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O ambiente clínico

Os laboratórios de microbiologia clínica 
devem identificar patógenos com segurança, 

rapidez e eficiência

Como?  Qual finalidade?



Segurança do laboratório

O laboratório de microbiologia clínico oferece muitos riscos

Toda amostra é potencialmente contaminada!!!!

Principal causa de acidentes nos laboratórios ignorância e 
falta de cuidados

Treinamento é extremamente necessário

A maior parte da contaminação não é por exposição 
identificável

A maior parte da contaminação é por manipulação de 
amostras



Contenção biológica e níveis de segurança



Níveis de biosegurança



Infecções associadas aos cuidados da saúde



Bactérias comuns nas doenças 
nosocomiais

SKAPE



Identificação de bactérias





Identificação microbiológica de bactérias – fase pré-clínica

- Local correto da coleta – tecido contaminado

- Assepsia

- Tamanho correto, se for necessário o crescimento

- Requisitos metabólicos devem ser mantidos (Ex. 
organismos anaeróbicos)

- Transporte e armazenamento corretos dos tecidos e 
espécimes

- Preparação rápida e adequada da amostra

- Objetivo da análise 











Fase analítica



Como analisar as amostras? Quais métodos?

Diferentes objetivos requerem diferentes métodos:

-clínico?

-filogenético?

-metagenômico?

-resistência a antimicrobianos?





Microscopia

Pode dizer muito a respeito da bactéria



A maioria das bactérias são detectadas por métodos diretos

- Especificidade (%)

- Sensibilidade (%)

- Pode variar de acordo com sexo

Neisseria gonorrhoeae
especificidade: H=99%; M=95%
sensibilidade: H= 90%; M=50%

Métodos diretos= aqueles 
que se observa a bactéria



Bacterioscopia



A: Neisseria meningitidis - Diplococos Gram-negativos; B: Streptococcus pneumoniae – Cocos ou diplococos Gram-
positivos; C: Streptococcus mutans – Estreptococos Gram-positivos; D: Mycobacterium tuberculosis – Bacilo Álcool-
Ácido Resistente; E: Treponema pallidum – Espiroquetas Gram-negativas; F: Bordetella pertussis – Cocobacilos Gram-
negativos; G: Staphylococcus aureus – Estafilococos Gram-positivos; H: Corynebacterium diphtheriae – Bactérias 
pleomórficas (geralmente bastões) Gram-positivas



Bacterioscopia
Permite identificar infecções

Todas essas pranchas de um esfregaço vaginal corado por Gram 
caracteriza uma infecção?

Colloq Vitae 2018 mai-ago; 10(2): 78-86. DOI: 10.5747/cv.2018.v10.n2.v235 I





Identificação de Micobactérias





- Meios de Cultura 











S. Aureus 
hemólise negativo Streptotococcus

hemólise  positivo

Identificação de bactérias baseado no crescimento em placas – Ex. ágar sangue

Listeria monocytogenes
Hemólise fraca

Mc Conkey (apresenta 
indicador de pH) à 
esquerda
Ágar sangue a direita

Salmonella (não 
fermenta lactose)

Bacillus

Eikenella corrodens





Testes bioquímicos

Teste de catalase – a presença da enzima catalase indica que o microrganismo é capaz de coverter
peróxido de hidrogênio em água e oxigênio



Teste de catalase: Catalase é um dos fatores de virulência de S. aureus e está ausente em outras espécies de 
Staphylococcus. Essa enzima é capaz de gerar agregado pela sua atividade semelhante a protrombina e, portanto 

converte fibrinogênio em fibrina. Para o teste utiliza-se plasma de sangue de coelho.



Teste de oxidase: Capaz de detectar bactérias que apresentam citrocromo c oxidase e portanto são aeróbicas como 
Pseudomonas aeruginosa e Neisseria. Porém nem todas as bactérias aeróbicas são estritamente positivas. 

•Kovacs Oxidase Reagent:
1% tetra-methyl-p-phenylenediamine dihydrochloride, in 

water
•Gordon and McLeod’s Reagent:

1% dimethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride, in 
water
•Gaby and Hadley (indophenol oxidase) Reagent:

1% α-naphthol in 95% ethanol



Teste de enxofre: Permite detectar bactérias que apresentam a capacidade de reduzir enxofre, ou seja, podem utilizar 
sulfato como aceptor final de elétrons,  devido a presença da enzima tiossulfato redutase ou podem degradar o aminoácido 
cisteína devido a enzima cisteína desulfirase. Em ambos os casos há liberação de hidróxido de enxofre. O indicador é um 
composto que apresenta ferro, como sulfato de amônio ferroso , Fe(NH4)2(SO4)2·6H2O

Bactérias capazes de reduzir enxofre incluem Salmonella, Shigella e Proteus



Importante para detecção de Helicobacter pylori

Teste de urease: A urease é uma enzima capaz de quebrar a ureia em amônia e gás carbônico. Devido a presença da 
amônia, ocorre a alcalinização do meio na presença de fenol red. 



Produtos disponíveis no mercado para identificação de 
bactérias



Métodos de diagnóstico independentes de cultivo



Ensaios imunológicos

Podem ser realizados testes de detecção ou respostas imunes do 
hospedeiro

Teste de tuberculina para detecção de tuberculose

Sorologia – estudo das 
reações antígeno-
anticorpo in vitro –
detecção de anticorpos 
induzidos por patógenos. 



Sorologia

Especificidade – reação antígeno-anticorpo capaz de identificar a exposição a um único patógeno

Sensibilidade – quantidades de anticorpos necessárias para a detecção do patógeno

aglutinação
Ensaio imunoenzimático



Títulos de anticorpos

Título é a maior diluição (menor 
concentração) de soro na qual a reação 
antígeno-anticorpo é observada



Um título positivo não necessariamente indica infecção ativa

Título para sífilis Título para Samonella tiphy



Testes de aglutinação

Aglutinação é a reação entre um anticorpo e um antígeno particulado, que resulta em aglomeração de partículas visíveis



Tipos de testes de aglutinação 

direta

Salmonella typhi

Staphylococcus aureus –
Proteína A e fator de 
agregação

Requer menos de um minuto e não necessita de experiência prévia ou 
equipamentos



Imunofluorescência

Emprego de anticorpos contendo corantes fluorescentes conjugados para detecção de 
antígenos em células intactas



Ensaio imunoenzimático – ELISA ou EIA

ELISA para Salmonella



Testes baseado em ácidos nucleicos
Ensaios de PCR e análise de dados
Podem ser patógeno específico – baseado 
em sequências únicas dos patógenos



Diagnóstico de bactérias baseado em espectroscopia de massa



https://www.sciencedirect.com
/science/article/pii/S10219498
19300146

Matrix-assisted laser 
desorption/ionization-
time of flight (MALDI-
TOF)





Perfil espectral de algumas bactérias




