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SS — Salmonella-Shigella.




TCBS — Tiossulfato — Citrato — Bilis — Sacarose

TM — Thayer-Martin.

TSA — Teste de Sensibilidade aos Antibioticos.

XLD - Xilose Lisina Desoxicolato.




RESUMO

O presente relatério de estdgio focaliza Técnicas Laboratoriais para Identificacio de
Bactérias em Amostras Bioldgicas. O principal objectivo do estagio foi a aquisicdo de
conhecimentos, compreensio e execugdo das principais técnicas de identificagdo de bactérias
usadas no Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Medicina da Universidade Eduardo

Mondlane.

O trabalho de estagio foi efectivado na unidade supracitada e dividiu-se em duas fases. A
primeira estendeu-se de Margo a Maio de 2006 tendo consistido basicamente em adaptacdo &
unidade de estdgio e elaboragio do protocolo. A segunda fase for de Julho a Qutubro de 2006 e
consistiu essencialmente no processamento microbioldgico de amostras bioldgicas provenientes
de diferentes Hospitais e Centros de Saide, bem como de Clinicas da cidade de Maputo. O
processamento, incluiu a inoculagdo de amostras em meios de cultura apropriados, o isolamento
das colénias bacterianas suspeitas (sugestivas de um patdgeno), a identificagdo das estirpes

isoladas, e o teste de sensibilidade aos antibioticos.

Durante a segunda fase do estagio foram recebidas um total de 234 amostras das quais: 26 de
urina, 150 de fezes, 23 de secre¢des purulentas, 6 de exsudatos vaginais e 5 de zaragatoa uretral,
18 de expectoragfio, 4 de secregdo ocular, 1 de exsudato faringeo e 1 de liquido pleural. Foram
identificadas com maior frequéncia: Staphylococcus aureus (70,6%) em amostras de pus
(secre¢Oes purulentas), e Escherichia coli (38,5%) em amostras de urina. Nédo foi possivel isolar
bactérias nas seguintes amostras: fezes, exsudatos vaginais e uretrais, expectoragdo, exsudato
faringeo e liquido pleural. As técnicas frequentemente usadas para identificagio das estirpes
isoladas consistiram na avaliagdo da actividade metabélica das bactérias em relagdo a certas

substancias orgéanicas. -

Durante o estagio verificou-se que as técnicas de identificagdo de bactérias desempenham um

.papel fundamental no auxilio do Clinico para a prescrigio do antibacteriano apropriado.
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Técnicas Laboratoriais para [dentificagiio de Bactérias em Amostras Bioldgicas.

1. APRESENTACAO E CARACTERIZACAO DO LOCAL DE ESTAGIO

O trabalho de estagio foi efectivado no Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Medicina
da Universidade Eduardo Mondlane. Localizado na Avenida Salvador Allende n® 702, CP 257,

na cidade de Maputo. Este laboratério faz parte do departamento académico de Microbiologia e

se divide em diversos sectores para uma boa coordenagdo e execugio das tarefas como ilustra a

figura 1.

DIRECGCAO DA FACULDADE

DEPARTAMENTO ACADEMICO DE
MICROBIOLOGIA

LABORATORIO DE
MICROBIOLOGIA

LABORATORIO DE
PARASITOLOGIA

Servicos de Apoio
(Lavagem/Esterlizagdo/Prepa-
ragio de meios de cultura),

|

l |

Servicos de

Referéncia Investigacéio
(Doencas endémicas e

DTS).

Diagnéstico Docéncia de
Laboratorial Microbiologia
Meédica

Micologia

BACTERIOLOGIA Imunodiagnéstico

Figura 1. Organograma da unidade de estagio.
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Técnicas Laboratoriais para Identificagio de Bactérias em Amostras Biolégicas.

1.1. Breve historial do local de estagio

O laboratério de Microbiologia da Faculdade de Medicina faz parte do Departamento Académico
de Microbiologia que tem a seu cargo a disciplina de Microbiologia. Para além de suas
actividades inerentes ao apoio a docéncia da disciplina de Microbiologia, este Laboratério,
colabora com as autoridades responsdaveis pelo controle de epidemias no Ministério da Saude
desde a epidemia da célera na cidade de Maputo em 1980, permitindo assim, através do bom
relacionamento e vocagdo do Laboratorio para esta area e em troca dos bons servigos, contar ao
longo destes anos com assisténcia técnica, dotagdo de equipamento, material € reagentes ao

abrigo de projectos com o Ministério da Saude (LM, 1999).

Em 1990, melhorou a capacitacdo técnica e organizagéio estrutural {(emergéncia do Gabinete de
Epidemiologia, Endemias e o seu Departamento de Epidemiologia, dota¢do de quadros
superiores ao Laboratério e crescimento do Departamento Académico de Microbiologia)

alargando o ambito, frequéncia e nalguns casos, a regularidade destas actividades (LM, 1999).

Fot assim que em 1997 celebrou-se entre a Direc¢lio de Assisténcia Médica do Ministério da
Saude e a Direcgdo da Faculdade de Medicina um acordo de cujo dmbito foi o reconhecimento
do Laboratorio de Microbiologia do Departamento Académico de Microbiologia da Faculdade
de Medicina, como Laboratorio. Nacional de Referéncia para o diagndstico de Doengas
Infecciosas dentre os Programas Nacionais de Controle de endemias, formando e capacitando
nessa area pessoal clinico e outros técnicos de saude, de modo a que este pudesse prestar os
servigos que o Departamento de Epidemiologia ¢ Endemias necessitasse, para que meihor

cumprisse as suas finalidades (LM, 1999).

Em Dezembro de 1998, ao fim de longos anos de espera, o pessoal do Laboratorio de
Microbiologia que até ai vinha desenvolvendo todas as suas actividades num pré-fabricado
localizado nas traseiras do edificio da Faculdade (instalagfes em péssimo estado de manutengéo
¢ sem possibilidades de climatizagdo, o que dificultava a manuten¢io da qualidade dos servigos

prestados € a previsdo de abertura de novas areas de investigagdo e extensdo), viu finalmente
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Técnicas Laboratoriais para Identificagfio de Bactérias em Amostras Bioldgicas.

concretizada a mudanga para novas instalagdes e a melhoria das suas condigdes de trabalho (LM,

1999).

Além da docéncia, e das suas actividades como referéncia para diagndstico de doengas
infecciosas de etiologia bacteriana ¢ micolégica, o Laboratorio tem exercido actividades de
investigagdo e extensdo. Estas tltimas em colaboragio com outros Departamentos Clinicos ¢

com a Repartigdo de Epidemiologia do Ministério da Saude (LM, 1999).

Projecto I} Leonel Govindo Sempre Monteiro 3
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Técnicas Laboratoriais para Identificagio de Bactérias em Amostras Biologicas.

2. PROGRAMA DO ESTAGIO

- O programa de estdgio pré-estabelicido (veja tabela 1 do anexo 1), dividiu-se em dois periodos:
um periodo datado de Margo a Maio de 2006, que se caracterizou pela adaptagdo do estagiario
sobre 0s processos de trabalho da unidade de estigio, acompanhamento dos trabalhos executados
no sector de trabalho (Bacteriologia), pesquisa bibliografica concernente a tematica do trabalho,
¢ por fim a elaboragfio do protocolo. O segundo periodo estendeu-se de Julho a Qutubro de 2006
e consistiu principalmente no processamento das amostras com o propésito de identificar
bactérias nelas presentes. Assim sendo, para o alcance de seus objectivos o estagiario cumpriu

mais de 306 horas previstas, na unidade de estagio.
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Técnicas Laboratoriais para Identificagio de Bactérias em Amostras Biologicas.

3. OBJECTIVOS

3.1. Geral

» Conhecer, compreender e executar as principais técnicas laboratoriais para identificagéo

de bactérias, usadas no Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Medicina.

3.2. Especificos

» Compreender e executar os testes para identificag@o das bactérias antes e apos cultura em
meios apropriados;
» Compreender, executar e interpretar os resultados do Teste de Sensibilidade aos

Antibidticos.
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4. APOIO CONCEDIDO AO ESTUDANTE POR PARTE DA UNIDADE DE
ESTAGIO

Para efectivacdo do seu trabalho, o estudante contou com a disponibilidade imediata do corpo
técnico da unidade de estagio, mais propriamente do sector onde estagiou, para o entendimento,
compreensdo e execugdo do seu trabalho, acesso a manuais técnicos especializados na tematica
do trabalho, impressdo de diversos documentos, disponibilidade de materiais para realizagéo do

trabalho. De salientar o bom ambiente de trabalho proporcionado pelo corpo técnico.
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Técnicas Laboratoriais para Identificagfio de Bactérias em Amostras BiolGgicas.

5. REVISAO BIBLIOGRAFICA

5.1. Bactérias

As bactérias fazem parte de um grande e diverso grupo de microorganismos unicelulares, que se
multiplicam por fissdo bindria, um processo no qual a bactéria mie se divide em duas bacténas

idénticas e independentes (Ravel, 1997 ¢ Walters et al., 1997).

5.1.1. Classificagao

As bactérias sdo classificadas pela sua morfologia, reac¢des de Gram e outros tipos de coloragéo,
necessidades de crescimento e caracteristicas bioquimicas. Pelo uso de técnicas especializadas,
estas podem também ser agrupadas pela composi¢io do DNA. Morfologicamente, as bactérias
podem ser: cocos, bacilos e espiroquetas. Muitas espécies bacterianas sdo capazes de mudar sua
forma, especialmente apés crescimento em meios artificials, tais organismos com essa

capacidade sdo chamados de pleimérficos (Ravel, 1997 e Murray et al., 2004).

5.1.1.1. Cocos

Sdo bactérias arredondadas ou ovais medindo cerca de 0,5-1,0pm de didmetro. Quando se
multiplicam, os cocos podem permanecer agrupados em pares, cadeias ou grupos irregulares.
Cocos que caracteristicamente se agrupam aos pares sdo chamados de diplococos, e dentre eles
se destacam espécies do grupo meningococo € gonococo. As espécies pertencentes ao género
Streptococcus possuem uma forma de agrupamento caracteristica em cadeia, como por exemplo
Streptococcus pyogenes. Os membros do género Staphylococcus sdo caracterizados pelo seu
agrupamento irregular (tipo cacho de uva), um exemplo destes é Sraphylococcus aureus.
Geralmente, os estafilococos e estreptococos sdo Gram positivos, enquanto os diplococos podem
ser Gram positivos (exemplo: Streptococcus pneumoniae) ou Gram negativos (exemplo: género

Neisseria) (Jawetz et al., 2000).
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Técnicas Laboratoriais para Identificagdo de Bactérias em Amostras Bioldgicas.

5.1.1.2. Bacilos

Sao bactérias em forma de bastonetes com extremidades redondas, fusiformes ou quadradas.
Medem 1-10 pm em comprimento e 0,3-1,0 pm em largura. Bacilos curtos com extremidades
arredondadas sdo chamados de cocobacilos. Quando se multiplicam, usualmente os bacilos tém
tendéncia a separar-se. Todavia, ocasionalmente estes podem formar: cadeias, por exemplo
espécies de Streptobacillus; cadeias ramificadas, por exemplo Lactobacillus; amontoados por
exemplo Mycobacterium leprae; permanecer fixos a varios dngulos que se assemelham a
caracteres chineses por exemplo Corynebacterium diphteriae. Alguns bacilos como os dos
géneros Clostridium e Bacillus sdo capazes de formar esporos resistentes quando as condig¢des
para o desenvolvimento vegetativo s&o desfavoraveis. Muitos bacilos sfo moveis através de um
ou mais flagelos, numa ou em ambas extremidades ou ainda & volta do organismo inteiro. Muitos

bacilos sdo Gram negativos como a larga familia das enterobactérias (Marshall, 1995).

5.1.1.3. Espiroquetas

S&o organismos flexiveis, enrolados e moveis. Eles progridem através de movimentos rapidos.
Muitas nfio sio facilmente coradas pelo método de Gram. As espiroquetas dividem-se em trés
grandes grupos Treponemas, Borrelias e Leptospiras. No grupo de Treponemas, destaca-se o
Treponema pallidum agente causador da sifilis, uma doenga de Transmissdo sexual de grande

impacto na Satde Publica (Jawetz et al., 2000).

5.1.2. Factores de viruléncia das bactérias

As bactérias sdo capazes de atravessar as defesas normais do corpo humano e causar doengas,
através da invasdo de tecidos por crescimento ou produgio de toxinas. Tal invasdo é denominada
de infecg¢do, e as bactérias capazes de a causar sdo chamadas de patogénicas. O desenvolvimento
de uma infec¢do depende das complexas interacgbes de susceptibilidade do hospedeiro a
infecgdo, do potencial de viruléncia da bactéria e da oportunidade de interacg¢dio entre o

hospedeiro ¢ a bactéria (Murray et al., 2004).
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Técnicas Laboratoriais para 1dentificac8o de Bactérias em Amostras Biologicas.

Algumas das vias que auxiliam o estabelecimento dos patogenos nos tecidos, a sua multiplicagio
e patogenicidade incluem: existéncia de capsula, presenga de pili, produgdo de enzimas
extracelulares, libertagdo de endotoxinas e sintese de exotoxinas. Bactérias tais como
Streptococcus pneumoniae, Klebsiella preumoniae ¢ Haemophilus influenzae sio capazes de
secretar em volta de suas paredes celulares uma capsula fina protectora, que os previne da
destruigio por células fagocitarias do hospedeiro, e contribui para viruléncia da bactéria (Murray

et al.,2004).

Estirpes virulentas de organismos como Neisseria gonorrhoeae e algumas Escherichia coli estio
cobertas de pili, que auxiliam a sua adesfo a outros organismos ¢ aos tecidos do hospedeiro

(Jawetz et al., 2000).

Muitas bactérias produzem enzimas extracelulares que contribuem para a sua patogenicidade.
Estas incluem: Quinases, que podem ser estreptoquinases produzidas por Streptococcus e
estafiloquinases produzidas por Staphylococcus; Coagulase, produzida por Staphylococcus
aureus; Hialuronidase, presentes em Clostridium perfringens e alguns Streptococcus e
Staphylococcus, Beta (B) -lactamases produzidas por muitas bactérias incluindo algumas
estirpes de Staphylococcus aureus e Neisseria gonorrhoeae. Esta enzima é capaz de destruir
penicilinas e cefalosporinas, tornando estes antibioticos ineficazes no tratamento das infecgdes

causadas por estas bactérias (Jawetz et al., 2000).

Certos organismos secretam substincias toxicas chamadas exotoxinas que sdo capazes de
destruir ou prejudicar as células hospedeiras e tendem a ser especificas na sua acg¢éo, por
exemplo a exotoxina de Clostridium tetani ¢ uma neurotoxina. Outros patdgenos importantes
produtores de exotoxinas incluem Clostridium botulinum, Clostridium perfringens,
Corynebacterium diphteriae, Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC), Shigella dysenteriae e
Vibrio cholerae. A patogenicidade desses organismos ¢ completamente dependente da produgio
da exotoxina. A toxina produzida pelos patdgenos entéricos ¢ chamada enterotoxina. Espécies de
Staphylococcus e algumas espécies de Streptococcus produzem leucocidina que ¢ capaz de

destruir os leucdceitos (Murray et al., 2004).
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Técnicas Laboratoriais para Identificagiio de Bactérias em Amostras Biologicas.

A parede celular das bactérias Gram negativas contém endotoxinas. Diferentemente de
exotoxinas, endotoxinas ndo sdo secretadas por um organismo, mas sim libertadas quando o

organismo ¢ destruido; portanto, as endotoxinas ndo contribuem directamente para a invasdo da

bactéria (Marshall, 1995).

5.2. Amostras

Denomina-se amostra 2 uma por¢do do produto ou das secregdes exsudativas de uma regido
anatémica, onde nos interessa determinar a presenga de microorganismos (Folgosa e Martelli,
1985).

O diagnostico preciso e fiavel de uma bactéria depende em grande medida de outros factores, a
semelhanga dos fungos, do cuidado meticuloso ¢ da limpeza que se tem no momento de proceder
a colheita da amostra. De pouco valera a escolha adequada do meio de cultura éptimo e a
correcta aplicagdo dos métodos e técnicas de investigagdo complementares, se a amostra ndo foi

obtida com qualidade desejavel (Folgosa e Mondlane, 2005).

5.2.1. Urina

O exame da urina proporciona ao clinico informagdes preciosas sobre a patologia renal e do trato
urinario, bem como de algumas moléstias extra-renais. Para exame bacteriologico, a amostra
deve ser'colhida assepticamente, apds higiene da regido do meato uretral desprezando os
primeiros 10 a 20 ml e recolhendo o volume necessario no jacto médio, da primeira micg¢do do
dia. Tratando-se de mulheres deve-se seguir o seguinte para obten¢do da amostra (Lima ef al.,
1992):

1. rigorosa limpeza da vulva e da vagina, com 4gua e sabdo, seguida de assepsia destas
estruturas;

2. afastamento dos grandes labios;

-3. a colheita deve ser de preferéncia feita por pessoal especializado.

Em criangas de pouca idade, a colheita pode ser feita por meio de colector plastico ou da puncio

suprapiibica.
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5.2.2. Fezes

O material fecal é uma amostra comum e tipica para investigagdo de microorganismos
patogénicos no trato intestinal. Este, deve ser examinado o mais cedo possivel apds a sua
emissdo, evitando-se contamina¢do com urina. Quanto mais rapido forem semeadas, mais
seguros os resultados. O material deve ser colhido em frascos estéreis, contendo sempre que
possivel um meio conservador. Quando as fezes contém muco, uma porgio deste devera ser
incluida na amostra. Pode-se também por auxilio de uma zaragatoa colher material directamente
do recto, neste caso a amostra deve ser enviada ao laboratério num meio de transporte adequado,

caso ndo seja possivel processa-la de imediato (Lima ef al., 1992).

5.2.3. Secrecdes e exsudatos

As amostras de secregdes para exame microscopico e cultura incluem material do cérvix, vulva,
uretra, conjuntiva, nariz, garganta, boca, exsudato de lesdes da pele e ulceras (Folgosa e
Mondiane, 2005).

As amostras sdo obtidas com uma zaragatoa estéril, com a qual se colhe a maior quantidade
possivel da secre¢do. Em casos de abcessos de pele ou de feridas e queimaduras, deve-se fazer
uma limpeza da pele com agua e sabdo ou com um desinfectante fraco para evitar a
contaminagfo com microorganismos da periferia que ndo sdo patégenos. A zaragatoa ¢ colocada
dentro de um tubo ou frasco com meio de transporte adequado. Com outra zaragatoa colhe-se

outra amosira e prepara-se um ou mais esfregagos sobre ldminas (Marshall, 1995).

5.2.4. Expectoragio

A obtencdo da amostra varia com a natureza do processo infeccioso. O doente deve lavar a boca
com agua estéril ou fervida, e depois expectorar para dentro do recipiente. Recomenda-se a
obtengdo das amostras pela manhd, altura em que a expectoragdo ¢ mais concentrada (Folgosa e
Mondlane, 2005).
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5.2.5. Liquidos corporais

A obtengdo das amostras de liquidos corporais, que incluem: LCR, liquido ascitico, sinovial ou
articular, pleural e pericardico é da responsabilidade do médico que deverd proceder a sua

colheita em condigdes de rigorosa assepsia (Folgosa e Mondlane, 2005).

5.3. Meios de cultura

Um meio de cultura é uma substincia usada para cultivar microorganismos no laboratério; os
meios para cultivar bactérias sdo designados de meios bacteriologicos. Estes contém as
necessidades em nutriente, pressdo osmética e pH em quantidades correctas (Walters ef al.,
1997).

Os tipos mais importantes de meios de cultura sdo: basicos, enriquecidos, selectivos, diferenciais
e de transporte. Meios basicos, sdo meios simples como agar nutritivo e caldo nutritivo que
suportam o crescimento de organismos que ndo tém exigéncias nutricionais especiais. Meios
enriquecidos, sdo meios enriquecidos com sangue inteiro, sangue lisado, soro, peptonas,
extractos especiais ou vitaminas para suportar o crescimento de patdgenos que requerem
nutrientes adicionais ou estimulantes de crescimento (exemplo: agua peptonada alcalina (APA).
Meios selectivos, sGo meios que contém ingredientes que inibem o crescimento de certos
microorganismos, enquanto deixam outros se desenvolverem. O uso deste tipo de meios aumenta
as chances de recuperar um determinado organismo de uma populagdo variada de bactérias
(exemplo: agar TCBS). Meios diferenciais (indicadores), sio meios que contém substincias
que visivelmente mudam, como resultado das actividades metabélicas de um microorganismo
particular. Estes podem indicar mudangas quimicas, como fermenta¢fio de agiicares (exemplo:
agar MacConkey). Meios de transporte, sdo na sua maioria semi-sélidos, e contém ingredientes
que previnem o crescimento de organismos comensais e asseguram a sobrevivéncia de patdgenos
aerobios e anaerdbios quando as amostras nio podem ser semeadas de imediato (Cheesbrough,
1984).
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Dependendo da concentrag@o de agar, os meios podem ser classificados em sélidos quando a
concentragdo de agar é maior, semi-sélidos apresentam uma pequena concentragio de agar e

liquidos quando nédo contém agar (Marshall, 1995).

5.4. Inoculaciao de meios de cultura

O primeiro passo para investigagdo de uma amostra ¢ o seu processamento, sendo a primeira
etapa a sua inoculagio em meios de cultura idoneos. A escolha dos meios de cultura a serem
usados € condicionada pelo tipo de exame e, em particular, pelas espécies bacterianas que
pretendemos isolar. Somente em raros casos, o exame bacterioscopico directo com prévia
coloragdo, pode fornecer dados suficientes para a identificagdo presuntiva (ex: Meningococo,

Gonococo, Bacilo de Koch, etc.) (Health Protection Agency, 2004a e Folgosa e Marteili,1985).

Os meios devem ser inoculados numa ordem logica: 1. meios sem inibidores (ex: agar sangue);
2. meios indicadores (ex: CLED agar); 3. meio selectivo (agar XLD, agar chocolate; 4.
esfregagos para coloragfo. Todavia, podem existir ocasides em que ndo € possivel inocular meios
deste medo. Por exemplo, zaragatoas para cultura de gonococos (GC) podem conter somente um
nimero pequeno de organismos. Isto fard com que se torne prioritério inocular em meio selectivo

agar GC (Health Protection Agency, 2004a).

Os meios liquidos devem ser inoculados primeiro quando se processam amostras fluidas. Isto
reduz as chances de contaminagfo através de meios solidos. Porém, meios liquidos devem ser
inoculados depois dos meios sélidos quando sdo examinadas zaragatoas e fezes, para evitar a
dilui¢do de organismos contidos na amostra ¢ que qualquer organismo nfo-viavel presente no
meio liquido seja transferido para outro meio liquido, meio sélido ou para ldminas (Health

Protection Agency, 2004a).

Quando se pretende inocular meios de cultura deve ser usada a técnica asséptica com o propdsito
de prevenir a contaminag8o das culturas e das amostras, e para prevenir a infecgio do trabalhador

do laboratério € do ambiente. Antes da inoculagdo de meios de cultura em placas, a superficie
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deve ser seca (normalmente 30-40 minutos a 37 °C € adequado), caso contrario ndo se formardo
colonias individuais. Para inocular, aplica-se o indculo sobre uma pequena area da placa usando
uma ansa estéril ou zaragatoa da amostra; esteriliza-se a ansa € em seguida espalha-se o inéculo

sobre a superficie do meio (Health Protection Agency, 2004a).

Para inocular tubos com meios inclinados como Kliger Iron Agar, usa-se uma agulha para
puncionar o fundo primeiro e em seguida espalha-se o inéculo em zigue zague sobre a superficie
inclinada. Usa-se uma agulha para inocular meios como “Motility Indole Urea” (MIU), através
de inoculagdo no centro do meio, tendo o cuidado de retirar a ansa da linha do indculo sem fazer
novas linhas. A inocula¢do de meios liquidos ¢ feita usando uma ansa estéril, agulhas, pipetas de
Pasteur, dependendo se o indculo se é de crescimento em meio de cultura sélido, liquido, ou de

uma amostra (Cheesbrough, 1984).

Apo6s a inoculagio os meios sdo guardados em estufa termostatica & temperatura optima
(geralmente 37°C) por 18-24 horas para permitir o desenvolvimento dos microorganismos

eventualmente presentes na amostra (Walters ef a/., 1997).

5.5. Isolamento de colonias

As culturas s6 sfio observadas apds 18 a 24 horas da sua inoculagdio em meios de cultura. O
trabalho real da deteccdo inicia-se quando se estabelece a presen¢a de uma infec¢do bacteriana.

Muitas culturas serdio negativas, isto €, ndo apresentardo bactérias patogénicas (Marshall, 1995).

Em geral pode-se afirmar que as bactérias crescem determinando turvagdio nos meios liquidos
(caldos) e formagfo de colonias nos meios solidos. Neste caso, se a carga bacteriana é muito
elevada, as colonias confluem determinando um conjunto homogéneo na superficie do meio
(“patina bacteriana™). Neste ponto, baseando-se em algumas caracteristicas culturais orienta-se a

pesquisa na direcgdo mais adequada, para chegar a identificagio (Folgosa e Martelli, 1985).
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A obtengio de coldnias isoladas depende basicamente da inoculagio da amostra, sendo que uma
boa técnica de sementeira ird proporcionar um crescimento disperso das colonias, permitindo
uma boa observagio e selec¢do das mesmas. Os microorganismos que crescem em meios
liquidos, devem ser subcultivados em meios s6lidos para obten¢do de coldnias isoladas (Health

Protection Agency, 2004a).

3.6. Identificacio das bactérias

5.6.1. 1dentificacdo preliminar

Ao classificar microorganismos, todas as caracteristicas conhecidas sdo levadas em conta, mas
certas caracteristicas sdo seleccionadas e usadas com a finalidade de identificagdo. Quando
colonias bacterianas de espécies unicas, crescem em meios especificos, sob condigdes
controladas, sfo descritas pelas suas caracteristicas, tais como dimensdo, forma, consisténcia e
por vezes pigmentos. Quando as condigdes de crescimento sdo cuidadosamente controladas, a
morfologia das colénias é importante para identificagdo preliminar e para diferenciagio dos

organismos (Health Protection Agency 2005a).

Podem ser observadas colénias com varias dimensdes: com didmetro inferior ou igual a Imm, ou
da ordem de poucos milimetros (2, 3, 4 mm) ou colénias que ndo apresentam limites definidos,
mas que se desenvolvem ocupando bastante espago da superficie disponivel. Todavia, as
dimensbes das colénias ndo tém valor absoluto, pois colonias da mesma espécie bacteriana
podem apresentar dimensdes diferentes, dependendo as mesmas do tipo de meio disponivel e do
tempo de incubagdo. Além das suas dimensdes, as colénias podem caracterizar-se pelas suas
margens, nitidas ou entalhadas, pela sua superficie lisa ou rugosa, pelo seu aspecto mucoso
(determinado pela presenga de capsula) ou ndo. Umas colonias podem apresentar-se coradas por
causa da produgdo de pigmentos (exemplo Pseudomonas auriginosa) (Folgosa e Martelli, 1985 e

Health Protection Agency, 2005a).

As caracteristicas culturais, no entanto ndio chegam por si sé para identificar um

microorganismo. Para além destas, a identificagdo primaria normalmente envolve alguns testes
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simples como a coloragdo de Gram, os testes da oxidase e catalase. Os resultados destes testes
indicam a realizagfio de testes secunddrios ou até mesmo tercidrios para confirmar a identidade

do caso (Health Protection Agency 2005a).

5.6.2. Identificacao bioquimica

Embora todas as caracteristicas morfolégicas das culturas, e os resultados dos testes primarios de
identificagdo, sejam Uteis, ndo s@io suficientes para chegar a identidade precisa das espécies
bacterianas. Dai, a importancia de se recorrer s provas bioquimicas. A escolha destas, deve ser
qualitativa, isso signiﬁca, chegar a identificagdo de maneira correcta e no menor tempo possivel,

€ evitar provas inuteis que comportam gastos de tempo e material (Folgosa e Martelli, 1985).

As provas bioquimicas avaliam a actividade metabdlica dos microorganismos em relagio a certas
substincias organicas, tais como agucares e substincias azotadas. Em cada procedimento
bioquimico, a bactéria desconhecida causard uma alteragio do meio ao qual foi adicionada uma
substéncia especifica a testar. A modificagdo poderia ser indicada pela formagdo de um gés
(diéxido de carbono) ou fermentagiio de carboidratos, como dextrose, sacarose e lactose. Uma
alteragéio na coloragfic poderia ocorrer no meio como sendo resultante de um indicador de pH,
que pode resultar de um acido que é produzido durante uma reacgdo de fermentagdo. Algumas
bactérias conseguem fazer uso do aminoacido triptofano para produzir indol, que pode ser

observado por meio de uma alteragdo na cor de um indicador, na presenca de indol (Marshall,
1995).

Tradicionalmente, o exame de bactérias através de testes bioquimicos individuais tem sido o
método mais comum usado no auxilio a identificagfio bacteriana. Todavia, varias modificacées
dos exames bioquimicos convencionais tém sido utilizadas nos ultimos anos para reduzir a
duragdo de cada teste e para sistematizar o processo de identificaciio. Os sistemas de testes
multiplos foram desenvolvidos para possibilitar que um substracto teste reaccoes tais como
indol, nitrato, mobilidade e descarboxilase (exemplo: sistema de identificagio API). O substracto
pode ser inoculado com uma Unica manipulagfo, ao invés de vérias. Apds uma incubagio de 18 a

24 horas, pode ser feita a identificagio pela atribuigdo de um niimero para cada reacgdo. A
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seguir, os dados sdo normalmente consultados num computador para a identificagdo do

organismo, segundo a sequéncia de numeros atribuida as varias reac¢des (Marshall, 1995).

5.6.3. ldentificagdo serolégica

Dentre outras aplicagdes os testes seroldgicos sdo uteis para: determinar o grupo seroldgico de
um patégeno isolado por cultura (exemplo: Vibrio cholerae O1, espécies de Saimonella,
Shigella, e Streptococcus de grupo A). Os testes de aglutinagiio sdo os mais usados devido a sua
facil execugéo, custos baixos € ao facto de ndo necessitarem de equipamentos especiais para a

sua execugio (podem ser efectuados em laminas, tubos ou microplacas) (Cheesbrough, 1984).

A aglutinagdo ¢ a aglomeragdo visivel de bactérias, células, ou particulas, pela combinacdo de

um antigeno com seu anticorpo especifico (Cheesbrough, 1984).

5.7. Teste de sensibilidade aos antibioticos

Certas bactérias devido 4 mutagfo genética, produgdo de enzimas capazes de destruir
antimicrobianos, altera¢do da permeabilidade da membrana celular, mudan¢a de metabolismo
para sistemas metabolicos ndo afectados pelo antimicrobiano usado, tornam-se resistentes aos
mesmos. Muitas vezes as amostras sfo enviadas ao laboratério de microbiologia para verificagéo

da eficacia do tratamento antibidtico de determinada infecgo bacteriana. (Cheesbrough, 1984).

Numa reunidio organizada pela OMS em Geneva em 1977, foi expressa a preocupagdo sobre 0
aumento mundial da resisténcia a antimicrobianos associada com 0 uso crescente, e
frequentemente indiscriminado dos mesmos em humanos e animais. Na actualidade, bactérias
resistentes a antimicrobianos originaram varias erupcdes sérias de infecgdo, com muitas mortes.
Isto conduziu a uma necessidade de desenhar programas de vigildncia nacional e internacional
para monitorar a resisténcia antimicrobiana em bactérias através de testes de susceptibilidade,
usando métodos seguros que gerem dados comparaveis. A disponibilidade de informagdes
microbiolégicas e epidemiclégicas ajuda os clinicos a seleccionar o agente antimicrobiano mais

apropriado para o tratamento de uma infec¢do microbiana (World Health Organization, 2003).
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Neste encontro, considerarou-se que a técnica modificada de difusdo de disco de Kirby—Bauer
para qual exigéncias tinham sido estabelecidas pela OMS em 1976, poderia ser recomendada
para propositos clinicos e de vigilincia devido a sua | simplicidade de execugdo e
reprodutibilidade. O método ¢é particularmente satisfatério para uso com bactérias que pertencem
a familia Enterobacteriaceae, mas também pode ser recomendada como método geral para todos

patégenos de crescimento rapido (World Health Organization, 2003).
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6. ACTIVIDADES DESENVOLVIDAS

Durante o periodo de estdgio a principal actividade desenvolvida foi o processamento
microbiolégico de amostras bioldgicas e identificagdo bacteriana. Para além desta,
desenvolveram-se diversas outras actividades podendo se destacar a preparagdo de meios de
cultura, apoio a preparagido de aulas praticas de Microbiologia e a participagdo num estudo sobre

Tinea capitis no sector de Micologia, realizado na SOS Aldeia de Criangas de Mogambique.

6.1. MATERIAL

Veja anexo 2.

6.2. METODOLOGIA DE TRABALHO

As amostras foram recebidas e processadas prontamente tendo-se em considera¢fio a natureza

das mesmas, o tipo de exame a efectuar e as espécies bacterianas a isolar. As amostras provieram

de diferentes Hospitais e Centros de Satde bem como de algumas Clinicas da Cidade de Maputo.

O processamento consistiu em inocular 0 material (amostra) num meio de cultura apropriado
(veja anexo 3). Apos a sua inoculagfio em meios, nas placas ou nos tubos, estes foram incubados
numa estufa 4 37 °C, durante 24 horas, tempo este que se estima ser suficiente para que se
observe crescimento bacteriano. Para pesquisa de bactérias microaerofilicas as placas foram
incubadas numa jarra com vela, de modo a criar um meio rico em diéxido de carbono (COy).
Outras placas foram incubadas a 37 °C, por 48 horas devido as exigéncias de crescimento da

bactéria a ser pesquisada.

Passado o tempo de incubagfio, as placas foram lidas para observagdo das caracteristicas
morfologicas das colonias existentes, de modo a isolar aquelas que apresentavam morfologia
sugestiva dos patdgenos procurados. Para o isolamento dos microorganismos, foi usada uma
técnica de sementeira das amostras que consistiv em espalha-las em zigue zague sobre a

superficie dos meios nos quais foram inoculadas.
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Apés o isolamento, as colénias foram submetidas a testes de catalase e de oxidase. Uma por¢do
de cada colénia foi colocada numa ldmina para execugdo do esfregago e coloracdo de Gram.
Outra por¢do de cada colonia foi submetida 4 provas bioquimicas que consistiram em
observagdes das fermentagdes dos agucares, para sua identificagio. Juntamente a estas provas
foram feitas outras provas como sejam: Produgio de Acido Sulfidrico, Teste de Urease, Prova do

Citrato, Produgio do Indol/ Mobilidade.

Depois de identificada a bactéria, fez-se o TSA, que consistiu em expd-la 3 acgdio de varios
antibidticos tendo em consideragdo a bactéria em causa e observou-se o efeito destes no

crescimento da bactéria.

6.2.1. Técnica de Gram

A coloragfio de Gram foi usada para diferenciar bactérias Gram-positivas das Gram-negativas e

para determinar a morfologia das mesmas.
Principio do teste

A existéncia de diferentes graus de permeabilidade na parede celular dos microrganismos Gram-
positivos e Gram-negativos, explica o principio de funcionamento desta técnica. Segundo ela,
ambos tipos de bactérias sdo coradas por cristal violeta. A adigdo de iodo forma um complexo
dentro da parede celular. A adigdo de um descorante remove o corante primario dos organismos
Gram negativos devido ao alto conteldo de lipidos das mesmas. Estas células so coradas pela

safranina que ¢ o corante de contraste nesta técnica, sendo portanto vermelho (Murray ef al.,
2004).

Procedimento

1. Prepara-se, seca-se ¢ fixa-se o esfregaco com a chama do bico de bunsen.

2. Cobre-se com solugdo de violeta e deixa-se actuar por cerca de 60 segundos.
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Retira-se 0 excesso do corante, e com a ldmina na posigdo obliqua passa-se agua corrente
para remover o resto de corante. _

Cobre-se a ldmina com lugol e deixa-se actuar por 60 segundos. Lava-sé com Agua.
Cobre-se a ldmina com alcool absoluto (durante 30 segundos). Lava-se com agua.
Aplica-se o corante de contraste (safranina) durante 1 minuto.

Lava-se com 4gua ¢ deixa-se secar 4 temperatura‘ambiente.

Observa-se ao microscopio com objectiva de éléo de imersdo (100x).
Interpretacao

Bactérias Gram-positivas — coram de azul parpura ou violeta.

Bactérias Gram-negativas — coram a vermelho ou cor-de-rosa.

6.2.2. Teste de Oxidase

O teste de oxidase foi usado para diferenciar espécies de Pseudomonas de espécies relacionadas.
De referir que este teste pode também ser usado como auxiliar para diferenciagdo de Neisseriq,

Moraxella, Campylobacter e espécies de Pasteurela (oxidase-positivo).
Principio do teste

Bactérias oxidase positivas possuem oxidase citocro_mb ou oxidase de indofenol (um férreo
contendo hematoproteina). Estes ambos catalisam o transporte de electrdes de compostos
dadores (NADH) para receptores de electrfes (normalmente oxigeénio). O reagente do teste, N,
N, N ', N'-tetra-metil-p-phenylenediamine dihydrochloride age como um receptor artificial de
electrdes para a enzima oxidase. O reagente oxidado forma um composto colorido indofenol
azul. O sistema citocromo € normalmente s6 presente em organismos aerébios que sdo capazes
de utilizar oxigénio como receptor final de hidrogénio. O produto final deste metabolismo ¢ ou

agua ou peroxido de hidrogénio (quebrado por catalase) (Health Protection Agency, 2004b).
1

i
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Procedimento/ Interpretagio
1. Deita-se o reagente de oxidase sobre um pedaco de papel-filtro em uma placa de Petri.
2. Colhe-se com uma ansa estéril algumas colénias do microorganismo suspeito e colocou-
se sobre a gota do reagente sobre o papel de filtro.
Se a colénia for oxidase positiva, inicialmente ficara rosa, depois vermelha e depois
Al
preta. A reacgdo deve ocorrer imediatamente. Caso a reac¢io ocorra apds 30 segundos,

ndo se considera uma reacgdo positiva.

6.2.3. Teste de Catalase

Este teste foi realizado para diferenciar as espécies de Staphylococcus e Streptococcus. Este

detecta a presenga da enzima catalase nas bactérias.

Principio do teste

O teste € usado para detectar a presenga da enzima catalase pela decomposicio de perdxido de
hidrogénio para libertar oxigénio e dgua. O perdxido de hidrogénio é formado por algumas
bactérias como produto final oxidativo da quebra aer6bica de agicares, e é altamente toxico

quando acumulado (Health Protection Agency, 2006).
Procedimento/ Interpretacio

1. Retira-se com um palito de madeira ou uma agulha estéril, uma pequena porcio de
colénia e coloca-se em uma gota de peroxido de hidrogénio a 3% em uma lamina
microscopica limpa (tendo cuidado para que nio se retire com a camada do agar sangue,
pois a hemoglobina podera causar um teste falso positivo).

O aparecimento de bolhas de gas dentro de 10 segundos indica um teste de catalase
positivo, sugerindo tratar-se de uma espécie de Staphylococcus, no caso de bactérias em

forma de coco, Gram positivos.
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Voo
A ' ' { . . . ;.
A auséncia de bolhas ¢ um teste de catalase negativo ¢ indica espécies de Streptococcus,

caso sejam cocos Gram positivos. -
A 'd

Tratando-se de uma bactéria catalase positiva/ faz-se um teste coagulase para diferenciar
f ‘.

Staphylococcus aureus de outros Staphylococ‘{éus. _
S

(7,

-

1
-

6.2.4. Teste de Coagulase

O teste de coagulase foi executado para diferenciar membros do género Staphylococcus, pela sua

habilidade em coagular o protoplasma pela ac¢édo da enzima coagulase.
Principio do teste

A enzima coagulase existe em duas formas: uma ligada & parede celular e outra livre (libertada
pelas paredes celulares). A coagulase ligada ¢ detectada pelo teste de coagulase em lamina,
enquanto que a coagulase livre € detectada pelo teste de coagulase em tubo. A coagulase ligada,
adsorve fibrinogénio do protoplasma alterando-o, precipitando assim no Staphylococcus,
causando um actimulo destes, resultando na aglutinagdo da célula. A coagulase livre reage com
uma substancia no protoplasma para formar um COégL‘llO de fibrina (Health Protection Agency,
2005b).

Procedimento/ Interpretacio

Faz-se pelo método do tubo.

Mistura-se uma pequena quantidade de cultura com um plasma comercial para coagulase
{(plasma humano) em um tubo.

Incuba-se o tubo de plasma inoculado com uma pequena por¢éo de cultura por quatro
horas e controla-se em intervalos de uma hora para ver se o plasma formou um codgulo
de fibrina (sélido ou mais espesso), indicando positividade do teste, sugerindo tratar-se de

Staphylococcus aureus.
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4. Um teste de coagulase negativo, indica que se trata de Staphylococcus epidermidis ou de

outros Staphylococcus coagulase-negativos.

6.2.5. Teste de Sensibilidade a Bacitracina

Este teste foi usado para auxiliar a identificagéo de espécies de Streptococcus.
Principio do teste

O disco de bacitracina € um teste de sensibilidade usado para diferenciar Streprococcus beta-

hemoliticos (Murray ef al., 2004).
Procedimento

Selecciona-se uma coldnia, inocula-se em soro fisiolégico para criar uma suspenséo.
Semeia-se a suspensio em agar sangue.

Coloca-se um disco de bacitracina.

Incubou-se a placa durante 18 a 24 horas em C02 a 37 °C. Depois da incubagio faz-se a

leitura e interpretagdo do resultado.
Interpretagio
Qualquer zona de inibigdo ¢ considerada um teste positivo ou teste sensivel e sugere tratar-se de

Streptococcus pyogenes (grupo A).

Crescimento a volta do disco é interpretado como um teste negativo ou teste resistente,
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6.2.6. Teste de Sensibilidade a Optoquina

Este teste foi usado para auxiliar a identificagfio de espécies de Streprococcus.

Principio do teste

O propdsito do teste de optoquina é confirmar a identificagiio Streptococcus pneumoniae antes
de efectuar testes serologicos e auxiliar na diferenciagdo de S. pneumoniae de estreptococos do

grupo viridans durante estudos de vigildncia (Murray et al., 2004).

Procedimento

Selecciona-se uma colénia, inocula-se em soro fisioldgico para criar uma suspensio.
Semeia-se a suspensdo em agar sangue.

Coloca-se um disco de optoguina.

Incuba-se a placa durante 18 a 24 horas em CO; a 37 °C. Depois do periodo de
incubagio, procede-se a leitura e interpretagéo do resultado.

I

Interpretacio

Se for usado um disco de 6 mm, uma zona de imibi¢io de 14 mm ou mais em didmetro ¢
considerada uma reacgéo positiva para identificagio de pneumococos.
Uma zona de inibicdo entre 6 ¢ 14 mm em didmetro € considerada questiondvel para

identificagdo de pneumococos e um teste de solubilidade de bilis deveria ser executado.
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6.2.7. Teste de Kliger

i
Este teste foi1 usado como auxiliar na diferenciagiio de géneros da familia Enterobacteriaceae.
Principio do teste

O meto Kliger Iron Agar é composto por dois agtcares (glicose e lactose). O teste consiste em
observar as reac¢des de fermentagdo dos agucares pela mudanga de cér do meio indicando uma
reac¢do acida ou alcalina. A acidificagdo do meio, consequente a fermentagdo dos agucares,
provoca a viragem do indicador (vermelho fenol) de vermelho para amarelo, mas diferente ¢ a
forma da sua apresentagdo dependendo da acidificagfio unicamente da glucose ou também de um

ou ambos outros agucares (Folgosa e Martelli, 1985).

Procedimento
Inocula-se uma colénia, usando uma agulha de inoculagdo, no tubo contendo meio KIA
inclinado, por picada na base ¢ estrias na regifio inclinada do meio.
Incuba-se a 37 °C, durante 24 horas e observam-se as reac¢des de fermentagdo de
agucares, a produgdo de gas e a produgdo de acido sulfidrico.

Interpretacio

Fundo vermelho: ndo fermentacdo de glicose (reacgdo negativa).

Lingua vermelha: ndo fermentagdo de lactose (reacgio negativa).

Fundo amarelo: fermentagdo de glicose (reacgdo positiva).

Lingua amarela: fermentagéo de lactose (reacgfo positiva).

Cor negra mais ou menos difusa = produgio de H,S (reaccéo positiva).

Auséncia de cor negra = ndo produgdo de H,S (reacc¢io negativa).
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Fendas ou bolhas no fundo do tubo = produgdo de gas (reacgio positiva).

Auséncia de fendas ou bolhas = ndo produgio de gés (reac¢do negativa).

6.2.8. Teste de Citrato

O teste de citrato foi usado como componente de diferenciagdo de géneros da familia

Enterobacteriaceae.

Principio do teste

O teste consiste em usar o citrato como Unica fonte de energia para a bactéria.

Procedimento

\

Inocula-se com uma agulha de inoculagéo, no tubo contendo meio Citrato de Simmons
inclinado, por picada na base e estrias na regido inclinada do meio.
Incuba-se a 37 °C, durante 24 horas e observa-se a mudanga de ¢6r do meio verde para

azul.

Interpretacio

Cor azul: reacgdo positiva.

Cor verde: reacgdo negativa.

6.2.9. Teste de Indol

O teste de indol foi efectuado como auxiliar na diferenciagdo de géneros da familia

Enterobacteriaceae e outros géneros, este detecta a produgéio de triptofanase.
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Principio do teste

O teste de indol determina a habilidade de um organismo para produzir indol da degradagéo do
aminodcido triptofano. Triptofano ¢ hidrolisado por triptofanase para produzir trés possiveis

produtos finais — um dos quais € indol (Health Protection Agency, 2004c¢).
Procedimento

Inocula-se a colonia suspeita no meio SIM com uma agulha.

Incuba-se a 37 °C durante 24 horas.

Para testar a produgdo de indol, adiciona-se ao tubo algumas gotas do reagente Kovacs
{(composto por: p-dimetilaminobenzaldeido, alcool amilico, acido cloridrico concentrado)

¢ observa-se a mudanga de cor.
Interpretacio

Aparecimento de anel vermelho = produgdo de indol (reac¢do positiva).

Auséncia de anel vermelho = nfio produgéo de indol (reac¢do negativa).

6.2.10. Teste de Mobilidade

Este teste foi usado como componente de auxilio na diferenciagio de géneros da familia
Enterobacteriaceae. Geralmente os organismos méveis sio bacilos embora existam alguns cocos

moveis.
Principio do teste
Este teste € usado para determinar se organismos sdo moveis por meio de flagelos. O local dos

flagelos ¢ determinado pelas espécies bacterianas. Bactérias ndo-moveis ndo possuem flagelos. A

produgio de flagelos também estd sujeita as condigdes de cultura; por exemplo, algumas
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bacténas sio moveis a temperaturas diferentes para as quais elas sdo normalmente incubadas,
exemplo: Yersinia enterocolitica ¢ mével de 20-25°C, mas néo a 37°C. Algumas bactérias como

espécies de Capnocytophaga exibem uma mobilidade fraca (Health Protection Agency, 2004d).
Procedimento

1. Inocula-se a colonia suspeita no meio SIM com uma agulha.
2. Incuba-se a 37 °C durante 24 horas.

3. Depois da incubagdo faz-se a leitura e interpreta¢do do resultado.
Interpretacio

Crescimento difuso no meio indica mobilidade da bactéria (reac¢io positiva).

Crescimento na linha de inoculaggo indica ndio mobilidade da bactéria (reac¢do negativa).

6.2.11. Teste de Urease

Este teste foi usado para diferenciagdo de espécies de Proteus urease positivas de outros

membros da familia Enterobacteriaceae.
Principio do teste

O teste de urease ¢ usado para determinar a habilidade de um organismo para dividir urea através
da produgio da enzima urease. S3o formadas duas unidades de amoénio com alcalinidade
resultante. A produgdio de substincia alcalina é detectada por um indicador de pH. Christensen’s
Urea contém indicador de pH fenol vermelho que em condig¢des acidas (pH 6.8) é amarelo ¢ em
condigdes alcalinas (pH 8.4) o indicador vira os meios para rosa (Health Protection Agency,

2004e).
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Procedimento

. Inocula-se a colénia suspeita no meio urea.
2. Incuba-se a 37 °C durante 24 horas.

3. Passadas 24 horas observa-se a viragem do indicador.

Interpretacio

Cor vermelha = reacgfo positiva.

Coér amarela = reac¢dio negativa.

6.2.12. Teste de Sensibilidade aos Antibidticos

O teste de sensibilidade aos antibidticos foi executado quando era patente a presenca de infeccio,
e este serve de auxilio ao clinico na escolha do antimicrobiano correcto para o tratamento da

doenga. A técnica usada foi a de difusdo de discos modificada por Kirby-Bauer.

Principio do teste

O teste de sensibilidade aos antibidticos mede a habilidade de um agente de antimicrobiano inibir
o crescimento bacteriano ir vitro. Esta habilidade pode ser calculada pelo método de dilui¢do ou
de difusdo (World Health Organization, 2003).

Procedimento/ Interpretagio

Técnica de Kirby-Bauer

Pica-se uma colénia de teste com uma ansa e inocula-se num tubo 3ml de soro fisiologico
estéril, mistura-se bem de modo a obter-se uma suspensdo homogénea preferencialmente
ajustada ao padrdio 0,5 de MacFarland.

Motlha-se uma zaragatoa estéril no soro fisiologico.
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"

Em seguida, retira-se a zaragatoa pressionando-a contra a parede do tubo, de modo a
eliminar o excesso do liquido.

Inocula-se de forma uniforme, com a zaragatoa, a superficie interna da placa com o meio
e aguarda-se 5 minutos com a base da placa virada para cima.

Aplicam-se assepticamente os discos de antibidticos, de acordo com o tamanho da placa,
de modo que cada uma tenha um numero suficiente de discos, permitindo um bom
distanciamento entre si.

Incubam-se as placas a 37 °C durante 24 horas.

Medem-se com uma craveira, os didmetros das zonas de inibigdo de cada antibidtico.
Classificam-se as bactérias de acordo com a sua reacgfo para cada antibidtico, em R, 1 ou

S. Sendo: R— resistente, I— intermediario e S— sensivel (veja tabela 2 do anexo 1).

6.3. OUTRAS ACTIVIDADES DESENVOLVIDAS

» Preparacgio de meios de cuitura;
» Apoio a preparagdo de aulas praticas de Microbiologia, ‘
» Participagdo num estudo sobre Tinea capitis no sector de Micologia, realizado na SOS Aldeia

4

de Criangas de Mogambique.

6.3.1. Preparagiio de meios de cultura

Para prepara¢fio de meios de cultura seguiram-se essencialmente as seguintes operagdes tomando

sempre em consideragio as indicagdes prescritas pelo fabricante:

6.3.1.1. Pesagem dos componentes

A pesagem ¢ feita numa balanca analitica directamente para um baldo volumétrico adequado a

quantidade que se pretendesse preparar.
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6.3.1.2. Dissolu¢do em agua

A dissolugdo ¢é feita num baldo volumétrico de vidro, usando a quantidade de agua destilada
indicada. Em seguida aquece-se o baldo em banho-maria agitando-se frequentemente. No caso de
meios liquidos ou sélidos em tubos, apds a dissolucdo deixa-se arrefecer e distribui-se nos
frascos que servem de recipiente definitivo do meio. Quando se trata de meios solidos em placas
a distribuigdio € feita apds a esterilizagfio. Uma vez distribuido o meio nas placas, tampam-se as

mesmas e deixam-se a temperatura ambiente até solidificagfio do meio.

6.3.1.3, Esterilizacdo

E feita em autoclave a 121°C por 15 minutos. Alguns meios ndo sio submetidos a este processo,
devido a sua composigdo particular que n3o os permite a submisso d temperaturas elevadas; em
seguida deixa-se arrefecer em banho-maria até 50 °C. No caso de meios liquidos ou sélidos em
tubos, sio esterilizados com as tampas dos frascos ligeiramente abertas; apos a esterilizagio
deixa-se arrefecer em banho-maria até 50°C. Os tubos que devem ter lingua sdo postos a

arrefecer na posi¢fo inclinada. Fecham-se as tampas dos tubos com os frascos ainda quentes.

6.3.1.4. Distribuicio

Para os meios solidos em placa, apds o arrefecimento em banho-maria de 50°C, o meio é
distribuido, directamente do baldo em placas de Petri previamente esterilizadas. Este processo
executa-se a menos de 20 cm do bico de Bunsen para assegurar a esterilidade do mesmo. A
profundidade do meio na placa é de cerca de 4 mm. Em seguida deixa-se arrefecer para

solidificar.

6.3.1.5. Conservagio

Conservam-se tanto os tubos como as placas na geleira (2-8 °C). De referir que, as placas
conservam-se com as tampas viradas para baixo dentro de sacos plasticos e etiquetadas com o

nome do meio e a data de preparagio.
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6.4. RESULTADOS / DISCUSSAO

Com o uso destas técnicas foi possivel isolar diferentes estirpes bacterianas em algumas das

amostras processadas como mostra a tabela 1.
!

Tabela 1. Frequéncia de estirpes bacterianas isoladas em algumas das amostras processadas durante a segunda fase
do estagio.

AMOSTRAS RECEBIDAS Estirpes bacterianas isoldas Frequenciz
Tipo Quantidnde  Positivas N°% %o

150 0

26 13 Escherichia coli 5/385
Klebsiella spp 23,0
Klupvera spp A 154
Staphylococcus aureus 24154
Protaus sp 1477

Staphylococeus auraus 12/70,6
Protaus sp . 2117
Psawdomanas sp 1759
Streptococcus sp 1759
Staphylocoreus albus 1/59

SECRECAQ OCULAR Staphylococcus @ireus 1733,3
Streptococcus sp 1/33,3

Staphylococcus albus 17333
EXPECTORACAQ - -

EXSUDATOS VAGINAILS

EXSUDATOS URETRAIS

EXSUDATO FARINGEO
LIQUIDO PLEURAL

TOTAL

Processaram-se 150 amostras de fezes (tabela 1) durante o estagio, das quais ndo foi possivel
1solar estirpes bacterianas associadas as gastroenterites. A maior parte dos exames culturais de
fezes foram efectuados para despiste de bactérias patogénicas em individuos assintomaticos,

razdo pela qual ndo se isolou nenhuma espécie bacteriana nas amostras de fezes testadas.

No que diz respeito as amostras de urina processadas, de referir que das 26 amostras recebidas,

13 foram consideradas positivas. Foi possivel isolar diferentes bactérias com predominéncia de
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Escherichia coli (tabela 1). Segundo Jawetz er «al. (2000), do grande grupo das
Enterobacteriaceae, Escherichia coli, ¢ um bacilo Gram-negativo, responsavel por mais de 80%
de todas infec¢des das vias urindrias adquiridas na comunidade, bem como pela maioria das

infecgBes hospitalares. Esta pode ser uma provavel explicagio deste facto.

No que concerne as amostras de pus, foram recebidas e processadas 23 destas, colhidas em
diferentes regides corporais, das quais 17 registaram crescimento de flora bacteriana patogénica,
e Staphylococcus aureus foi a bactéria predominante (tabela 1). Segundo Murray et «f. (2004),
Staphylococcus aureus é um coco Gram-positivo, membro da flora normal da pele e da mucosa
de seres humanos, pode sobreviver em superficies secas por longos periodos, dissemina-se de
pessoa a pessoa através de contacto directo ou exposi¢io a fomites contaminados (por exemplo
roupas, roupas de cama). Esta bactéria estd muitas vezes implicada em infecgdes de ferimentos, o

que explica a sua predominancia em amostras de pus.-

Das 4 amostras de secre¢do ocular processadas, 3 registaram crescimento de flora bacteriana
patogénica, tendo sido isolado as seguintes bactérias Staphylococcus aureus, Staphylococcus

albus e Streptococcus sp (tabela 1).

Foram processadas durante o estigio 18 amostras de expectoragdo. Nado foi possivel isolar
espécies bacterianas patogénicas (tabela 1), o que ndo descarta a possibilidade da existéncia de

outros microorganismos que ndo fossem bactérias.

Durante o estagio foram processadas 6 amostras de exsudatos vaginais e 5 de exsudatos uretrais.
Nio fot possivel identificar espécies bacterianas patogénicas (tabela 1), sem querer dizer que néo

existissem outros microorganismos que ndo fossem bactérias.

Quando testadas aos antibidticos as estirpes isoladas comportaram-se de maneiras diferentes,

como ilustram as tabelas 2, 3 e 4.
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Tabela 2. Sensibilidade de estirpes isoladas em amostras de urina aos antibi6ticos.

Antibidticos Escherichin coli Klebsielh gm Khyrvera g Proteits op Staphybcoccus aureus
usados N=5 N=3 =1 N=1 N=2

s I R § R S 1 R ) I R § 1 R
) (B) (0) (o) (h) (W) Cb) (o) CB) (W) () Ch) () (B (W)

Acido ralidixico 60 - 40 667 - 333 S0 - 50 Q0D n
Ciprofloxacina 60 - 40 333 333 333 S0 - 50 100 100
Cloranfenicol - - 100 333 - 667 100 - - 100
Cotrimoxazol 0 - 8 - -0 - - 100 -5
Enlromicima - -1 - 333 667 - 50 30 -3
Gentamicina 8 - 0 B3 - 667 S0 - 30 50 -
Penicilina G - - {0 =n - - 30

Tabela 3. Sensibilidade de estirpes isoladas em amostras de pis aos antibidticos.

Antibioticos

usados Siophylococcusaureis  Prokusqp  Siphylococcus abus  Strepococcus sp Pseudomonas sgp
N=12 N=2 N= N=1 N=1

5 | R §$ 1T R

. : s I R § T R § I R
(o) (%) ) (B () (W)

IO ) ) ) (%)

Ampicilina .. n n 00 n
Ciprofloxacina | 100 - 50 - 50 100 100 100
Cloranferical | 833 - - - 160 100 100
Cotrimosxazol 50 . - - 100 100
Esitromicim 667 - - - 100

Getamicina | 917 - - - 100 100

Penicilina G -

Tabela 4. Sensibilidade de estirpes isoladas em amostras de secregfio ocular aos antibidticos.

Awibiddcos | Staphylococcus Staphylacoccus allas Sirepococcus sp
usados aureus
N=1 N=L N=1
b I R 5 I | 24 S I R
O] SO CO), ) oy (%) €, G (¥

Ampicilina 100 n 100
Ciprofloxacina 100 100 100

Cloranfenicol 100 100 100

Cotrimoxazol 100 100

Entromicima 100

Gentarmicina 100 100 100

Penicilina G n 100

Legenla:

S= sensivel

I= mtermediaria

Re=resisterte

n=artibidtico nio usado

N= estirpes submetidas ao TSA,
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No que concerne a sensibilidade das estirpes isoladas em amostras de urina, de referir que estas,
mostraram ser mais sensiveis 4 Ciprofloxacina embora algumas estirpes resistentes fossem
detectadas, e menos sensiveis & Eritromicina (veja tabela 2). Dos antibi6ticos usados para testar a
sensibilidade das estirpes isoladas em amostras de pus, o mais eficaz foi Ciprofloxacina,
enquanto Ampicilina e Penicilina G foram os menos eficazes (veja tabela 3). A tabela 4, mostra o
comportamento das estirpes bacterianas isoladas em secregdes oculares em relagio ao Teste de
Sensibilidade aos Antibidticos. Através das tabelas € possivel observar uma tendéncia das
estirpes bacterianas tornarem-se resistentes aos antibioticos. Este € um fendmeno que preocupa a
sociedade a muito tempo. O fécil acesso aos antimicrobianos, o seu uso crescente €
indiscriminado, podem ser apontados como factores que contribuem para a selecgio de estirpes

bacterianas resistentes aos mesmos, trazendo muitas dificuldades no tratamento de doengas.
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7. PERSPECTIVA CRITICA DOS PROCESSOS DE TRABALHO DA
UNIDADE DE ESTAGIO

No que concerne aos processos de trabalho da unidade de estagio, mais propriamente do sector
de Bacteriologia, hd que referir ao cumprimento de normas internacionais na execugio de
técnicas para a identificagdo de bactérias. Todavia, deve-se ressalvar que embora as técnicas
usadas sejam correctas e aplicadas internacionalmente para o mesmo fim, estas ainda se tornam
insuficientes visto que, em determinados casos a identificagfio se prende ao género bacteriano,
nio sendo possivel chegar 4 espécie e as variantes serologicas destas. Esta ¢ uma situagéo de
certa forma negativa, principalmente quando se trata de casos de cultura de fezes, em que
Escherichia coli ¢ muitas vezes dada como membro da flora normal intestinal. Entretanto,
existem pelo menos seis grupos diferentes patogénicos implicados com gastroenterites (ETEC,

EPEC; EIEC, EHEC, EAEC, DAEC) a maioria em paises em vias de desenvolvimento.
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- ANEXO 1.

Tabela 1. Cronograma de actividades.
FASES PERIODO ACTIVIDADES

Primeira Mar¢o — Maio Periodo de adaptagéo e elaboragido do Protocolo.

Julho Preparagdo dos meios.

Segunda Agosto — Outubro. | Processamento das amostras.

Novembro Elaboragfio e entrega do relatério final.

Tabela 2. Interpretagio do tamanho das zonas de inibigdo dos antibidticos para bactérias de crescimento
rapido, usando a técnica modificada de Kirby-Bauer*

Agente Didmetro da zona de inibi¢do (mm
Antimicrobiano Poténcia do Resistente Intermediario Sensivel
disco
Acido nalidixico® 30ug <13 14-18 >19
Amoxy — clav’ 20/ 10pug <13 14-17 >18
Ampicilina, para
Enterobacteriaceae 10ug <13 14-16 >17

Enterococcus 10pg <16 >17
Benzilpenicilina,
para

Staphylococcus 101U <28 >29

Enterococcus 101U <i4 >15
Cefalotina 30ug <14 >18
Cefalozina 30ug <14 >18
Cloranfenicol 30ug <12 >18
Ciprofloxacina Sug <15 >21
Co-triomoxazol 25pg <10 >16
Eritromicina 15ug <13 >23
Gentamicina 10ug <12 >15
Nitrofurantoina® 300pg <14 >17
Norfloxacina® 10ug <12 >17
Oxacilina lug <10 >13
Tetraciclina 30ug <14 >19
Vancomicina, para
Staphylococcus 30pg >15

Enterococcus 30pg <14 15-16 >17

*FONTE: WHO (2003). / *Somente aplicados para testar estirpes isoladas de infec¢des urindrias e alguns
patégenos entéricos./ "Amoxacilina e dcido clavulénico (inibidor de B-lactamase).
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8. CONCLUSOES

O trabalho de estagio como vertente de culminagfio de um curso, ¢ de grande relevincia dado
que este incute no estudante uma nova dindmica no processo de aprendizagem, permitindo que o
mesmo consolide e alie os conhecimentos tedricos adquiridos durante a formagdo aos
conhecimentos praticos. Desta forma, ¢ estudante pode analisar as diferentes circunstincias
negativas da sociedade ¢ através do sinergismo (teoria-pratica) desenvolver estratégias no
sentido de resolvé-las. O mesmo abre uma visdo critica no estudante, oferecendo conhecimentos
sobre a deontologia profissional, capacidade para trabalhar em equipa e individualmente,

criatividade, responsabilidade e maturidade profissional.

O crescente numero de casos de infecgdes causadas por bactérias e o aumento da frequéncia de
pedidos de exames culturais de amostras biologicas em laboratorios de Microbiologia, no sector
de Bacteriologia, para identificagdo das mesmas e determinagdo da sensibilidade destas aos
antibidticos, traz a necessidade de aumento de pessoal com habilidades para execugdo dessas
técnicas, sendo fundamental no auxilio do Clinico para a prescricio do antibacteriano
apropriado. Contribuindo deste modo, na minimizacio da escassez de individuos capazes de

desenvolver essas actividades, melhorando o atendimento do paciente.

Durante a segunda fase do estagio foram recebidas um total de 234 amostras das quais: 26 de
urina, 150 de fezes, 23 de secre¢des purulentas, 6 de exsudatos vaginais e 5 de uretrais, 18 de
expectoragdo, 4 de secregdo ocular, 1 de exsudato faringeo e 1 de liquido pleural. Foram
identificadas com maior frequéncia: Staphylococcus aureus (70,6%) em amostras de pus
(secregdes purulentas), e Escherichia coli (38,5%) em amostras de urina. Néo foi possivel isolar
bactérias nas seguintes amostras: fezes, exsudatos vaginais e uretrais, expectoragdo, exsudato

faringeo e liquido pleural.

Com estagio o estudante desenvolveu habilidades técnicas na identifica¢do laboratorial de

bactérias, incluindo o teste de sensibilidade aos antibidticos. \
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9. RECOMENDACOES

.

No concernente a falta de reagentes e equipamentos para a execugiio de determinados testes
serolégicos, recomenda-se a criagdo de parcerias com outras instituigdes relacionadas, ou
aumento orgamental da verba destinado ao laboratorio no sentido de se superarem as

dificuldades supracitadas.

A Microbiologia ¢ uma ciéncia em constante avango, novos casos tém surgido e certas técnicas
tém sofrido modificagdes significativas, o que torna necessaria a actualizagio de técnicos que
trabalham nesse Ambito. Neste contexto, recomenda-se a criagdo de oportunidades para que os
técnicos possam participar em cursos de actualizagiio no ambito do seu trabalho através da
cooperagdo com outros laboratérios nacionais e internacionais, 0 que contribuira positivamente
para introdugfio de novas técnicas e melhoramento das metodologias usadas para execugio das

mesmas.

O uso frequente e indiscriminado dos antibiéticos, é um dos factores que muitas vezes contribui
para a seleccdo de estirpes bacterianas resistentes, originando complicages e dificuldades no
tratamento das doengas. Com isso, recomenda-se a sociedade em geral a evitar a auto-medicagdo,
devendo para isso consultar o Clinico sempre que apresentar sintomas de alguma doenga, ¢ aos
farmacéuticos a ndo venderem antibioticos a pacientes que ndo apresentarem a prescrigdo Clinica

dos mesmos.
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ANEXO 1. Tabelas

ANEXO 2. Material

ANEXO 3. Cultivo das amostras
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ANEXO 3. CULTIVO DAS AMOSTRAS
1. URINA

Utiliza-se uma pipeta calibrada 100ul, inocula-se uma placa de agar MacConkey e uma
placa de agar sangue.

. Com uma espatula de vidro em L previamente esterilizada, espalha-se o in6culo sobre
cada um dos meios de modo a se obter colénias isoladas.
A espdtula ¢ esterilizada novamente antes de ser colocada no suporte.

Incubam-se ambas as placas a 37 °C, durante 24 horas.

. FEZES

. Inoculam-se placas de XLD e MacConkey, semeiam-se com uma ansa ou zaragatoa, para
conseguir colonias isoladas.
Em casos de pesquisa de Vibrio cholerae, inocula-se uma porcéio da amostra em APA, e
semeia-se em placas de TCBS apés 2 horas de incubagdo a 37 °C, todavia, pode-se
semeiar directamente sem precisar da inoculagio em APA.

. Para pesquisa de Salmonella e Shigella, inocula-se uma por¢do da amosira em caldo de
selenite, e semeia-se em placas de XLD ou SS apds 24 horas de incubagio a 37 °C,
todavia, pode-se semeiar directamente sem precisar da inoculagiio em caldo de selenite.

. Incubam-se todos os meios na estufa 4 37 °C durante 24 horas.

3. EXSUDATOS VAGINAIS E URETRAIS

1. Com zaragatoa, semeia-se uma placa de Thayer-Martin e incuba-se a 37 °C numa jarra
com vela, durante 48 horas.

2. Semeia-se uma placa de Sabouraud e incuba-se a 37 °C durante 24 horas.




4. EXSUDATO CONJUNTIVAL

Semeia-se uma placa dos seguintes meios: agar sangue, agar MacConkey, agar TM e agar
Sabouraud (com cloranfenicol ou gentamicina).
Incubam-se todas placas a 37 °C, 24 a 48 horas.

Se necessario faz-se uma subcultura.

5. EXPECTORACAO

Dilui-se o0 material e semeia-se uma quantidade de 0,1 ml, por cada placa dos meios: agar
TM, agar sangue, agar MacConkey e agar Sabouraud {com cloranfenicol ou
gentamicina).

Distribui-se o material na superficie das placas de maneira uniforme por meio de
espatulas estéreis.

Incubam-se as mesmas a 37 °C durante 18 a 24 horas.

Em casos de suspeita de infecgéo tuberculosa, ou no controle durante o curso clinico da
doenga ja diagnosticada, prepara-se uma ldmina com esfregago e procede-se a coloragio
de Ziehl-Neelsen.

6. EXSUDATO FARINGEO

1.

2.

A sementeira efectua-se directamente pela zaragatoa para os seguintes meios: agar
MacConkey, agar sangue, agar Sabouraud (com cloranfenicol ou gentamicina).

Incubam-se as placas a 37 °C durante 18 a 24 horas.




7. OUTROS MATERIAIS PURULENTOS

Faz-se uma observagio microscdpica directa do material (coloracdo de Gram).
Semeia-se o pus directamente pela zaragatoa nos seguintes meios: agar sangue, agar
MacConkey, agar Sabouraud.

. Incubam-se as placas 4 37°C durante 18 a 24 horas.

8. LIQUIDO PLEURAL

. E necessério preparar sempre duas laminas, pois uma é corada pelo método de Gram ¢ a
outra pelo método de Ziehl-Neelsen.
Efectua-se o cultivo mesmo quando exame bacterioscépico for negativo.
Semeia-se em meios usados para sementeira de expectoragio.

. Incubam-se as placas a 37°C durante 18 a 24 horas.




