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ROTEIRO DE AULAS PRATICAS

PRATICAS:

P1: Coloragao de Gram

P2: Antibiograma, A¢ao de desinfetantes, RUV

P3: Identificacdao de Cocos Gram-positivos

P4: Cultivo de bactérias da mao e orofaringe-identificagao

Apéndice: Descrigao de Alguns Meios de Cultura Bacterianos

Normas de Sequranca

Sobre Biosseguranga: agdes voltadas para a prevengéo e eliminagao de riscos
inerentes as atividades desenvolvidas no laboratério, que possam comprometer a
saude humana, de animais; contaminar o meio ambiente, ou a qualidade dos
trabalhos desenvolvidos.

E INDISPENSAVEL o uso de avental no laboratério. O avental deve ser, de
preferéncia, comprido, com mangas compridas e estar abotoado.

E PROIBIDO ingerir alimentos, beber ou fumar no laboratério.

Utilizar na bancada somente o material necessario ao trabalho pratico, como:
roteiro de aula, papel ou caderno para anotagdo e caneta. Material extra deixar
nas prateleiras abaixo das bancadas.

Em caso de qualquer acidente (derramamento de culturas, quebra de placas,
ferimentos, respingo de cultura, etc.) comunicar IMEDIATAMENTE o professor ou
0 pessoal técnico responsavel pela aula pratica.

Descarte do material:

» materiais contaminados devem ser colocados nos recipientes préprios
existentes nos laboratorios.



= placas de Petri utilizadas deverao ser deixadas TAMPADAS sobre a bancada.
= [aminas fornecidas pelos professores para visualizagdo deverao ser deixadas
sobre a bancada, tubos com culturas deverao ser deixados nas estantes.

Prestar atengdo as atividades dos colegas ao lado, para evitar que materiais
incompativeis sejam manipulados ao mesmo tempo. Exemplo: alcool e fogo.

Terminados os trabalhos praticos:

= flambar algas e fios de platina;

= verificar se as torneiras de agua e gas estao fechadas;

= desligar lGmpadas e microscopios;

= [impar os microscopios e cobri-los com a capa;

= tirar o0 avental e guardar;

= lavar cuidadosamente as maos com agua e desinfetante.

Risco Biolégico: significa a probabilidade de perigo, geralmente com ameaca
fisica para o homem ou para o meio ambiente. Os microrganismos sao
classificados em quatro categorias de acordo com o grau de risco:

Categoria 1: Baixo risco individual e para a coletividade. Microrganismos
raramente patogénicos em humanos

Categoria 2: Moderado risco individual e limitado risco para a comunidade. Pode
apresentar risco para os laboratoristas, mas é de dificil disseminagédo para a
comunidade.

Categoria 3: Alto risco individual e moderado risco para a comunidade

Categoria 4: Alto risco individual e para a comunidade.

Equipamentos de protegao individual (EPIs) e equipamentos de protegao coletiva
(EPCs) devem ser utilizados no tratamento de microrganismos.

Incluem EPIs: Luvas, avental, 6culos de protecdo, protetor facil, mascara,
sapatilha, dosimetros para radiacao ionizante...

EPCs - cabines de seguranga biolégica, capela quimica, chuveiro de
emergéncia, lava olhos, bico de Bunsen...



P1: Coloragao de Gram - Morfologia e Estrutura da célula bacteriana.

Visualizaciio de bactérias ao Microscépio Optico. (Microscopia de imersdo, 1000X).

A maioria dos microrganismos sdo “incolores” ao microscopio Optico. Para ficarem
evidentes quanto a sua forma e eventual agrupamento devem estar corados. Existem intimeros
métodos para coloragdo. Antes de ser corado, o microrganismo deve ser fixado a lamina. Para
tanto, realiza-se a secagem por simples exposi¢do ao ar e, em seguida, rapida passagem da
lamina pela chama de fogo (bico de Bunsen).

Os corantes sdo cromoforos e podem ser 4acidos ou bésicos, de acordo com sua carga
(basicos tém a cor do seu ion positivo; acidos tém a cor do seu ion negativo). A célula
bacteriana ¢ negativamente carregada, portanto atrai corantes basicos. Os corantes basicos mais

comuns sao: cristal violeta, azul de metileno, fucsina e safranina.

Quanto aos tipos de coloragdo temos:

1) Coloracdes simples: Resulta na coloragdo indistinta das bactérias, facilitando a

visualizac¢do da forma das células bacterianas. Ex. Coloragdo com Azul de metileno.

2) Coloracdes diferenciais: Alguns corantes expostos as células bacterianas, em

determinada sequéncia, interagem diferentemente com as estruturas presentes nas diferentes

bactérias, permitindo a diferenciagdo de grupos bacterianos. Ex.: Coloracdo de Gram;

Coloracdo de Ziehl-Neelsen (BAAR). No processo de coloragao podem ser usadas substancias

que intensificam a cor por serem capazes de aumentar a afinidade do corante com a molécula
alvo. Essas substancias sdo chamadas mordentes, e ¢ o caso do iodo (presente no Lugol), na

coloragdo de Gram.

3) Coloracdes especiais: S3ao aquelas utilizadas para corar e identificar partes ou

estruturas especificas das bactérias, como: esporo, capsula, flagelo, granulos, e outras

estruturas. Ex.: Na Coloracdo de Fontana-Tribondeau emprega-se o espessamento de bactérias

espiraladas com ions prata.

COLORACAO DE GRAM
A coloragao de Gram foi desenvolvida em 1884, pelo bacteriologista dinamarqués Hans
Christian Gram. Esta coloragdo continua entre as mais importantes na rotina do laboratério

de Microbiologia. Ela permite dividir as bactérias em dois grandes grupos: Gram-positivas e



Gram-negativas. Possibilita, ainda, a visualizagdo da morfologia da célula bacteriana (cocos
ou bacilos) e dos arranjos entre as células (isoladas, em cachos, em cadeias). As bactérias
Gram-positivas possuem, na parede celular, uma camada de peptideoglicano mais espessa do
que as bactérias Gram-negativas (Fig. 1).

Quando aplicado em células Gram-positivas ¢ Gram-negativas, o corante cristal
violeta (violeta de genciana) e o iodo (Lugol) penetram facilmente; porém, dentro das células
eles se combinam para formar o complexo violeta-lugol (iodo-pararosanilina).

Nas bactérias Gram-positivas, por causa da maior quantidade de peptideoglicano, o
complexo iodo-pararosanilina ndo ¢ removido facilmente pelo tratamento com alcool e, assim,
estas células mantém a cor roxa.

Nas células Gram-negativas, o dlcool penetra a membrana externa e o complexo violeta-
lugol ¢ removido da camada fina de peptideoglicano. Estas células sdo, em seguida, coradas
pelo segundo corante (corante de contraste ou de fundo), a Fuesina ou Safranina, adquirindo a

coloragao rosa.

Parede celular constituida de uma camada
grossa de peptideoglicano

Gram positiva

-~<—— Membrana plasmatica

Complexo de membrana externa, com inclusdes de
lipopoliproteinas e lipossacarideos (LPS)

J.—  Parede celular constituida de uma camada fina
de peptideoglicano

——— Membrana plasmatica

Gram negativa

Fig. 1 — Estruturas tipicas das paredes de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Assim, a Coloracao de Gram ¢ uma coloracgao diferencial. Esta coloragdo ¢ o ponto de partida
na identificagdo da maioria das bactérias de interesse médico. Para identificacdo final da

bactéria, deverdo ser realizadas provas bioquimicas e outras provas.



Procedimento:

A. Preparacio e fixacdo do ESFREGACO (a partir de cultivos em meio liquido)
1) Flambar a al¢a ao rubro;

2) Esfrid-la nas paredes do tubo;

3) Introduzi-la na cultura para formar um “filme” na alca pela tensao superficial;
4) Depositar este material sobre uma lamina limpa e seca;

5) Distribuir suavemente o material sobre a lamina e obter um esfregago fino;

6) Secar bem a temperatura ambiente (ndo aquecer a lamina — para evitar o rompimento
bacteriano).

7) Fixar o esfregaco: passar a lamina 3 vezes sobre a chama do bico de Bunsen.
(para evitar que as bactérias sejam removidas da lamina durante a coloragao).

B. Técnica de Coloraciao de Gram

1) Cobrir o esfregaco com solu¢do CRISTAL VIOLETA, incubar por 1 minuto;

2) Lavar rapidamente em 4gua corrente;

3) Cobrir o esfregaco com solucao LUGOL, INCUBAR por 1 minuto;

4) Lavar rapidamente em agua corrente;

5) Lavar alcool por 15 segundos. Interromper logo o efeito do alcool lavando com agua;
6) Cobrir o esfregaco com solucao de FUCSINA basica, incubar por 30 segundos;

7) Lavar novamente em agua corrente;

8) Secar a lamina, pressionando-a levemente entre duas folhas de papel de filtro, com o
cuidado para ndo remover o esfregago corado;

9) Observar ao microscopio com objetiva de imersdo (objetiva 100X).
Obs.: - Apos a coloracdo, cuidado para ndo inverter face da lamina com as bactérias.
- O condensador do microscopio deve estar elevado.
- A focalizacao deve ser realizada com cuidado e paciéncia, iniciando-se com aumento 10X.

C. OBSERVACAO E ANOTACAO DOS RESULTADOS:

OOOC

E. coli Bacillus sp Staphylococcus sp Streptococcus sp



QUESTOES PARA RELATORIO / ESTUDO

1. Descreva a estrutura e composicao das paredes das bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

2. Desenhe cada tipo de bactéria visualizada na aula pratica:

E. coli Bacillussp Staphylococcus sp
(bacilos Gram-negativos) (bacilos Gram-positivos)  (cocos Gram-positivos
agrupados em cachos)

3. Comente cada uma das etapas da coloracdo de Gram.

Streptococcus sp
(cocos Gram-positivos
agrupados em cadeias)




P2: 1. Antibiograma, P2: 2. A¢ao de desinfetantes, P2: 3. RUV

Controle das populacoes microbianas

O bem-estar do homem e suas conveniéncias dependem em grande parte, do controle
que ele exerce sobre os microrganismos. Isto é demonstrado em muitas de nossas atividades
diarias, tais como purificagao das aguas, pasteurizagdo de leite e refrigeragdao de alimentos.
As principais razoes para o emprego de métodos de controle dos microrganismos sao:
prevenir a transmissao de doengas infecciosas; prevenir a deterioragcdo de alimentos; e
prevenir contaminagao.

A inibicdo ou destruicdao dos microrganismos pode ser feita por meio de agentes
quimicos ou fisicos. Entre os agentes fisicos mais frequentemente utilizados estdo: as
diferentes formas de calor, as baixas temperaturas, elevada osmolaridade (empregando-se
altas concentracdes de sal ou de acucar), pH baixo, e as radia¢des. Ainda poderiamos
acrescentar a filtragao de solugdes, que embora nao iniba ou mate os microrganismos,
permite a remocdo destes e consequente esterilizacdo do material. Quanto aos agentes
guimicos, inimeros sao empregados, tais como: formol, fenol, éxido de etileno, entre outros.

No controle das populagdes microbianas, os antibidticos sao considerados a parte e sao
estudados na pratica que aborda o antibiograma. Quanto ao emprego, a diferenga
fundamental entre os antibidticos e os demais agentes quimicos antibacterianos, reside no
fato de que os primeiros possuem toxicidade seletiva e, assim, podem ser introduzidos no
organismo em doses controladas que ndao causem danos a célula animal. Os demais agentes
guimicos sdo agressivos as células e s6 podem ser utilizados para a desinfeccao de
instrumentos e de superficies inanimadas (desinfetantes) ou na antissepsia da pele ou das
mucosas (antissépticos).

P2: 1. Antibiograma

Introdugao: O antibiograma ¢ um teste que permite a verificagdo in vitro da sensibilidade
de uma bactéria aos antibidticos. Este método foi desenvolvido por Kirby-Bauer. A
sensibilidade ¢ demonstrada pela zona ou halo de inibi¢cdo de crescimento que se forma ao
redor do disco de antibidtico. De acordo com o tamanho do halo, diz-se que a bactéria ¢
sensivel, pouco sensivel ou resistente. O Antibiograma ¢ uma técnica fundamental, pois permite

a escolha do antimicrobiano apropriado para o controle de infec¢des bactérias.

Objetivo: Determinar a sensibilidade de algumas bactérias a diferentes agentes

antimicrobianos.

Material: 1 - Tubo com cultura liquida de Staphylococcus aureus;
2 - Tubo com cultura liquida de Escherichia coli;
3 - Placas contendo meio sélido Mueller- Hinton (2 unidades);
4 - Discos com Antibioticos;
5 - Zaragatoas (2 unidades), Pinga (1 unidade), régua (1 unidade)



Procedimento:

1. Utilizando uma zaragatoa e a técnicas de assepsia, coletar bactérias de uma cultura
fresca bacteriana;

2. Espalhar uniformemente as células sobre a superficie de meio s6lido Mueller-Hinton
contido numa placa de Petri;

3. Deixar secar a superficie;

4. Dispensar os discos de antibidticos na tampa da placa de Petri. Utilizando uma pinga,
depositar os discos na superficie da cultura em meio sélido, tendo o cuidado de deixa-los
uniformemente bem espacados. Nao arrastar os discos sobre o meio de cultura porque a difusao
inicia-se imediatamente;

5. Incubar em estufa, a 37°C, durante 16 horas.

Analise / Interpretacio:

1. Utilizando uma régua, mega os diametros (mm) dos halos de inibi¢do de crescimento
em torno de cada um dos discos de antibioticos e registre os dados obtidos;

2. Utilizando a Tabela padrao (Tabela 1), analise a sensibilidade das bactérias aos
diversos antibioticos pesquisados.

Diametro do halo de
/ inibicao de crescimento

Fig. 2: Medig&o de halos de inibicdo de crescimento de colbnias bacterianas

2. Utilizando a Tabela padrao (Tabela 1), analise a sensibilidade das bactérias aos diversos
antibiéticos pesquisados.



Tabela 1: Limites para a interpretagdo da Sensibilidade das bactérias aos discos de antibidticos
(em mm) - ANTIBIOGRAMA.

Antibiotico | Sigla | Concentragio | Resistente | Intermedidrio | Sensivel | E. coli | S. aureus
Amicacina AMI 30 pg 14 ou - 15al6 17 ou +
Amoxicilina
(BGN) * AMO | 30 pg 13 ou - 14alé6 17 ou +
(Staphylococcus) 28 ou - 28a29 29 ou +
Ampicilina
(BGN) AMP | 10 pg 13 ou - 14al6 17 ou +
(Staphylococcus) 28 ou - 28 a29 29 ou +
Cefalotina CFL |30 pug 14 ou - 15al7 18 ou +
Cefepima CPM | 30 ug 14 ou - 15al7 18 ou +
Cefoxitina
(BGN) CFO |30pug 14 ou - 15a17 18 ou +
(Staphylococcus) 24 ou - 24 a25 25 ou +
Ciprofloxacina | CIP | 5 ug 15 ou - 15220 2l ou+
Cloranfenicol | CLO | 30 ug 12 ou - 13al7 18 ou +
Eritromicina

ERI 15 ng 13 ou - 14a22 23 ou+
(Staphylococcus)
Gentamicina | GEN | 10 ug 12 ou - 13al4 15 ou +
Penicilina

PEN | 10UI 28 ou - 28a29 29 ou +
(Staphylococcus)
Rifampicina

RIF | 5pg 16 ou - 17a19 20 ou +
(Staphylococcus)
Sulfonamidas | SUL | 300 pg 12 ou - 13a1l6 17 ou +
Tetraciclina
(BGN) TET | 30pug 11 ou- 12a14 15 ou +
(Staphylococcus) 14 ou - 15a18 19 ou +
Vancomicina
(Staphylococcus) | VAN | 30 ug 14 ou - 14a1l5 15 0u+

Obs.: (BGN)* = Bacilos Gram-negativos como E. coli, Salmonella, Shigella.

QUESTOES PARA RELATORIO/ESTUDO

1. O que ¢ e qual a utilidade de um Antibiograma?

2. Quais foram os resultados experimentais obtidos pelo seu grupo? Defina o perfil de
sensibilidade de cada uma das bactérias para os antibidticos testados.

3. Que explicag¢des vocé pode dar para justificar a resisténcia encontrada frente a alguns dos
antibioticos testados?

4. Por que devem ser utilizados discos de antibidticos diferentes para pesquisa de
sensibilidade de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas?

5. Qual a diferenga de um antibidtico bacteriostatico ¢ um bactericida?

6. O que ¢ CIM (ou MIC)?




P2: 2. Acao de desinfetantes

Material:

1. Tubo com 1,0 ml de cultura liquida de Escherichia coli;

2. Pipeta estéril de 5 ml;

3. Placa de Petri contendo meio sdlido (NA ou TSA), (1 unidade);
4. Alga de Platina.

Procedimento:

1. Divida o fundo da placa de Petri em 3 partes. Anote: ANTES, 1 minuto, 5 minutos;
nome do microrganismo e o numero do Grupo;

2. Inocule uma algada da suspensdo bacteriana no espago ANTES;

3. Adicione 1,0 ml de Desinfetante. Misture bem e incube por 1 minuto, a temperatura
ambiente. Inocule uma algada da mistura no espago 1 minuto;

4. Incube a mistura bactéria-desinfetante por mais 4 minutos, a temperatura ambiente.
Inocule uma algada da mistura no espago 5 minutos.

Antes

5. Incube as placas em estufa a 372C, por 16 a 24 horas.

Analise / Interpretacio:

1. Contar e anotar o nimero das coldnias de bactérias crescidas.
Caso seja impossivel a contagem, anotar os resultados na forma de cruzes;

2. Comparar os resultados de seu grupo com os resultados dos demais grupos que
trabalharam com diferentes desinfetantes;

3. No item Conclusdo de seu relatorio, incluir observacoes relativas aos resultados
obtidos pelo seu grupo e os resultados obtidos por demais grupos do laboratorio.

QUESTOES PARA RELATORIO/ESTUDO

1. Os Desinfetantes sdo capazes de promover a esterilizagdo das bactérias? O tempo de
incubagdo ¢ um fator que deve ser considerado?

2. Defina, especificando a diferenga:
- Antibidtico, Desinfetante; Antisséptico;
- Esterilizagdo; Desinfeccao.
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P2: 3. RUV - Sensibilidade aos Agentes fisicos toxicos - Radiagao Ultravioleta

(RUV)

Material bioldgico: Escherichia coli e Bacillus subtilis.

Procedimento:

1. Espalhar a cultura bacteriana sobre a superficie da placa de dgar nutriente com auxilio da alga

de Drigalski ou com um uma zaragatoa (sinGnimos: suabe ou “swab” de coleta);

2. Com auxilio de um anteparo (folha papel rigido), submeter a cultura a radiagdo ultravioleta

por tempos diferentes entre 0 e 60 segundos.

Radiagdao UV
g

EEEEE——)
0 60 seg

3. Incubadas as placas a 37 °C, no escuro, por 16 horas, e em seguida armazenar em geladeira

até a leitura.

4. Registrar os resultados obtidos em cada parte da placa.

Analise — Abaixo complete o desenho com resultado obtido

Radiagdao UV
Q=

0 60 seg

Interpretagao:
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P2: 4. Influéncia da temperatura em culturas de E. coli e Bacillus sp
*Obs: Esta pratica ndo sera realizada — Aqui somente para estudo. Os Resultados esperados estdo
apresentados em azul.

Material:

1. Cultura liquida (caldo) de Escherichia coli (bactéria ndo esporulada);
2. Cultura liquida (caldo) de Bacillus subtilis (bactéria esporulada);

3. Placas de Petri contendo meio sélido (NA ou TSA), (2 unidades);

4, Banho-maria a 809C;

5. Alca de platina.

Procedimento:

1. Divida o fundo das placas de Petri em 4 partes iguais. Anote 0 no primeiro quadrante, 10 no
segundo, 20 no terceiro e 30 no quarto quadrante;

2. Identifique as placas: Escreva o nome do microrganismo e o nimero do Grupo;

3. Introduza a al¢a de platina na suspensdo bacteriana. Inocule uma algada da suspensao
bacteriana no quadrante 0;

4. A seguir, coloque o tubo com a cultura bacteriana em banho-Maria a 802 C. Incube por 10
minutos. Inocule uma algada da suspensdo bacteriana no guadrante 10;

5. Volte a incubar os tubos a 802C, no banho-Maria, por mais 10 minutos. Inocule uma al¢cada
da suspensado bacteriana no guadrante 20;

6. Volte a incubar os tubos a 802C, no banho-Maria, por mais 10 minutos. Inocule uma al¢ada
da suspensado bacteriana no guadrante 30;

0 10

7. Incube as placas em estufa a 372C, por 16 a 24 horas.

20
30

Analise:

1. Faca a leitura das placas, registrando na Tabela 2 a quantidade de crescimento em cada um
dos quadrantes (anotar de zero a quatro cruzes);

2. Discuta diferenca de sensibilidade/resisténcia de cada uma das bactérias frente ao
tratamento.

Tabela 2: Sensibilidade de culturas bacterianas frente ao tratamento térmico (80 2C) por diferentes
intervalos de tempo.

Incubagdo Numero de coldnias crescidas apds incubagdo a 37 °C, por 16 hs.
0 80°C 0 min 10 min 20 min 30 min
Bactéria
E. coli FrAAr -+ - -
B. subtilis FrAAr T ++ ++
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Interpretagao

As bactérias Bacillus. subtilis se mostraram mais resistentes a incubacao a temperatura de 80
°C que as bactérias Escherichia coli. Isto ja era esperado porque B, subtilis ¢ uma bactéria que
forma esporos e os esporos sdo muito resistentes a altas temperaturas.

QUESTOES PARA RELATORIO/ESTUDO

1. Compare os resultados obtidos com as bactérias Escherichia coli e Bacillus subtilis. Por que
algumas bactérias ndo sdo destruidas pelo calor, mesmo quando incubadas a temperatura de até 80
°C por 30 minutos?

R: Bacillus subtilis ¢ uma bactéria esporulada. Os esporos bacterianos apresentam elevada
resisténcia a varios agentes antimicrobianos: temperatura, desinfetantes e radiacdes.

- -z
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Bacillus subtilis apods coloragdo de
WIRTZ. As (células vegetativas se coram
de vermelho (Fucsina) e os esporos se
coram em verde (Verde de malaquita).

Bacillus subtilis apo6s coloragdo
de Gram

’
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P3: Identificagdao de Cocos Gram-positivos
Cocos de importiancia médica

Os principais géneros de interesse médico deste grupo morfotintorial sdo:
Staphylococcus e Streptococcus. Estas bactérias t€ém entre 0,8 a 1,0 pum de diametro e tém
potenciais para causar doengas supurativas muitas delas muito graves. ApoOs serem
identificados como Cocos Gram positivos, pela coloracdo de Gram, estas bactérias devem ser
submetidas a Provas bioquimicas para sua identificacao (Fig. 3).

As bactérias do género Staphylococcus, usualmente se apresentam agrupadas em forma

de cachos de uva (estafilococos). As espécies de maior importdncia médica sdo:

Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus e Staphylococcus epidermidis. Sao
bactérias piogénicas e causam, por exemplo: osteomielite, furunculose, hordéolo (tergol),
impetigo, infec¢des urindrias, toxi-infec¢des alimentares.

As bactérias do género Streptococcus, formam cadeias (estreptococos). As espécies de

maior importancia médica sdo: S. pyogenes, S. pneumoniae, S. agalactiae, S. mutans.
Dependendo da espécie podem causar doencas como: faringite, otite média, pneumonia,
meningite, septicemia puerperal, endocardite, erisipela. Podem causar, também, doengas nao
supurativas como glomerulonefrite e febre reumatica, que sdo consideradas sequelas de
algumas infec¢des anteriores.

Para a diferenciacdo basica e confirmatoria entre os géneros Staphylococcus ¢
Streptococcus, utiliza-se a prova da catalase. A catalase ¢ uma enzima produzida pelos
Staphylococcus ¢ nao produzida pelos Streptococcus. Esta enzima desdobra o perdxido de
hidrogénio (4gua oxigenada) em agua e oxigénio livre (2 H,0, - 2 H,O + O,) e sua prova
positiva pode ser facilmente verificada pela simples visualizacdo de bolhas que sdo formadas
quando se adiciona agua oxigenada a cultura.

Uma vez diante de bactérias do género Staphylococcus, utiliza-se a prova da coagulase

para caracterizar Staphylococcus aureus, espécie de grande importancia médica. Esta espécie
coagula o plasma pela a¢ao da coagulase.
Uma vez diante de bactérias do género Streptococcus, a capacidade de coldnias isoladas

de hemolizar hemécias de carneiro presentes em meio solido Agar sangue ¢ considerada para

iniciar a identificacdo das espécies, independentemente da atividade bioldgica destas
hemolisinas. As hemolisinas sdo enzimas ou toxinas que destroem os glébulos vermelhos e
outras células. Existem hemolisinas, com diferentes propriedades, que sdo produzidas ndo

somente pelas bactérias patogénicas como também pelas ndo patogénicas. Estas bactérias
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podem produzir halos claros em volta da colonia (halo de hemolise). No que diz respeito as
bactérias do género Streptococcus, quando o halo ¢ totalmente claro, diz-se que a hemolise ¢

do tipo beta (B-destruicdo total das hemacias); quando esverdeado, diz-se hemolise € do tipo

alfa (a - destruicdo parcial das hemacias); e, quando ndo hd hemolise, esta ¢ chamada do tipo

gama (y - auséncia de hemdlise).

Em se tratando de uma bactéria B-hemolitica, utiliza-se a prova da bacitracina que

caracteriza Streptococcus pyogenes, (Streptococcus beta-hemoliticos do grupo A (sorogrupo

A). Um disco de papel filtro contendo 0,05 unidades de bacitracina ¢ depositado na superficie
de uma placa com Agar sangue semeado previamente com a bactéria em estudo. Os

estreptococos beta-hemoliticos do grupo A sdo sensiveis a bacitracina e, portanto, apresentam

zona de inibi¢do de 12 a 17 mm; enquanto, os demais grupos de estreptococos geralmente nao

sdo inibidos (Fig. 3).

Em se tratando de estreptococos alfa-hemoliticos, utiliza-se de maneira semelhante a

prova da Optoquina (cloreto de etil-hidrocupreina). Se o estreptococo em estudo for o
Streptococcus pneumoniae (pneumococo) havera, uma zona de inibicao de crescimento de 15

a 30 mm_(Fig. 3).

Cocos Gram-Positivos

- Prova da catalase

+ -
- Prova OF (Oxidagao/Fermentacgao de Glicose)
Fermentagao - Fermentagao +
Micrococcus Staphylococcus Streptococcus
- Prova coagulase/DNase/ < Tipo de hemolise

- Fermentagao de manitol

+ - o Y
¢ l S. faecalis

S. aureus

Novobiocina Bacitracina Optoquina®
S. pyogenes $ S. pneumoniae

S. agalactiae®R

S R
S. epidermidis  S. saprophyticus

Fig. 3: Esquema simplificado para identificacdo de Cocos Gram-positivos.
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Material:
1. Cada grupo receberd duplicatas de 4 a 7 culturas bacterianas crescidas em meio liquido
(caldo) TSB identificadas por niimeros. Cada uma destas culturas podera ser de uma das
seguintes bactérias: S. aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus, S. pyogenes, S. agalactiae, S.
pneumoniae, S. faecalis;
2. Laminas (4-7 unidades); Bateria de corantes para a Coloragao de Gram;
3. Conta gotas com H>O; Volumes (1 unidade) ;
4. Placa com Agar-DNA (1 unidade); placa com Agar-sangue (1 unidade);
5. Tubo com 5 ml de HC1 1M (1 unidade);
6. Culturas de Staphylococcus em TSA com disco de Novobiocina (Demonstragao);
7. Culturas de Streptococcus-3 Agar-sangue com disco de Bacitracina (Demonstragio);
8. Culturas de Streptococcus-o Agar-sangue com disco de Optoquina (Demonstragio).

Procedimento:
1. Separar as duas Colegdes de cultivos bacterianos. Cada Colecdo devera conter um
exemplar de cada uma das bactérias a ser estudada/identificada.

2. Com as culturas da Colecdo 1:
A. Realizar a coloracdo de Gram de todas as culturas. Anotar os resultados

B. Realizar a Prova da catalase de todas as culturas:
Adicionar 2-3 gotas de H2O2 10 Volumes. Agitar levemente e observar se ocorre o
aparecimento de bolhas efervescentes. Identificar as culturas:
- Presenga de bolhas = catalase positivas = Staphylococcus
- Auséncia de bolhas = catalase negativas = Streptococcus

3. Com as culturas da Colegao 2:

A. Staphylococcus:

- Realizar a prova da DNAse com todas as culturas de Staphylococcus. Para tanto, fazer
uma estria de todas as culturas catalase-positivas em meio sélido Agar-DNA. Incubar as placas
a 37° C, em estufa, por 16-24 horas.

‘ Estrias grossas

- Semear (normalmente) todas as culturas de Staphylococcus em meio solido Agar-
manitol. Incubar as placas a 37° C, em estufa, por 16-24 horas.

- Dia da Leitura:
- Sobre as culturas bacterianas crescidas em meio sélido crescidas em Agar-DNA, verter 5 ml de
HCI 1M. Incubar por 3 minutos, a temperatura ambiente. Observar se pode ser observado halo
transparente ao redor de alguma coldnia, evidenciando a secre¢do de DNase pela bactéria.
a) Presenca de halo: DNase*  -> Staphylococcus aureus;
b) Auséncia de halo: DNase- -> Staphylococcus epidermidis ou S. saprophyticus;

- Observar o crescimento das culturas crescidas em meio sélido Agar-manitol:
a) Colbnias de cor amarela = fermentagédo positiva de manitol = Staphylococcus aureus.

- Observar a sensibilidade novobiocina:
a) Sensivel -> Staphylococcus epidermidis;
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b) Resistente> Staphylococcus saprophyticus

B. Streptococcus:

- Realizar a prova da analise do tipo de hemdlise com todas as culturas de Streptococcus.
Para tanto, fazer uma estria de todas as culturas catalase-negativas em meio solido Agar-sangue.
Incubar as placas a 37° C, em estufa, por 16-24 horas.

- Dia da Leitura:

- Observar os tipos de hemdlise de cada uma das culturas:
a) B hemdlise (hemolise total)
b) oo hemdlise (hemdlise parcial)
c) & hemdlise (auséncia de hemdlise)

- Observar a sensibilidade as drogas bacitracina e Optoquina:
a) Cocos Gram+, catalase-, p hemolitico, BacitracinaS= sorogrupo A = S. pyogenes
Cocos Gram + catalase, 3 hemolitico, BacitracinaR= demais sorogrupos—> S. agalactiae, e outros;

b) Cocos Gram+, catalase-, o hemolitico, OptoquinaS = S. pneumoniae

Analise / Interpretacio:

Com base nos procedimentos realizados, identificar as bactérias presentes nas varias culturas.

QUESTOES PARA RELATORIO/ESTUDO

1. Os cocos Gram-negativos frequentemente estao presentes em infecgdes purulentas. A
Coloragdo de Gram ¢ suficiente para diferenciar as bactérias dos géneros Staphylococcus das
bactérias do género Streptococcus? Por qué?

2. Qual ¢ a morfologia tipica das bactérias da espécie Streptococcus pneumoniae??

3. Quais sdo as principais espécies do género Staphylococcus causadoras de doengas no
homem? Como sdo identificados no laboratorio? Quais sdo as principais caracteristicas
patogénicas? Quais sdo as principais doencas que causam no homem?

4. Comente sobre duas principais espécies do género Streptococcus causadoras de
doencas no homem? Como sdo identificados no laboratério? Quais sdo as principais
caracteristicas patogénicas? Quais sdo as principais doengas que causam no homem?
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P4: 1. Cultivo de bactérias em meio liquido e em meio solido.
P4: 2. Cultivo de bactérias da mao e orofaringe-identificagao

P 4.1: Cultivo de bactérias - Fisiologia e Crescimento bacteriano

Alguns procedimentos sdao indispensdveis para deteccdo e quantificagdo de

microrganismos. Estas técnicas consistem em regras de assepsia e seguranca para evitar a

contaminac¢do dos meios de cultura com microrganismos do ambiente, para obter culturas puras

e para evitar acidentes laboratoriais.

Técnicas de Assepsia necessarias para o manuseio do material:

1. A alca de “platina” deve ser
flambada antes e depois de qualquer
procedimento de semeadura. Para tanto, o
cabo deve ser exposto a chama de 2 a 3
vezes ¢ a alca deve ser aquecida ao rubro.
A posicdo correta para a flambagem da alga
¢ que a mesma faca um angulo de 45° em
relacdo a mesa de trabalho (Fig.2);

2. Antes de retirar o material para a
elaboracdo do esfregago ou para semeadura
deve-se esfriar a alga na parede interna do
tubo ou na tampa da placa de Petri;

3. Para a semeadura em tubos de
ensaio, deve-se flambar rapidamente a boca
dos mesmos logo apés a retirada do
tampio de algoddo. Este devera ser
segurado pelo dedo minimo da mao que
estd segurando a alca. Apos a retirada do
material com a alga, flambar novamente a
boca do tubo e recolocar o tampdo de
algoddo. Flambar a al¢ca apos o uso. Néo
encostar os tampoes na bancada;

4. As pipetas utilizadas no laboratério
de  Microbiologia  sdo  usualmente
embrulhadas em papel e previamente
esterilizadas. Para uso, torcer o papel na
regido central da  pipeta, retirar
primeiramente o papel na parte superior e
depois a inferior (correspondente a ponta da
pipeta). Esta sequéncia evita que a pipeta
seja contaminada pelas maos do operador.
Uma vez utilizada, a pipeta deve ser
depositada no interior de uma cuba de vidro
ou plastico, contendo desinfetante;

5. As placas de Petri contendo meio
solido e os tubos contendo meio liquido
deverdo ser abertos proximos (maximo de
“um palmo” de distincia) ao bico de
Bunsen, para evitar contaminagao,
principalmente das bactérias do ambiente.
Depois de semeadas, as placas deverdo ser
incubadas em estufa com tampa voltada
para baixo (emborcadas para evitar
contaminagdo e ressecamento do meio).

Objetivo: Realizar a semeadura (repique) de uma cultura bacteriana em meio de cultura
liquido (caldo) para o meio de cultura sélido. Realizar a coloracdo de Gram da cultura

bacteriana em caldo.

Material:

1 - Tubo com a cultura liquida (caldo) da bactéria a ser coletada;
2 - Tubo com meio de cultura liquido (caldo) TSB estéril;
3 - Placa de Petri contendo meio de cultura solido: 1-TSA;

4 - Lamina (1 unidade);

5 - Bateria de corantes da Coloracdo de Gram
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Procedimento (Fig. 4):
a) Flambar a alca;
b) Remover o tampao de algodao do tubo com cultura bacteriana, flambar o tubo;

¢) Introduzir a al¢a na cultura, esfriar a alga na parede interna do tubo, coletar amostra;

d) Observando as condi¢des de assepsia, semear uma algada em: - meio liquido TSB.
e) Flambar novamente a alga;
f) Repetir b) e ¢)

g) Observando as condigdes de assepsia, semear uma “algada” em meio s6lido TSA:

i

() (e) (b) (c)
Comegar
aqui Comegar
. .qm
Comegar

aqui

(d) ® (2

Fig. 4: Técnica de semeadura por “esgotamento” em placa de Petri contendo meio sélido:
semear a partir de um ponto ja semeado, distribuir o material na placa, fazendo estrias ou “zig-
zag” no restante da placa. Este procedimento “separa/espalha” as bactérias e quando estas
crescem produzem colonias isoladas contendo cada aproximadamente 1x108 células.

Analise / Interpretacio:
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P 4.2: Cultivo de bactérias da Microbiota humana

Objetivo: Constatar a presenca e variedade de microrganismos da nossa microbiota
normal da orofaringe. Verificar o crescimento em diferentes meios de cultura, e das condi¢des
necessarias para o crescimento.

A) Cultivo de bactérias das maos

Material: 1 - Placa de Petri contendo meio de cultura sélido: 1 placa com TSA.
Procedimento: Fazer uma marca com o dedo na superficie da placa contendo meio
de cultura sélido (TSA).

Andlise das bactérias da orofaringe — Coloracao de Gram e Cultivo

Material:

1 — Zaragatoa ou suabe (“swab”) estéreis para coletar de amostras;

2 — Placas de Petri contendo meio de cultura sélido: 1-Agar BHI, e 1-Agar sangue;
3 — Lamina de vidro para microscopia.

4 — Bateria de corantes da Coloracdo de Gram

Procedimento: Utilizando uma zaragatoa, coletar amostra da orofaringe e:
- 1) Fazer um esfregago na lamina; - 3) Realizar a colorag@o de Gram;
- 2) Semear na superficie dos meios s6lidos: Agar BHI, e Agar sangue;>Incubar em

estufaa 37 °C, por 16 horas. =4) Observar as coldnias crescidas.

Analise / Interpretacio:

A) B)

QUESTOES PARA RELATORIO/ ESTUDO
1. Cultivamos bactérias em Meio liquido (caldo) e meio sélido (em placas de Petri). Quais as vantagens

gue oferecem estes dois tipos de cultivos?

2. Baseando-se em seus resultados experimentais, pode-se afirmar que todas as bactérias sdo capazes
de crescer em Meio Completo? Explique.
3. As diferentes exigéncias nutricionais podem afetar a distribuicdo e a ocorréncia das bactérias?

4. E normal a presenca de bactérias em partes do corpo humano como m3o e boca? Esta microbiota
é rara e dificil de ser visualizada e/ou cultivada ou é abundante? E variada ou composta de pequeno
nuimero de diferentes bactérias?

5. Qual o papel (importancia) da Microbiota Normal do Corpo Humano (MNCH).
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PRATICA 5: Emprego de Meios Diferenciais e Seletivos no cultivo de bactérias

Nesta pratica alguns meios de cultura Diferenciais e Seletivos serdo empregados para o cultivo de
bactérias.

Objetivo: Aprender como sdo empregados meios de cultura seletivos Seletivos e Diferenciais para
auxiliar o isolamento ¢ identificacdo de bactérias.

Material:

1. Duas culturas de bactérias Gram-negativas (E. coli e outra Salmonella sp ou Shigella sp);
2. Duas culturas de bactérias Gram-positivas (Staphylococcus. aureus e S. epidermidis);

3. Uma placa com meio solido Agar MacConkey — marcada com uma divisdo ao meio;

4. Uma placa com meio sélido Agar Manitol-salgado - marcada com uma divisio ao meio;
5. Alga de platina, Bico de Bunsen, Estufa a 37 °C

Procedimento:

1. Usando alca de platina, inocular as duas bactérias Gram-negativas na placa com Agar MacConkey,
procurando obter colonias isoladas;

2. Usando alga de platina, inocular as duas bactérias Gram-positivas na placa com Agar Manitol-
salgado, procurando obter colonias isoladas;

3. Incubar as placas a, em estufa a 37 °C, por 16 horas. Guardar as placas em geladeira até o dia da
leitura e analise.

Resultados:
Agar MacConkey Agar Manitol-salgado
Nome da bactéria: Nome da bactéria:
Cordascolonias: Cor das coldnias:
Nome da bactéria: Nome da bactéria:
Cordascolonias: Cor das coldnias:
Interpretacio:

Considerando as descrigdes dos meios apresentadas nas paginas seguintes, analise os resultados obtidos
e deixe aqui abaixo os seus comentarios.

Questodes para Estudo:
1. Os meios de cultura bacterianos completo (ou complexo) - como:
NB (Caldo Nutriente) e NA (Agar Nutriente); TSB ("Trypticase soy broth”) e TSA ("Trypticase soy agar”)
contém hidrolisado de proteinas. E correto afirmar que todas as bactérias de importancia médica
crescem nestes meios? Justifique sua resposta.

2. Qual ¢ a diferenga entre um meio de cultura bacteriano completo (ou complexo), um meio de cultura
diferencial e um meio de cultura seletivo? Para que finalidades estes meios sdo empregados?

3. Suponha que vocé acabou de isolar uma bactéria de um paciente, fez a coloracdo de Gram e verificou
se tratar de um bacilo Gram-negativo. Para prosseguir a identificacdo desta bactéria, vocé inocularia
em meio Agar MacConkey ou em Agar Manitol-salgado. Justifique.

4. Suponha agora que outro isolado seja um coco Gram-positivo. Neste caso, em qual dos meios
acima mencionados vocé faria a semeadura?
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ANEXO:
DESCRICAO DE ALGUNS MEIOS DE CULTURA DE BACTERIAS

A) Meio de Cultura Liquido e Meio de Cultura Solido

Os meios de cultura solido tém a mesma composicao dos meios de cultura liquidos equivalentes
e sdo tém a consisténcia solida porque sdo acrescidos de 2% Agar-agar.

Meio de cultura liquido (caldo em tubos) | Meio de cultura sélido (em placas de Petri)

E empregado para: ot & &; )

- Acompanhamento da \C {

curva de Crescimento, OMO i&;la;‘b ,

- Isolamento de Iden‘lflcdrhac la v L
moléculas, ‘dlazotroflt‘.as ({eiblanta

F

v
hovts Y
a4 A4

o8

nao-légummosasa

E empregado para:
- Obtengao de coldnias microbianas isoladas,
- Isolamento de bactérias

Antes e depois
do cultivo bacteriano
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B) Composicao dos Meios de Cultura

1. Meio Mineral ou Minimo
Contém apenas sais minerais ¢ uma fonte de carbono
que ¢ geralmente 0,5% de glicose. (cor: incolor transparente)

Exemplos:
-M9

2. Meio Completo ou Complexo

Contém hidrolisado de proteina vegetal ou animal e
uma

fonte de carbono que é geralmente 0,5% de glicose.
Sao

utilizados para o cultivo de ampla variedade de
bactérias.

(cor: amarelo transparente) /

Exemplos: ) /
- Caldo Nutriente (NB) / Agar Nutriente (NA)
-TSB/TSA

-LB/TSA

- Agar Mueller-Hinton — utilizado nos =)
Antibiogramas
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3. Meio Diferencial

Exemplos:

- Agar Sangue
Meio de cultura Diferencial (ndo ¢ seletivo)

.

E rico em nutrientes e possui coloracdo vermelha intensa. E
utilizado para cultivo primario de bactérias nutricionalmente
mais exigentes.

Como meio diferencial, ¢ muito empregado para a identificagao
tipo (padrao) de hemolise principalmente. de bactérias do

género Streptococcus:

- o hemolise (hemolise parcial) - Ex. S. viridans, S. pneumoniae;
- B hemolise (hemolise total) - Ex. S. pyogenes, S. agalactiae

- v hemolise (hemdlise ausente) — Ex. Enterococcus faecalis

- Agar Chocolate

Meio de cultura Diferencial (ndo ¢ seletivo) utilizado
para cultivo de bactérias delicadas e exigentes. E feito
com uma base e sangue de cavalo, carneiro ou coelho
aquecidas suavemente até 56 ° C.

Contém glébulos vermelhos lisados (rompidos) para
liberar hemina, NAD e hematina que dao a coloragdo
marrom caracteristica.

E empregado para o cultivo e isolamento de diversos
microrganismos fastidiosos (nutricionalmente
exigentes), como: Neisseria spp. € Haemophilus spp.
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4. Meio Seletivo

Exemplos:

- Agar Thayer-Martin chocolate

E um meio de cultura que permite e crescimento e
isolamento de Neisseria gonorrhoeae e de Neisseria
meningitidis.

E constituido por sangue desfibrinado de carneiro e e
antibidticos (vancomicina + colistina + trimetoprim) e
fatores de crescimento.
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5. Meio Diferencial e Seletivo

Exemplos:

- Agar MacConkey
E um meio de cultura seletivo destinado ao crescimento de
bactérias Gram-negativas. [sso ocorre porque ele possui em
sua composicao duas substancias que inibem o crescimento de
bactérias Gram-positivas: sais biliares e cristal violeta. Assim,
ele favorecera somente o crescimento de bactérias Gram-
negativas.
E um meio de cultura diferencial. Sua formulacdo contém
como unico agucar a lactose e o indicador de pH vermelho
neutro e, por isto, permite a diferenciacdo visual das bactérias
Lac* das Lac:
- Fermentadoras de lactose (Lac*), que originam colOnias
vermelhas, como: E. coli

- Nao fermentadoras de lactose (L.ac’), que formam coldnias
brancas como: Salmonella, Shigella, Pseudomonas)

- Agar Manitol-salgado

E utilizado para o isolamento seletivo de estafilococos e para a deteccio de

Staphylococcus aureus provenientes de amostras clinicas.

E um meio de cultura seletivo: Contém peptonas e extrato
de carne bovinos, que fornecem nutrientes essenciais; e,
7,5% de cloreto de sédio, que resulta na inibi¢do parcial
ou completa de outras bactérias que ndo os estafilococos.

E um meio de cultura diferencial: Sua formulacio
contém o acliicar manitol. A fermentacdo de manitol
resulta na alterag@o no indicador de pH vermelho de fenol,
ajuda na diferenciagdo das espécies de estafilococos.

- Os estafilococos coagulase-positiva produzem colonias
amarelas e um meio amarelo circundante, como:

- Os estafilococos coagulase-negativa produzem colonias
vermelhas ¢ nenhuma alteragdo na cor do indicador
vermelho de fenol.

Staphylococcus
epidermidis

- Agar Cetrimide

O Agar Cetrimide é um meio seletivo para o isolamento e
contagem de Pseudomonas aeruginosa em amostras bioldgicas de
origem animal e produtos farmacéuticos e cosméticos. A formula
deste meio foi derivada do meio King A, favorecendo a produgdo

de piocianina por Pseudomonas aeruginosa.
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Ctrimide (brometo de cetiltrimetilaménio) ¢ um composto de amonio quaterndrio que
inibe o crescimento de muitas bactérias incluindo espécies de Pseudomonas exceto
Pseudomonas aeruginosa. A producdo de piocianina (um pigmento azul, ndo-
fluorescente, solivel em dgua e cloroférmio) ¢ estimulada pelo cloreto de magnésio e
sulfato de potdssio. O meio também favorece a produgdo de pigmentos fluorescente
(pioverdinas) por algumas cepas de Pseudomonas aeruginosa. A maioria das espécies de
Pseudomonas aeruginosa pode ser identificada pelo odor caracteristico parecido com o
de frutas como uva (aminoacetofenona).

RESULTADOS, sdo suspeitos como positivos:

& coldnias com uma pigmentagdo caracteristica azul ou azul esverdeada rodeando as
coldnias e que se tornam fluorescente sob a luz ultravioleta de 254 nm;

% coldonias mucosas acinzentadas, pigmentadas ou ndo.

&% A presenca da piocianina pode ser confirmada por extragdo com cloroférmio.
Pseudomonas aeruginosa tipicamente produz ambos piocianina e fluoresceina.

& Ocasionalmente, cepas de Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter, Proteus,
Providencia, Alcaligenes e Aeromonas podem crescer também, causando um ligeiro
amarelamento do meio. Esta cor ¢ facilmente diferenciada da producao de fluoresceina,
uma vez que ndo forma fluorescéncia.

& Crescimento a 42°C: positivo.

Que os conhecimentos adquiridos de bacteriologia lhe sejam muito uteis em sua vida!
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