROBACTERIAS
Caracteristicas da cultura apds de 18-24 horas a 35-37°C.
Organismo LTD GLI GAS H2S URE LIS MOT IND SAC
Escherichia - + + - - + + + +
coli
Shigella - + - - - ) : +/- :
Salmonella - + + - - + + = =
Proteus + + - + + + +/- =
Enterobacter - + - = = = + - i
Citrobacter - + + +/- - - + +/- +/-
Klebsiella - + + - + + = s
Serratia - + - & = Y 4 =
Providencia + + +/- - - & + + +/-

Identificacdo de bactérias Gram Positivas

e Crescimento em Agar Sangue é um meio de cultura microbioldgico enriquecido e
diferencial, observa sua capacidade de destruir glébulos vermelhos (hemdlise), sendo
fundamental para identificar e caracterizar patégenos como estreptococos e
estafilococos.

e Crescimento em Agar manitol salgado é um meio de cultura seletivo e diferencial usado
em microbiologia para isolar e identificar bactérias do género Staphylococcus,
especialmente o Staphylococcus aureus.
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e Coloracdo de Gram

v Catalase

Detectar a presenca da enzima catalase na bactéria e com base no resultado obtido auxiliar
na identificacdo de géneros e espécies bacterianas. Classicamente utilizado na diferenciacdo de
estafilococos (catalase positiva) e estreptococos (catalase negativa).

v’ Coagulase

E misturando uma amostra bacteriana com plasma sanguineo para observar a formagdo de
um coagulo. A enzima coagulase, produzida pelo S. aureus, reage com o plasma para formar fibrina,
gue causa a coagulacdo. Um resultado positivo indica S. aureus.

(+) Staphylococcus aureus

(Neg) Staphylococcus spp. em Sangue

(Neg) Staphylococcus saprophyticcus (a prova de resisténcia a novobiocina, permite
distinguir cepas de Staphylococcus saprophyticus de outros estafilococos).

NOTA: Casos de confirmacdo de resultados enviar o semeio para HUOL ou MEJC.
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