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Resumo

O presente relatdrio de estagio, foi desenvolvido no Laboratorio de Analises Clinicas
do Hospital Central de Maputo, Sector de Microbiologia, Sec¢do de Bacteriologia no
periodo de Maio a Agosto de 2007, teve como objective principal identificar as espécies
de Enterobactérias patogénicas mais frequentes nas amostras de urina relacionado-as com
a idade, sexo e proveniéncia da amostra, tendo-se feito também o teste de sensibilidade
aos antibidticos, para as bactérias identificadas.

Nas amostras de urina verificou-se com maior frequéncia a E.coli com 69% seguindo-
se a K. pneumoniae com 24%, Proteus sp com 4% e por ultimo Enterobacter spp, C.
Sreundii, ambas com 2%.

As espécies £ coli e K. prneumoniae foram mais frequentes no sexo masculino na
faixa etéria entre os seus 0-8 anos de idade. Quanto a proveniéncia das amostras
constatou-se que houve maior frequéncia de ambas as bactérias nas amostras vindas das
enfermarias, com uma percentagem de 86.8% para E. coli e 53.8% para K. preumoniae.

No teste de sensibilidade aos antibidticos as bactérias E. coli, K. pneumoniae e
Proteus spp apresentaram sensibilidade as drogas nitrofurantoina, ciprofloxacina, acido
nalidixico e gentamicina. A espécie de Enferobacter spp mostrou sensibilidade somente
para ciprofloxacina e gentamicina, enquanto que Citrobacter freundii apresentou
sensibilidade apenas para nitrofurantoina. A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos
ampicilina e Sulfametoxazol foi observada para todas as bactérias.

Analises adicionais para possiveis discussdes foram feitas em amostras de fezes,
expectoracdo, liquido céfalo-raquidiano e sangue.

Nas amostras de expectoragio a K. Preumoniae foi a (inica enterobactéria encontrada.
No liquido-cefalo-raquidiano e nas fezes a E.coli foi a bactéria encontrada com maior
frequéncia. Nas amostras de sangue verificou-se com maior frequéncia a bactéria

Salmonella spp e K. Preumoniae.
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1. Apresentagiio e caracterizac¢io da Unidade do Estagio

O estagio foi realizado no Laboratério de Analises Clinicas, Sector de Microbiologia,
Sec¢do de Bacteriologia, do Hospital Central de Maputo, situado entre as avenidas
Eduardo Mondlane, Salvador Allende, Thomas Nduda e Agostinho Neto. Este € até hoje
a maior Unidade Hospitalar em Mog¢ambique e possui diversos servigos, tais como:
Servigos de Urgéncia, Maternidade, Estomatologia, Dermatologia, Oftamologia,
Ortopédia, Cirugia, Pediatria, Urologia, dentre outros.

O Laboratério de Analises Clinicas possui trés Sectores, nomeadamente: Sector de
Hematologia, Bioquimica e Microbiologia e ainda uma sala de colheitas das amostras. O
sector de Microbiologia subdivide-se em trés Secgdes: Serologia, Bacteriologia e
Parasitologia.

A Sec¢do de Serologia realiza testes para HIV, sifilis, espermograma e testes em
lactex de toxoplasmose, realiza ainda exames citoquimicos de liquidos organicos.

A Sec¢do de Parasitologia desenvolve andlises através de amostras de fezes e de
urina. Nas amostras de fezes sdo feitos testes para a pesquisa de amido, gorduras e
quistos de diversos parasitas. Enquanto que nas amostras de urinas sfo feitos testes para a
detengdo de leucpcitos, eritrocitos, células epiteliais, cristais, cilindros que sio indicativos
de infecgdo urinaria.

Na Sec¢dio de Bacteriologia ¢ feita a identificagio e o isolamento de bactérias
responsaveis pela infecgdio bem como testes de sensibilidade aos antibidticos, com a
finalidade de indicar a terapéutica antimicrobiana eficaz para os agentes responsdveis
pela a infecgdo.

O estagiario teve como supervisora do estagio a Dr* Teresa Infante, Médica e

especialista em Microbiologia.
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1.1 Breve Historial do Laboratorio de Analises Clinicas do HCM

O LAC do HCM foi o primeiro laboratério criado em Mogambique, no ano de 1908
tendo-lhe sido atribuido um caréicter oficial em 1914. Este laboratério encontrava-se
instalado num dos torrdes da rua das Mahoatas e tinha a designa¢do de Gabinete
Bacteriologico e Parasitoldgico. No entanto, reconhecendo-se o acanhamento das suas
instalagdes, passou a funcionar na 2* enfermaria e mais tarde no Hospital Central Miguel
Bombarda (actualmente chamado HCM) (Andnimo, 1956).

Dois factos dignos de registo, ¢ que até certo ponto documentam o desenvolvimento
dos servigos em Mogambique na defesa contra os agentes patogénicos, sdo os esforgos
despendidos pelo referido laboratério de Bacteriologia, a quando da epidemia da gripe
pneumonica que ocorreu nos anos de 1918-1919, no estabelecimento do parque
vicinogénico. Os aturados trabalhos efectuados no laboratorio levaram a produgdo da
vacina antigripal e antipneumocdcica, que teve largo uso em toda a Provincia de Maputo,
com 0s mais lisonjeiros resultados (Anénimo, 1956). )

Segundo Langa (2006), pelo Decreto n® 34:417 de 1945, 0s servigos laboratoriais do
Hospital Central Miguel Bombarda passaram a subdividir-se em: Laboratério de analises
Quimicas, Bramatoldgicos e Toxicologicos, Laboratério de Andlises Clinicas e
Bacterioldgicos, Transfunsdes de Sangue € Anatomia Patolégica.

Os servigos do Laboratério Miguel Bombarda, contribuiram em larga escala para
melhoria dos servigos de saide na campanha contra a lepra e tuberculose em 1954, na
identificagdo de doengas venéreas, raiva, variola, tripanossomia, doengas sazonais,
bilharziose, boudas, ulceras fagedénicas e vermes intestinais de variadas espécies (Langa,
2006).

Depois da Independéncia, em 1975, os servicos do laboratério passaram vdrias
dificuldades, desde a falta de pessoal especializado, material, € manutengio de
equipamento laboratorial e falta de orgamento para investigagio cientifica. Nos fins dos
anos 80, os servigos do laboratério do actual HCM, retomaram a actividade de

investigacdo, sendo actualmente um dos melhores laboratérios de referéncia nacional,
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isto deve-se a existéncia de melhores condigdes de trabalho, material e equipamento

actualizado, com técnicos especializados e bem treinados (Langa, 2006).

2. Programa do estagio

O estagio consistiu de duas fases, a fase de familiarizag8o com o local do estagio que
decorreu do més de Janeiro ao més de Fevereiro, seguindo-se a fase de estagio, que

decorreu de Maio 4 Agosto de 2007.

2.1 Objectivos

Gerais

v" Conhecer, compreender e saber executar todas as técnicas de diagndstico
bacteriologico usadas no Laboratério de Analises Clinicas do HCM.

v" Conhecer e saber executar todas as técnicas de diagndstico de Enterobactérias, usadas
no LAC do HCM.

Especificos

Adquirir e desenvolver habilidades técnicas e profissionais;

Saber interpretar os resultados das analises microbidlogicas efectuadas;

Identificar as espéciés de enterobactérias patogénicas mais frequentes em amostras de
urina, relacionando-as com o sexo, idade e proveniéncia da amostra,

Avaliar o padrio de sensibilidade aos antibiticos (_'I;Sﬁx)ydas espécies de

enterobactérias patogénicas identificadas nas amostras de urina.

\wc/ Cﬂ%m R

agrw
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3. Apoio concedido pela unidade de estigio

O estagiario recebeu de todos os técnicos do laboratériode, o apoio necessario desde a

assisténcia técnica cientifica, moral, matérial bibliografico e informatico.

4. Revisio bibliogrifica

‘A Microbiologia é o ramo da biologia que estuda os microorganismos, incluindo
eucariontes unicelulares e procariontes, como as bactérias, fungos e virus. Muitos
microorganismos vivem livremente e desempenham uma actividade util e benéfica para a
vida das plantas e animais (Cheesbrough, 1984).

Segundo Sartori (2005), as bactérias sdo células procariéticas uni ou pluricelular, com
organizagio celular relativamente simples. Apresentam tamanho que varia em média de 1
a2 um por | a4 pum. A membrana nuclear esta ausente e o acido desoxiribonucléico
(DNA) é uma macromolécula de dupla fita circular, com um comprimento de
aproximadamente 1.100 nm, altamente empacotada.

Embora a parede celular que circunda as bactérias seja complexa, elas apresentam-se
somente em duas formas: as bactérias Gram-positivas que tém uma parede celular com a
camada de peptidoglucano grossa, composta por acidos teicéicos e teicurénicos, que sdo
os seus determinantes antigénicos de superficie, e as bactérias Gram-negativas que
apresentam a parede celular com a camada de peptidoglucano fina composta por
lipopolissacarideos e polissacarideos como principais determinantes antigénicos de
superficie (Folgosa e Martelli, 1985, Murray et al., 1998).

As bactérias sdo capazes de atravessar as defesas normais do corpo humano e causar
doengas, através da invasdio de tecidos por crescimento ou produgio de toxias. Tal
invasio ¢ denominada de infecgdo, e as bactérias capazes de a causar sdo chamadas de
patogénicas. O desenvolvimento de uma infecgio depende das complexas interacdes de
susceptividade do hospedeiro 4 infecgdo, do potencial de viruléncia da bactéria e da

oportunidade de interagfo entre o hospedeiro e a bactéria (Murray et al., 1998).
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As bactérias podem ser classificadas com base na sua morfologia (cocos, bacilos,
curvos ou espiralados, espiroquetas), na coloragdo de Gram que € o método mais usado
em bacteriologia para o seu diagndstico € identificagfio, podendo diferencia-las em Gram
positivas e Gram negativas, coloragio de Ziehl-Neelsen, usada para diferenciar os bacilos
alcool-acido-resistente, nas necessidades do oxigénio para o crescimento, nas
caracteristicas bioquimicas e na aparéncia macroscépica das col8nias (p.ex: propriedades
hemdliticas em agar-sangue, cor das coldnias, tamanho e forma das colonias)
(Cheesbrough, 1984, Murray et al.,1998).

Virias espécies de bactérias sfio capazes de variar a sua forma que ¢ determinada pelo
comprimento das cadeias de peptidoglucano e especialmente pela quantidade de
interligagOes existentes entre estas cadeias, especialmente quando em crescimento num
meio de cultura artificial, sendo chamadas de polimoérficas (Cheesbrough, 1984).

A caracterizagio bioquimica é o método mais frequentemente usado para a
identificag@o definitiva das bactérias. Ela avalia a actividade metabdlica das bactérias em
relagdo a certos compostos orgénicos, tais como agtcares e compostos azotados. Esta
caracterizagio pode ainda ser usada para identificar os organismos até as espécies,
principlamente com o objectivo epedemiolégico (Folgosa e Martelli, 1985, Murray et al.,
1998).

Segundo Koneman et al., (2001), em cada procedimento bioquimico, a bactéria
desconhecida causara uma alteragdio do meio ao qual foi adicionada uma substincia
especifica de teste.

A modificagdo poderia ser indicada pela formagdo de um gas ou fermentagdo de
carbohidratos. Uma alteragfio na coloragdo pode ocorrer no meio como resultado de um
indicador de pH, que pode resultar de um 4cido que ¢ produzido durante a reagdo de
fermentagfio. Algumas reagdes, como a produgfio de indol a partir do triptofano, sio
comumente utilizados no sistema de-identiﬁcag:ﬁo rapida (Jawetz et al.,1991, Koneman et
al., 2001).

Os testes serologicos sdo usados para determinar os grupos serologicos dos
organismos e consistem em avaliar as reagdes de aglutinagdo com anti-soros especificos e
identificar agentes que sdo dificilmente isolados em laboratério ou que produzem

doengas com evolugiio lenta assim como determina os tipos de anticorpos em pacientes
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com doengas desconhecidas (Folgosa e Martelli, 1985, Jawetz ef al., 1991 Murray et al.,
1998).

Assim que o microrganismo causador da doenga estiver identificado,
determina-se a sua sensibilidade aos antibiGticos. Este teste consiste na exposigio do
microorganismo a acgdo de varios antibidticos de baixa concentragiio, com a capacidade
de matar ou inibir o crescimento dos mesmos, ajudando deste modo, na escotha do
antibidtico mais eficaz para o tratamento da doenga (Walters ef al., 1997, Murray ef al.,
1998).

O teste de sensibilidade aos antibi6ticos deve realizar-se para qualquer microrganismo
que seja responsdvel por um processo infeccioso e que necessite de terapéutica
antimicrobiana, sempre que a susceptibilidade n3io puder ser previsivel pelo
conhecimento da identidade do microrganismo. Os testes de susceptibilidade estio
principalmente indicados quando o microrganismo pertence a uma espécie capaz de
produzir doengas, quando € provavél que o processo infeccioso seja fatal se ndo for
tratado especificamente, quando o microrganismo n3o ¢é iliminado pelos agentes
antimicrobianos j& utilizados no processo terapéutico (Jawetz af al.,1991, Fonseca, et al.,
2004).

Segundo Sartori, (2005) os agentes antimicrobianos podem execer sua influéncia
sobre a pariede celular e/ou membrana celular, sobre a actividade enzimatica, bloqueando
certas reagGes enzimaticas ou sintise de enzimas na célula microbiana, podendo levar a
destruicio desse microorganismo.

Segundo Nester e al., (1998), a mutagio e a transferéncia da informagio genética
permitem aos microorganismos desenvolver com alguma facilidade resisténcia as drogas

antimicrobianas.

4.1 Familia Enterobacteriaceae

Os seres humanos, e os animais, apresentam uma abundante flora normal que consiste
numa populagdo de microorganismos que vivem em determinados locais do corpo

humano,
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sem causar doengas; alguns estabelecem-se de uma forma permanente num determinado
local do nosso corpo, outros o fazem-no por periodos limitados de tempo. A maioria das -
bactérias ndo provocam doengas, atingindo um equilibrio com o hospedeiro que gafante a
sobrevivéncia, o crescimento e a propagagdo, ndo s6 da bactéria, assim como do
hospedeiro (Jawetz et al., 1991).

Os membros da familia Enterobactereceae constituem um grande e heterogéneo grupo
de bastonetes Gram-negativos, ndo espuralados e que podem medir cerca de 1-4 x 0,6
um, cujo o habitat natural € o trato intestinal dos seres humanos e animais (Cheesbrough,
1984, Jawetz at al., 1991, Marshall, 1995).

S&o aerdbicos ou anaerébicos facultativos, fermentam um grande nimero de
carbohidratos, possuem estrutura antigénica complexa e produzem uma variedade de
toxinas e outros factores de viruléncia (Jawetz at al.,1991, Koneman et al., 2001).

Caracterizam-se, do ponto de vista bioquimico, pela capacidade de reduzir nitratos a
nitritos, fermentarem a glicose com a produgio de 4cido e gis e citocromo oxidase
negativas. S30 as bactérias isoladas com mais frequéncia nas amostras bioldgicas (Jawetz
et al., 1991, Koneman ef al,, 2001).

Esta familia inclui alguns géneros e espécies que podem estar associadas as infecgdes
humanas (por ex., Escherichia coli; Shigella spp; Salmonella spp). Estas bactérias
causam uma variedade de doengas humanas, incluindo 30% a 35% das septicémias, mais
de 70% das infec¢des das vias urinarias e muitas infecg3es intestinais. Algumas espécies
(p.ex.: Salmonells spp, Shigella spp e Yersinia pestes) estio sempre associadas a
doengas humanas, ao passo que outras (p.ex.: E. coli, K. Pneumoneae, Proteus mirabilis,
Serratia spp) sdo membros comensais da flora normal intestinal que podem causar

infecgdes oportunistas (Murray et al., 1998, Fonseca, et al., 2004).

5. Actividades desenvolvidas

Varias foram as actividades desenvolvidas no laboratorio durante o periodo de estagio,

a colheita de amostras biologicas até processamneto das mesmas. A realizagio dos testes
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de sensibilidade ao antibidticos, foram também actividades desenvolvidas, durante o

perido de estagio e constituem actividades fundamentais do laboratério.

5.1 Material

a) Equipamentos

Estufas
Autoclave
Centrifugas
Homogenizador
Balancga analitica
Geleiras

Microscdpico Optico

b) Material Acessorio

Ansa

Alcool

Baldes

Bico de busen
Pingas

Placas de Petri
Pipetas plasticas ¢ de vidro
Zaragatoas
Compressas
Frascos
Laminas

Luvas

L N N N N N N R N N NI R

Palitos de fosforo
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v" Jarras
v Velas
Suportes para tubos

Seringas

¢) Reagentes

Discos de antibioticos (p.ex.: ampicilina, gentamicina)
Galeria API

Agar

Peréxido de hidrogénio

Soro fisiologico

Fitas de oxidase

Plasma

Parafina

NN N N R NN

Reactivo de Kovac

d) Meios de Cultura

Agar MacConkey

Agar Sangue

Agar CLED

Agar Mueller-Hinton

SS (Salmonella e Shigella agar )

Agar Selenite

5.2 Metodologia

O estudo microbiolégico das enterobactérias patogénicas presentes nas diferentes

amostras, provalvemente responsaveis pelo quadro clinico foi feito através do exame
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microscopico e macroscépico, assim como a partir da sua sementeira em meios de cultura
adequados para o seu crescimento e isolamento.

Como o isolamento do agente ¢ muito importante na formulagdo de um diagndstico, a
amostra precisa ser colhida do local que mais provalmente abriga o agente, em um
determinado estagio da doenca, e deve ser manipulada de modo a favorecer a
sobrevivéncia e o crescimento do agente (Jawetz ef al., 1991).

As amostras biolégicas para o diagnodstico das enterobactérias patogénicas eram
provenientes das diferentes enfermarias e das consultas externas no periodo de Maio 4

Agosto.

5.2.1 Procedimentos para a Colheita e Transporte das Amostras Biolégicas

Todas as amostras biolégicas devem ser colhidas e transportadas com o maximo de
seguranga e assépsia para evitar o minimo de contaminagio das mesmas afim de permitir
um bom diagnéstico.

Quando a amostra ndo pode ser semeada logo apo6s a colheita, pode-se usar meios de
transportes semi-sélidos, que contém nutrientes que previnem o crescimento de
comensais e pgarantem a sobrevivéncia de patogénos aerdbicos e anaerdbicos

(Cheesbrough, 1984).

5.2.1.1 Normas gerais de colheita

De acordo com Fonseca (2004), as normas gerais de colheita de amostras sdo:

Efectuar as colheitas, antes de iniciar a terapéutica antibiética;

Evitar a contaminagéo da amostra com a flora sapréfita do doente e/ou bactérias do

ambiente, de modo a que a amostra seja representativa do local da infecgio;

Utilizar material de colheita e de transporte apropriados ¢ esterilizados;
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Identificar claramente os recipientes, e ndo o involucro de papel ou plastico, com o
nome do doente, servigo, n.° de processo, data e hora da colheita e origem do produto

biologico;

Colher o produto em quantidade suficiente para o(s) exame(s) requisitado(s). Os
recipientes para a recolha de produtos liquidos ndio devem encher-se para além dos

seus dois tergos de capacidade;

Devem ser usados recipientes esterilizados de encerramento hermético e que ndo

permitam, ao abrir, a formag¢io de aerosséis.

5.2.1.2 Normas Gerais de Transporte

I. Transportar rapidamente todos os produtos bioldgicos para o laboratério;

Quando ndo ¢ possivel a entrega imediata da amostra ao laboratério, deve-se usar
meios de transporte (como p.ex.: Stuart, muito usado para o transporte de amostras
conjuntivais ¢ genitais, meio de Cary Blair usado para o transporte de amostras de
fezes ¢ o soro fisiolégico, usado para amostras de corrimento vaginal, quando o seu

transporte para o laboratdrio for ripido) para garantir que amostra seja fiavel.
a) Urina
Colheita
segundo Fonseca ef al., (2004) a urina ¢ habitualmente um liquido biolégico estéril,

mas a sua passagem pela uretra durante a mic¢fo arrasta os microorganismos que a

colonizam, podendo induzir a erros na intrepetagdo da urocultura.
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1. Colher a primeira urina da manhd, casos ndo seja impossivel, colher a urina apés ter

estado pelo menos duas horas sem urinar;
Afastar os grandes labios ( mulheres) ou prepicio (homens);

Lavagem prévia das mio e da regiio urogenital com gaze embebiada em 4gua e sabdo
(a limpeza com agua e sabiio, ndo é usualmente necessaria para homens), em geral,
basta uma limpeza simples do meato urinario imediatamente antes da micgio

(Koneman at al., 2001);

Usando 0 mesmo processo, lavar s6 com dgua esterilizada e secar com gaze de frente

para tras, no caso das mulheres;

Desprezar o primeiro jacto de urina e, sem interromper a micgio, (matendo o
prepucio retraido nos homens e os pequenos labios afastados na mulher), recolher o
jacto intermédio directamente para o recipiente esterilizado de boca larga, fechando-o

imediatamente apos a colheita.
6. Evitar tocar o recepiente na regido dos orgdes genitais.
Transporte
* Apos a colheita, transportar a urina para o laboratério o mais rapidamente possivel,

uma vez que deve-se cultivar antes de decorridas uma hora apds a colheita, caso nio

seja possivel o seu transporte imediato, conservar a urina & temperatura de 4°C.
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b} Fezes

Colheita

1. Entregar ao doente um frasco limpo e previamente esterelizado;
OI doente deve dirigir-se a casa de banho, ou a outro lugar apropriado, para defecar
directamente no frasco, ou primeiro num papel limpo, e depois transferir, com ajuda

de um despensor limpo e seco, para o frasco;

Informar ao doente que a amostra ndo deve ser contaminada com urina € nem papel

higiénico;
Informar ao doente que o frasco deve ser fechado com a tampa, para ndo permitir que
a amostra enire em contacto com o ar € por fim que lava-se as mios com agua ¢
sabdo.

¢) LCR

Colheita

1. Pedir ao doente para se sentar, ou deitar-se, numa cama, em posi¢io de decubito

lateral, abragando os joelhos e propocionar iluminagéo adequada no local da pungo;
Desinfectar a 4rea da pungdo, usando compressas de gaze embebidas com a solugio
de povidine iodado, executando um movimento circular que se afasta do local da

pungao;

Deixar secar a pele;
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4. Repetir a desinfecgdo com algoddo embebido em alcool;

colocar o trocar entre as vértebras L3-L4, lembrando o doente que deve permanecer

imdvel e respirando normalmente;

Colher em tubos estéreis e transparentes o volume minimo de 1 ml, controlando a

saida do liquido, para evitar descompensagio (Segala, 1998).

Transporte

* Enviar a amostra para o laboratério imediatamente apds a colheita (uma vez que deve
ser processada num méaximo de 30 minutos apés a sua colheita) ou manter a
temperatura ambiente ou na estufa a 37 C. Nunca deve ser refrigerada.

d) Expectoragao

Colheita

1. Informar ao doente que deve colher a primeira expectoragiio da manha, de preferéncia

em jejum;
Lavar a boca e a garganta sé com agua estéril, ou fervida, antes da colheita;

Instruir a0 doente para colher a expectoragdo por tosse profunda (evitando amostras

de saliva ou secregBes nasais posteriores).

Quando a tosse nfo € produtiva, pode estimular a formagdo da expectoragfo, usando

um irritante como a solugo salina hiperténica.
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Transporte

* Enviar rapidamente a amostra para o laboratorio, 4 temperatura ambiente protegendo-
a da luz, se o tempo de transporte for superior 2 1-2 horas, a amostra pode ser
refrigerada a 4° C.

e) Sangue

Colheita

l. Informou-se ao doente que efectuaria-se a colheita do sangue por pun¢io venosa de

qualquer uma das veias periféricas;
Elegeu-se a veia mais adquada, de preferéncia as veias de pregas cotovelo;

Aplicau-se o garrote alguns centimetros do cotovelo, e pediu-se ao doente para abrir e

fechar as maos para favorecer a dilatagdo da veia;
4. Palpou-se as veias e identificou-se o lugar de pungio;

5. Desinfectou-se o local de pungdo com algodio embebido em 4lcool a 70%

de modo circular e do interior para a periféria;
6. Deixou-se o anti-séptico secar;
7. Desinfectou-se o dedo com o qual fez-se a palpagio da area;

8. Apos desinfecgiio da pele, realizou-se a pungdo venosa, usando uma seringa estéril e

bem seca, & qual se acopla uma agulha;
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9. Retirou-se a agulha da veia, e colocou-se um pedago de algoddo embebido em 4lcool

no local da picada, para preveir reagdes adversas;

10. Desinfectou-se a rolha de borracha do frasco com alcool. Aspirou-se o sangue e

inoculou-se o frasco estéril,.
Preucacio

e Nio se deve refrigerar a amostra de sangue apds a sua colheita;

5.2.2 Processamento das Amostras Biologicas

a) Urina
Técnica de Cultivo

Numa das placas de petri, com o meio Agar CLED, Agar Sangue ou Agar
MacConkey, inoculou-se a amostra de urina, fazendo uma tracinho para baixo,

usando-se uma ansa de 2pl, previamente esterilizada 4 chama de bico de bunsen;

Suavemente deslizou-se a ansa com rapidez sobre a superficie do meio de cultura até

estriar o espago correspondente a um meio do total da placa;
Esterilizou-se a ansa e guardou-se no suporte para a ansa;
Incubou-se as placas na estufa a 37° C, durante 24 horas;

Apobs as 24 horas fez-se a leitura das placas.
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b) Fezes

Técnica de Cultivo

Inoculou-se uma porgdo da amostra de fezes nas placas de Agar MacConkey e SS

com uma ansa, previamente esterilizada na chama, fazendo um circulo no topo da

placa;

Esterilizou-se a ansa, deixou-se arrefecer e fazeram-se as primeiras estrias,
correspondentes a um terco do total da placa, sem voltar a colher a amostra estriou-se
0 segundo segmento, tocando no primeiro segmento onde se encontravam as bactérias
jé inoculadas. Para permitir que houvessem colénias isoladas, tocou-se com a ansa no
segundo segmento, e faz-se as Gltimas estrias, permitindo que as bactérias fossem

arrastadas para o terceiro segmento;

Num tubo com o meio de Agar selenite (meio de enriquecimento para Salmonella spp

e Shigella spp) inoculou-se uma quantidade de fezes do tamanho do anel da ansa;

Incubou-se todos os meios na estufa a 37°C, durante 24 horas, altura que se fez a
leitura, se apds as 24 horas ndo houvesse crescimento nos meios de cultura de
MacConkey e SS, faz-se uma subcultura (segundo dia, + 24 horas), usando o indculo

contido no tubo de selenite.

¢} LCR

Técnica de Cultivo

Nas placas com os meios de cultura de Agar MacConkey e Agar Sangue semeiou-se o
inéculo por meio de estrias, para permitir que as col6nias estivessem isoladas e

incubou-se a 37°C.;
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2. Apbs 24 horas fez-se a primeira leitura e depois de 48 horas a segunda.

d) Expectoracio

Técnica de Cultivo

1. Com uma zaragatoa, retirou-se uma porgdo da amostra, contida no frasco e inoculou-
se nas placas de Agar Sangue, MacConkey e CLED, usando o método de estrias

2. Porvoltade 18 a 24 horas, fez-se a leitura.

€) Sahgue

Técnicas de Cultivo

Inoculou-se as amostras de sangue em garrafas com caldo nutriente enriquecido com

Thioglycolate Broth ou Agar Muller-Hinton;
Incubou-se as garrafas a 37° C, durante 5 a 7 dias;

Apos esse tempo, caso detecta-se a ocorréncia de crescimento, repicou-se o caldo e
fez-se uma sub-cultura, usando-se o0 método de estrias, em meios de cultura de Agar

Sangue.

5.2.3. Identificacio das Enterobactérias

Apbs o crescimento e isolamento, das bactérias das diferentes amostras acima
mencionadas, procedeu-se 4 sua identificagdo usando a coloragfio de Gram (ver descrigdo

da técnica no anexol), que as diferenciou em bactérias Gram positivas ou Gram

negativas.
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Feita a diferenciagdo das bactérias, caso elas fossem bactérias Gram negativas,
efectuou-se a sua identificagdo usando a galeria API-E20(descrigio da técnica, anexo 11,
que ¢ um sistema que permite a identificagfio das Enterobactérias e outros bacilos Gram
negativos ndo fastidiosos. A tabela 1 descreve as caracteristicas morf6logicas das

Enterobactérias nos diferentes meios de culturas.

Tabela 1. Morfologia cultural das colénias de Enterobacteriaceae nosdiferentes meios de cultura

Meios de cultura

Bactéria Sangue Mac Conkey SS CLED

I-3mm, cinzenta, | 1-3mm, incolor | I-3mm, incolor, | Normalmente
Salmonella humida, elevada com ou sem | ndo cresce
spp ponto preto no

meio

1-3mm, cinzenta, <[|-3mm, <1-3mm, Normalmente
humida, elevada incolor incolor nio cresce

Spp

1-3mm, cinzenta 1-3mm, cor de 1-3mm, ¢6r de | 1-3mm, verde
Escherichia | ,himida ou plana rosa ou rosa ou claro.
coli brilhante, as vezes | vermelhas, seca vermelhas.

B-hemolitica e plana

1->3mm, 1-3mm, incolor, | 1-3mm, branca | 1-3mm, verde
Proteus cinzenta,himida, { humida, elevada | ou cér de rosa brilhante
Spp elevada ou elevada, com

formigante as ponto prento

vezes [-

hemolitica

1-4mm, cinzenta, 1-4mm, cor de Normalmente | I-4mm, cér de
Klebsiella spp mucosa, plana rosa, hiimida ou ndo cresce rosa, himida

mucosa elevada OU mucosa

plana
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1-3mm, cinzenta, 1-3m, cor de Normalmente | 1-3mm, verde
QOutros himida ou rosa ou incolor, nao cresce claro

coliformes mucoide, elevada, himida ou

as vezes - mucoide,

hemolitica elevada ou plana

4. Teste de Sensibilidade aos Antibidtices

Tendo sido isolado e identificado o agente patogénico numa cultura pura, realizou-se o
TSA, pelo método de difusdo em Agar de Mueller-Hinton, que consistiu em expér a
bactéria a acgio de varios agentes antimicrobianos para avaliar a sua sensibilidade aos

mesmos.
Discos de Antibidticos

Nitrofurantoina (300ug)
Ciproflaxina (5 pg)
Gentamicina (30 pg)
Ampicilina (10 pg)
Acido naldixico (30 pg)
Sulfametazol (125 pg)

Técnica de Cultivo

Num frasco com soro fisiologico, inoculou-se uma colénia da bactéria isolada e

identificada, misturou-se bem para obter uma suspensdo homogénea;

Incubou-se o frasco onde se inoculo a colénia a testar, até que a sua turvagio fosse

igual ao do frasco com a concentragdo 0.5 da escala de MacFarland,;
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Identificou-se a placa de Agar Muller-Hinton;

Deitou-se a suspensdo homogénea sobre a placa com Agar Muller-Hinton, de modo
que ela se espalhasse sobre a mesma, e deixou-se repousar num papel absorvente
durante pelo menos 2 minutos com a base virada para baixo, para permitir que todo o

excesso da suspensdo escorra;

Introduziu-se os discos assepticamente sobre a placa, permitindo que houvesse um

bom distanciamento entre os discos;
As placas foram abertas apenas no momento em que se colocavam os discos,
voltando a fechd-la até ao momento em que se colocava o proximo e assim

sucessivamente, até que estevesse montado o antibiograma;

Evitou-se respirar, e muito menos falar, sobre a cultura quando as placas estavam

abertas;
Incubou-se as placas a 37° C, durante 24 horas;
Mediu-se com uma régua o didmetro das zonas de inibi¢do de cada antibidtico;,
. Dependendo do didmetro e para cada antibi6tico, as bactérias foram classificadas em

S-sensiveis, I-Intermédias ou R-resistentes (o anexo IIl descreve a valorizagio do

tamanho da zona de inibigfo no teste de sensibilidade).
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5.3. Resultados

Durante o periodo de estagio, isto é de Maio a Agosto de 2007, deram entrada no
Laboratorio de Analises Clinicas do Hospital Central de Maputo, um total de 167!
amostras, das quais 26 eram de expectoragdo, 157 de sangue, 370 de fezes, 451 de liquido

cefalo-raquidiano e 667 de urina.

Tabela 2. Frequéncias absolutas e relativas dos casos positivos das amostras biol6gicas com o

respectivo numéro de bactérias encontradas.

Amostra N° de casos N° de casos % dos ¢casos Bactéria identificadas

negativos positivos positivos

Expectoréc;ﬁo 24 2 7,7 K. preumoniae .

Salmonella spp
K. pneumonia
Sangue E. coli
Enterobacter spp

E. coli

K. preumoniae

Proteus spp

E. coli
Salmonella spp
Shigella spp

Nos 2 casos positivos de expectoragio a bactéria encontrada foi a K. preumoniae.
Das 9 amostras de sangue positivas, encontrou-se 3 Salmonella spp, 3 de K. pneumoniae,
2 E. coli ¢ | Enterobacter spp. Dos 4 positivas de LCR, 2 eram de £ coli, 1 de K.
pneumoniae ¢ 1 de Proteus spp e dos 19 casos positivos de fezes 17 pertenciam a E. colj,

| a Salmonella spp e 1 a Shigella spp.
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Urina

Das 667 amostras de urina, que deram entrada no laboratério, 86 foram positivas,
sendo 31 excluidas, por ndo apresentarem algumas das varidveis definidas para o estudo,
tais como idade, sexo e/ou proveniéncia da amostra e 55 foram consideradas para o

estudo.

Espécies

Figura 1. Frequéncia relativa das bactérias isoladas nas amostra de urina

Dos 55 casos positivos a E. coli foi a bactéria com elevada frequéncia (69%), seguida
de K. Pneumoniae (24%), Proteus spp (4%) e Enterobacter spp e Citrobacter freundii

com a menor frequéncia (2%), conforme ilustra a figura 1.

Pelas tabelas abaixo (tabela 3) pode-se perceber que do total de 28 (100%) casos de
bactérias presentes nas amostras do sexo masculino 64.3% eram de E. .coli ,21.4%de K
Pneumoniae, 7.1% de Proteus spp € 3.6 % para Enterobacter spp e C. Freundii. Pela
tabela 4 pode-se perceber que das 27 (100%) amostras do sexo feminino, somente a £.

coli (74%) e K. Pneumoniae (26%), foram encontradas.
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Tabela 3. Valor absoluto e relativo das diferentes bactérias encontradas no sexo masculino

Bactéria

N? de casos

Y

E coli

18

64.3

K. pneumoniae

6

21.4

Proteus spp

2

7.1

Enterobacter spp 1

3.6

C. freundii

1

3.6

Total

28

100

Tabela 4. Valor absoluto e relativo das diferentes bactérias encontradas no sexo femenino

Bactérias

N° de casos

Y

E. coli

20

74

K. preumoniae

7

26

Total

27

100

Na tabela 5. verifica-se que as bactérias £. coli (88.9%), k. Pneumoniae (100%), C.
Sreundii (100%) e proteus spp (100%) sio encontradas com maior frequéncia em
individuos na faixa etaria de 0-8 anos de idade, enquanto que a Enterobacter spp

encontra-se em 100% em individuos na faixa etaria < 8 anos.

Tabela 5. Frequéncia de bactérias encontradas nas diferentes faixas etarias do sexo masculino.

Idade 0-8 anos Total

Bactéria N % N° N° %

< 8 anos

E. coli 16 88.9 18 100

K. pneumoniae 100 6 100

Proteus spp

6
2 100 100
Enterobacter spp 0 0 100

C. freundii 100
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Do total de 20 casos de £. coli a faixa etaria dos 0-8 anos de idade apresentou a maior
percentagem (75%), assim como a K. Pnuemoniae (57%) foi mais frequente na mesma

faixa etaria (tabela 6).

Tabela 6. Frequéncia de bactérias encontradas nas diferentes faixas etérias do sexo feminino.

Idade

Bactéria

0-8 anos

< 8§ anos

Total

NO

Yo

NO

Yo

ND

%

E. coli

15

75

25

20

100

K. pneumontae

4

57

43

7

100

» Na variave] idade separou-se os individuos em duas faixas etrias dos 0-8 anos de

idade e < 8 anos de idade.

Analisando a tabela a baixo pode-se verificar que houve maior numero de bactérias
nas amostras vindas das enfermarias doque da consulta externa. Isto é £. coli com 86.%,

K. Pneumoniae 53.8% , Proteus spp 50%, enterobacter spp € C. ferundii com 100%.

Tabela 7. Relagéo entre as bactérias e a proveniéncia

Proveniéncia Enfermaria Consulta externa

Bactéria

N° %o N° %

E.coli 33 5

K.pneumoniae

Proteus spp

Enterobacter spp

C. freundii

Total
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5.3.1 Teste de Sensibilidade

Das bactérias identificadas nas amostras de urina, verificou-se que todas elas

apresentavam resisténcia para as drogas ampicilina e Sulfametazol , conforme ilustar a

tabela abaixo.

Tabela 8. Percentagem Sensibilidade aos principais antimicrobianos testados para as bactérias

isoladas nas amostras de urina.

Antibidtico

Bactéria Nitrof. Ac. Nald.

E.coli Sens. . Resis.

K. pnuemoniae Sens. . . Sens.

Proteus spp Sens. . . Resis.

Enterobacter spp Resis. . . Resis.

C freundii Sens. . X Resis.

Sens. Sensivel

Resis. Resistente

. 5.4. Discusio dos resultados

/
Tipos de Enterobactérias presentes nas diferentes amostras.

a} Urina

Nas amostras de urina isolou-se as bactérias E. coli K. pneumoniae, Enterobacter
spp, Proteus spp e C. freundii. Segundo Murray et al., (1998}, provavelmente pelo facto
das espécies originarem-se, em sua maioria no célon, contaminar a uretra, ascender a
bexiga e migrar para o rim ou para a prostata.

A espécie E. coli apresentou-se com maior frequéncia (69%). Estudos semelhantes
feitos por Camargo e al., (2002) ao avaliar a etiologia da infecgdo do trato urinério e a

susceptibilidade das bactérias mais frequentemente isoladas da urina de pacientes
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atendidos em Unidade de Saide de Ribeirdo Preto, verificou que a E. coli era a causa de
68% dos casos de infec¢do urindria e Segundo Koneman ef al., (2001) a E. coli é também
a enterobactéria mais frequente nas infecgdes das vias urindrias.

Segundo Kazmircaz er al, (2005) as restantes bactérias assim como a £ coli,
pertencem a flora normal do intestino humano e podem colonizar certos locais quando as
defesas do organismo estdo comprometidas (inser¢do de catateres, algilia) e causar
infecgbes extra-intestinais.

Em relagdo ao sexo e a idade, verificou-se que ambas as bactérias E. coli (69%) ¢ K.
preumoniae (24%) eram mais frequentes em pacientes do sexo masculino na faixa etaria
dos 0-8 anos de idade, segundo Koneman et al., (2001), Kazmircaz et al., (2005) e Neto
(2003) provavelmente pela maior incidéncia de mal-formagdes congénitas, mal-formagio
da uretra.

Atingida a fase adulta elas deixam de ser frequente no sexo masculino devido a
factores anatémicos como a uretra mais longa, actividade bactericida do fluido prostatico
e ambiente periuretral mais himido e passam a ser mais frequentes nos pacientes do sexo
femenino, devido a m4 higiene perianal, actividade sexual que permite a migragdo das
bactéria para a uretra e a bexiga (Neto, 2003).

Quanto a proveniéncia das amostras, constatou-se que as bactérias eram mais
frequentes em amostras vindas das enfermarias do que aqueles que vinham das consultas
externas. Provavelmente pela ma higiene do préprio hospital que acaba contaminando os
pacientes internados. Segundo Menezes et a.,/ (2005) e Chaves et al., (2003) as infecgdes
urindrias causadas pelas enterobactérias enquadram-se dentro dos 4 grupos de infecgdes
hospitalares, devido a necessidade de instrumentagdo do trato urindrio, tanto para o
diagnético assim como para a drenagem da urina.

Os testes de sensibilidade apontaram para todas as bactérias, maior resisténcia as
drogas ampicilina e sulfametazol, estes dados sdo confirmados por Chaves ef al.,(2003),
onde ao estudar o perfil de sensibilidade dos antmicrobianos utilizados em infecgdes
urindrias de pacientes do hospital de referéncia Sao Lucas da cidade de Crateus, verificou
uma resisténcia para Sulfametazol e ampicilina.

As bactérias K. preumoniae, E. coli ¢ Proteus spp apresentaram sensibilidade as

drogas nitrofurantoina, ciprofloxacina, acido nalidixico € gentamicina.
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A bactéria Enterobacter sp apresentou sensibilidade apenas para ciprofloxacina e
gentamicina, e resisténcia a nitrofurantoina e acido nalidixico. A bactéria Citrobacter
Jreundii  mostrou sensibilidade somente para nitrofurantoina e resisténcia a
ciprofloxacina, gentamicina e 4cido nalidixico. Os dados acima apresentados entram em
concordincia com os trabalhos feitos por Duarte ef al., (2002), onde estudou a infecgiio
urindria na gravidez.

Segundo Folgosa e Martelli (1985), a resisténcia aos antibidticos, pode ser natural, isto
¢, 0Ss microorganismos possuem estruturas ou mecanismos de defesa contra os
antibidticos, e pode também ser adquirida, o que é mais comum, uma vez que oS
individuos com alguma infec¢fio tomam os antibidticos de forma errada, fazendo com

que 0s microorganismos patogénicos criem mutagdes e ganhem resisténcia aos

antibidticos.
b) Sangue

Segundo os resultados obtidos, as enterobactérias isoladas com maior frequéncia
foram as Salmonellas sp e Klebsiella pneumoniae, provavelmente porque apés a infecgiio
oral por Salmonellas, estas invadem-se permaturamente na corrente sanguinea, enquanto
que a Klebsiella Pneumoniae atinge a corrente sanguinea porque as defesas do organismo

ndo sdo adquadas e € muito frequente em recém-nascidos que ndo apresentam o anticorpo
1gM (Jawetz et al,, 1991).

¢) Expectoragio

Segundo Nester et al,(1998) a Klebsiella Preumoniae é o exemplo classico de
enterobactérias causadoras de pneumonias no trato respiratério, embora todas outras
possam ser encontrada. Elas atacam o individuo em qualquer idade, especialmente

quando as defesas do organismo sdo inapropiadas (imunocomprometidos).
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d) Fezes

Nesta amostra foi possivel encontrar com maior frequéncia a E.coli, segundo Murray
et al (1998) as amostras foram colhidas em criangas com o sistema imune nio muito bem
desenvolvido, porque est ¢ patogénica nessa idade e pode causar diarreias, embora ela

pertenga a flora intestinal normal.

e) Liquido cefalo-raquidiano

A enterobactéria encontrada com maior frequéncia foi a Escherichia coli, segundo
Murray et al (1998) provavelmente pelo facto desta possuir alguns antigenos capsulares
Kl e é comum em criangas. Seguida a Escherichia coli veio a Klebsiella pneumoniae que
atinge pessoas debilitadas e malnutridas, principalmente alcoélatras crénicos porque o
organismo produz polissacarideo capsular em abundancia e apresenta dificuldades em
expelir atrdvez do sistema respiratério. A pneumonia causada por ela frequentemente
envolve distirbios necréticos dos espagos alveolares e pode levar a formagdo de

cavidades (Murray ef al., 1998).

6. Anilise critica da unidade de estigio

A unidade onde se realizou o estagio, executa as andlises seguindo as normas
recomendadas pela Organizagio Mundial de Satide (OMS), porém verificou-se algumas
lacunas na preparagdo dos meios de cultura, por falta de alguns instrumentos como é o
caso do medidor do PH e o distribuidores.

Verificou-se uma grande contaminagido das amostras de urina, por falta de uma
orientagdo aos pacientes de como devem ser colhidas e quanto tempo depois da sua
colheita a amostra deve permanecer o paciente antes de ser processada. Verificou-se
ainda nas requisi¢des, que alguns clinicos ndo informam ao laboratério a idade, estado
fisiologico, o sexo do doente, assm como foi colhida a amostra.

No que diz respeito ao processamento das amostras, verificou-se uma grande demora,

0 que acaba influenciando no diagnostico laboratérial. As amostras de urina ficam mais
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de 2-horas antes de ser processadas e muito menos sdo refrigerada (o que diminuiria
muito o crescimento microbiano). Isto deve-se ao facto de que o técnico que faz as
colheitas ser o mesmo que deve processa-las.

Para a realizagdo do teste de sensibilidade verificou-se a auséncia de pacrimetro para
medir o diametro do halo de intbigdo do antibidtico.

Durante o perfodo de estagio, verificou-se a escassez de luvas no laboratério, o que
propociona um risco para a saide do técnico, que muitas vezes colhe e processa as
amostras em contacto directo com as méos. E quando houvesse luvas os técnicos usavam

a mesma luva para colher (por exemplo amostra de sangue) em doentes diferentes.
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7. Conclusdes

E importante ter em mente que, o Laboratério de Microbiologia desempenha um papel
preponderante no diagnostico e controle das doengas infecgiosas.

A escolha do estagio como forma de culminag@io de curso foi bastante importante,
porque o estagiario pode aprender um pouco mais através da pratica e conciliar com os
conhecimentos tedricos adquiridos ao longo do curso, podendo desenvolver habilidades
técnicas, professionais, responsabilidade, capacidade de adaptagéio e de trabalhar em
equipa, qualidades estas que possam encamilha-lo para o0 mercado do trabalho.

Apesar de algumas dificuldades que foram surgindo em algum momento do estagio
foi possivel alcangar os objectivos trangados no periodo determinado.

Com o estagio tive a percepgéo correcta de que as infecgdes urindrias causadas pelas
enterobactérias (principalmente a E. Coli) so mais frequentes em criangas do sexo
masculino e que as bactérias apresentam uma grande resisténcia aos antibioticos

Ampicilina e Sulfametazol.

8. Recomendacgoes

Recomenda-se ao laboratdrio a adquirir 0s instrumentos necessarios para a preparagio
dos meios de cultura, de forma a melhorar a qualidade de diagnostico.

Recomenda-se a Direc¢fio do laboratorio a comprar luvas suficientes e aos técnicos a
descartar as luvas sempres que for atender um novo doente.

Recomenda-se a Direcgéio do laboratério a comprar o pacrimetro, para permitir que os
resultados da leitura da sensibilidade seja fidvel.

Recomenda-se a Direcgio do Laboratdrio a aumentar o numero de técnicos
especializados na 4rea de laboratodrio, para que enquanto uns ficam na sala de colheita,
outros fiquem a processar as amostras trazidas das enfermarias e de casa.

Recomenda-se a Direcglo do Laboratério a desenvolver normas de colheita, transporte

adquado das amostras € que se fixem na vitrin da sala de recep¢io das mesmas. Deve
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ainda orientar aos clinicos a preencherem todos os dados necessarios nas requisi¢des de

forma a facilitar o técnico no diagnostico.
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ANEXOS
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Anexo I
Coloragiio de Gram

Procedimentos

Suspendeu-se uma pequena porgio da amostra bacteriana a ser corada em uma gota

de agua ou solugdo salina, usando uma alga bacteriologica flambada, sobre uma

4

ldmina de microscopico, espalhando a gota;
Deixou-se o material secar e, em seguida, fixou-se com calor, flambando rapidamente
a lamina acima da chama de bico de Bunsen;
Cobriu-se toda a superficie da ldmina com o corante cristal violeta;
Deixou-se em repouso por um minuto;
Lavou-se a ldmina com Agua para remover o excesso da solugiio de cristal violeta,
mantendo a ldmina em posi¢ao obliqua, com cuidado para nio deixar formar poga;
Cobriu-se o esfregago com solugdo de lugol durante um minuto;
Descorou-se o esfregago usando uma solugdo de dlcool — acetona;
Deixou-se sobre a lamina por 30 segundos;
Cobriu-se o esfregago com solugdo de safranina, durante 30 segundos;
. Lavou-se levemente com agua corrente;
. Esperou-se a ldmina secar naturalmente ao ar livre, ou enxugou-se delicadamente

com papel filtro, através de leve compressdo do mesmo sobre a lamina.
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Anexo I1

Galeria API 20E

a) Preparacio da galeria

"

. Preparou-se¢ uma cdmara de incubagdo com uma tampa correspondente e

espalhou-se agua corrente nos alvéolos, para proporcionar uma atmosfera humida.
b) Preparacio do inoculo

Com ajuda de uma ansa, recolheu-se | a 2 coldnias isoladas da placa onde se

encontrava a cultura;

Colocou-se a (s) coldnia (s), num tubo contendo, mais ou menos Sml de agua

destilada;
Realizou-se a homogeneizagio da suspensio.
¢) Inoculagio na galeria

Usando uma pipeta de Pasteur, encheu-se completamente as ctpulas dos testes

CIT, VP e GEL, com a suspenséio do inoculo;
Encheu-se até a metade, com a mesma suspensdo as restantes cupulas;

Adicionou-se 6leo de parafina as cupulas dos testes, ADH, LDC, URE e H,S,

para obter uma condigdo de anaerobiose;

Fechou-se a cdmara de incubagéo e incubou-se a 37°C, durante 18-24 horas.
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d) Leitura da galeria

Depois de 18-24 horas adicionou-se os reagentes de revelagdo, usando-se

respectivos reactivos, do seguinte modo:

I. Teste VP: adicionou-se uma gota de VP1 e VP2 (esperou-se 10 minutos);

R

Teste TDA: adicionou-se uma gota do reactivo TDA (reacgio imediata);

Teste IND: adicionou-se uma gota do reactivo IND (esperou-se 2 minutos);

Leu-se a galeria com ajuda da tabela de leitura do teste;

Anotou-se os resultados na folha de identificagdo do API,

Com base nos resultados obtidos, comparou-se com os codigos existentes

catélogo Analitico API 20E.
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Anexo HI

A tabela abaixo, descreve a valorizagdo do tamanho da zona de inibigio no teste de

sensibilidade aos antibidticos.

Tabela 1. Padrdo de sensibitidade dos antibidticos

.

Antibiético Zona de interpretagiio do didmetro de inibigiio

(mililitros)

Resistente Sensivel

Ampicilina <13 =17

Sulfametazol <10 >16

Ciproﬂoxaéina <15 >21

Acido Nalidixico <13 >19

Nitrofurantoina <14 >17

Gentamicina <12 >15
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